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Resumo

Aspergillus e Penicillium sao microrganismos capazes de provocar compli-
cagoes clinicas consideraveis, principalmente em pacientes imunossuprimidos. A
analise molecular é uma estratégia importante para a identificagao rapida e precisa
desses agentes patogénicos. Por isso, o objetivo deste trabalho é descrever padroes
de marcadores RAPD especificos para a identificagdo de isolados de Aspergillus
e Penicillium causadores de doencas de interesse médico. A analise morfoldgica
revelou que 14 isolados eram do género Aspergillus, 7 eram Penicillium, 1 corres-
pondente a Fusarium e 1 isolado ndo foi identificado. A anélise por RAPD com
10(dez) iniciadores produziu fragmentos de DNA caracteristicos para cada género.
O dendrograma revelou grupos de isolados dentro de cada género de fungo de
acordo com perfis de marcadores especificos, identificando isolados muito seme-
lhantes que apresentaram alto coeficiente de similaridade. Esses dados fornecem
opgoes para o desenvolvimento de oligonucleotidios de PCR para a identificagdo

de isolados especificos que ocorrem no ambiente médico-hospitalar.
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1 Introducao

O Filo Ascomycota possui 46 ordens e cerca de 6.000 géneros, entre eles
encontram-se os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As espécies do géne-
ro Aspergillus caracterizam-se por apresentarem conidiéforos simples, com parede
celular lisa, verrugosa, hialinos ou pigmentados. Sdo agentes oportunistas por ex-
celéncia, pois podem provocar colonizagdo em cavidades preexistentes, infec¢do,
processos alérgicos e intoxicagdes (DIAZ-GUERRA, 2000; MELLADO, 2000).

Os membros do género Aspergillus spp, por serem patégenos oportunistas,
causam a maioria das infecgdes ocorridas em pessoas imunodeprimidas. Asper-
gillus fumigatus é um dos agentes mais comuns que causam infecgdes sistémicas,
seguido da espécie Aspergillus flavus. Sao fungos filamentosos que podem causar
aspergilose bronquiopulmonar, aspergiloma e aspergilose invasiva. Tais condi-
¢oes sdo geralmente adquiridas pela inalagdo dos conididsporos do fungo, cau-
sando infec¢des pulmonares ou pela ingestdo de alimentos contaminados (RHA-
ME, 1991).

A maioria das espécies do género Penicillium é saprofita, sendo encontradas
no solo, em vegetais em decomposi¢do, em sementes e em graos (PITT, 1994).
Virias espécies sdo conhecidas pela importincia na produgdo de uma variedade
de metabdlitos secundarios bioativos de importancia farmacoldgica. Entretanto,
algumas espécies sao capazes de provocar doengas oportunistas em humanos, tais
como, infecgdes no sistema nervoso central em pacientes imunossuprimidos (NO-
RITOMI et al, 2005). A taxonomia e classificagdo sdo feitas por meio de critérios
morfolégicos e bioquimicos (LARSEN, 2000).

As espécies do género Fusarium possuem uma classificacio baseada em
caracteristicas morfologicas, pigmentacéo, taxa de crescimento, especificidade de
hospedeiros e perfil de metabdlitos secundarios (THRANE, 1990). Em funcao das
variagdes nas caracteristicas fenotipicas, a taxonomia do género Fusarium, basea-
da somente em conceitos morfoldgicos, ndo é totalmente satisfatéria (OLIVEIRA,
2002). As espécies de Fusarium sdo patdgenos oportunistas que causam micoses
que podem ser fatais (HUE; HUERRE; ROUFFAUT, 1999).
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Sendo assim, a andlise molecular é uma ferramenta importante no estabele-
cimento de um sistema complementar de identificagdo de fungos. Estudos recentes
vém aplicando técnicas moleculares como a analise do polimorfismo do DNA am-
plificado ao acaso (RAPD) (WILLIAMS ., 1990) o qual tem demonstrado ser um
método rapido na identificacdo de espécies, tais como: A. fumigatus, Aspergillus
terreus, Fusarium oxysporum, Fusarium sporotrichioides e Penicillium expansum
(LEENDERS et al, 1996; HUE, 1999; RATH, 1999; SYMOENS, 2000; WILSON,
2004; LOURENCO, 2007).

Os marcadores RAPD podem auxiliar na identificagdo de microrganismos
por meio de suas diferencas genéticas, como também identificar e agrupar geno-
tipos diferentes de varias espécies. Além disso, sdo procedimentos que ampliam o
conhecimento da diversidade genética, contribuindo com mais um parametro no
controle de qualidade de ambientes hospitalares e identificagdo de patégenos opor-
tunistas (BERED, 1997). Ressalte-se também que, a partir de marcadores RAPD
especificos para cada género de fungo, é possivel a conversao para marcadores ba-
seados em PCR, aumentando a precisdo, a eficiéncia e a rapidez do processo de

identificagdo de fungos causadores de doencas de importancia médica.

2 Objetivo

Descrever padroes de marcadores RAPD especificos para a identificagdo de
isolados de Aspergillus, Fusarium e Penicillium causadores de doengas de interesse

médico.

3 Materiais e métodos
Isolados de fungos
Foram analisados 23 isolados de Aspergillus, Fusarium e Penicillium (Tabela 1)

previamente identificados e pertencentes a cole¢do de fungos do curso de biomedici-
na do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB).
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Crescimento dos isolados de fungos

Isolados de Aspergillus, Fusarium e Penicillium foram crescidos previamen-
te em frascos de vidro de 100 mL contendo 10 mL de meio BDA (Dextrose 40 g. L;
Agar 30 g. L'; Infusdo de batata q. s. p. 1000 mL) a 25°C por 72 h.

Apds a esporulagao, esporos foram transferidos para frascos de vidro de 100
mL contendo 20 mL de meio BDA e incubados a 25 °C por 72 h.

Em seguida, adicionou-se a cada frasco cerca de 40 mL de meio YG (Extrato de
levedura 5 g. L'; Glicose 20 g. L''; Agua destilada q. s. p. 1000 mL), mantendo-se a 25

°C por 5 dias, até obter uma quantidade de micélio suficiente para a extragdo do DNA.

Extracdao de DNA

Para se obter DNA gendmico, utilizou-se uma adaptagdo da metodologia
descrita por Azevedo . (2003). Apds o crescimento dos fungos em meio YG, os
micélios foram filtrados em papel de filtro (12,3 cm de didmetro), lavados duas
vezes com 200 mL de dgua destilada, identificados e armazenados a -20 °C até o

momento do uso.

Com o auxilio de um bisturi, foram retirados aproximadamente 200 mg de
massa micelial e transferidos para um tubo plastico de 1,5 mL onde foram mace-

rados manualmente.

Apds a maceracio, adicionou-se a amostra 500 puL da solugdo de extragdo
de DNA (50 mL de sacarose 2 M, 0,2 mL de f-mercaptoetanol (100%), NaCl 100
mM e SDS 0,5% e agua destilada q. s. p. 200 mL). Em seguida, adicionou-se 500
uL da solugdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24: 1) em cada tubo plasti-
co, agitando-se em vortex por 45s e armazenando-se os tubos no gelo por 5 min.
Repetiu-se a agitagdo e submeteram-se os tubos a centrifugacéo de 13. 000 x g por
10 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos plasticos de 1,5 mL, no
qual foi acrescentado novamente 500 pL da solugéo fenol/cloroférmio/alcool isoa-

milico, seguindo-se agitacio e centrifugacéo a 13. 000 x g por 10 minutos.
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Tabela 1: Isolados de fungos utilizados na obten¢ido dos marcadores moleculares
RAPD.

Namero da amostra Cddigo do isolado Género

1 F117 Aspergillus sp.
2 F123 Nao identificado
3 F0099 Penicillium sp.
4 F132 Aspergillus sp.
5 F004 Aspergillus sp.
6 F013 Penicillium sp.
7 F121 Aspergillus sp.
8 F0065 Penicillium sp.
9 F135 Aspergillus sp.
10 P002 Fusarium sp.
11 F076 Aspergillus sp.
12 F024 Aspergillus sp.
13 F136 Aspergillus sp.
14 F133 Aspergillus sp.
15 F118 Aspergillus sp.
16 F0062 Penicillium sp.
17 F0002 Aspergillus sp.
18 F122 Aspergillus sp.
19 F0125 Aspergillus sp.
20 F0012 Penicillium sp.
21 F0129 Penicillium sp.
22 F134 Aspergillus sp.
23 F119 Aspergillus sp.

O sobrenadante foi transferido para novos tubos plasticos de 1,5 mL, sendo
ajustada a concentragdo de NaCl do sobrenadante para 0,3 M. Em seguida, foram
adicionados dois volumes de etanol 100% gelado (4 °C), incubando-se os tubos
por 16 ha-20 °C.

Apds a precipitagdo, as amostras foram centrifugadas a 13. 000 x g por 5
min. O etanol foi descartado e adicionado 500 uL de etanol 70% gelado, centrifu-
gando-se a 13. 000 x g por 5 min. Em seguida, o etanol foi descartado, o processo

repetido e os precipitados de acidos nucléicos foram secos a temperatura ambiente.

Posteriormente os acidos nucleicos totais foram ressuspensos em 200 pL
de TE 1 X (Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8. 0). Adicionou-se 1 pL
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de RNase A (20 mg. mL"!) as amostras, mantendo-se a 37 °C por 2 h. Ao final, as
amostras foram mantidas a 10 °C ou a -20 °C até o momento do uso. Para as anali-
ses por RAPD, as amostras de DNA foram diluidas para 20 ng. pL* com TE 0,1 X
(Tris-HCl 1 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 mM pH 8. 0).

Reagbes de RAPD

As reagdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 35 uL, con-
tendo 24,9 pL de dgua milliQ, 3,0 puL de tampéo 10 X (Amersham Biotech), 0,6 uL
de dNTP’s 10 mM (Invitrogen), 1,2 uL iniciador (Operon Technologies, CA, USA)
na concentragdo de 10 uM, 0,3 U. uL! Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 5 uL do
DNA (20 ng. puL*).

Foram utilizados vinte iniciadores de sequéncia aleatéria (OPA-03: AG-
TCAGCCAC; OPA-04: AATCGGGCTG; OPA-10: GTGATCCGAG; OPA-11:
CAATCGCCGT; OPA-12: TCGGCGATAG; OPA-13: CAGCACCCAC; OPA-15:
TTCCGAACCC; OPA-17: GACCGCTTGT; OPA-18: AGGTGACCGT; OPA-20:
GTTGGTGGCT; POR-01: TGCGGGTCCT; OPR-02: CACAGCTGCC; OPR-04:
CCCGTAGCAC; OPR-05: GACCTAGTGG; OPR-06: GTCTACGGCA; OPR-08:
CCCGTTGCCT; OPR-09: TGAGCACGAG; OPR-10: CCATTCCCCA; OPR-
13: GGACGACAAG; OPR-14: CAGGATTCCC) para a obtengdo dos perfis de
RAPD. Ao final, adicionou-se 30 pL de 6leo mineral para evitar a evaporagio das

amostras.

Ciclos de amplificacao

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 M] Resear-
ch), programado para uma etapa de desnaturagéo inicial a 95 °C por 3 min, se-
guindo-se 45 ciclos a 95 °C por 1 min, 35 °C por 1 min e 72 °C por 1 min. Ao final,

realizou-se uma etapa de extensdo a 72 °C por 5 min.
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Analise por eletroforese dos fragmentos de DNA gerados por RAPD

Os produtos de amplificagdo originarios das reacdes de RAPD foram sepa-
rados em gel de agarose 1,5% (Sigma) submerso em tampao TBE 1X (Tris-borato
90 mM e EDTA 1 mM, Sigma) durante 3 h a 160 V. Ao término da corrida, os géis
foram corados por 30 min em uma solugio corante contendo brometo de etidio (5
pg. mL"), descorados por 30 min em agua destilada e fotografados sob luz ultra-
violeta no comprimento de onda de 300 nm. A documentagio fotografica foi feita

usando-se o sistema EagleEye II still video system (Stratagene).

Em todos os géis, marcadores de massa molecular (100 bp Ladder - Invi-
trogen) foram usados para a determina¢do da massa molecular dos fragmentos

amplificados pela técnica de RAPD.

Analise dos dados

As fotos das amplificagdes realizadas com os oligonucleotidios seleciona-
dos foram utilizadas para a analise do polimorfismo entre os isolados analisados.
Os fragmentos de DNA presentes nos géis foram considerados como marcadores
RAPD. Logo apds, foi gerada uma matriz de similaridade, levando-se em conside-
ragdo as relagdes entre individuos iniciadores e massas moleculares dos fragmen-
tos obtidos com um dado oligonucleotidio. Utilizou-se o valor 1 para a presenga de
um marcador e 0 para a auséncia. No caso de davida, o numero 9 foi usado como

padrdo.

A seguir, a planilha obtida foi submetida a um programa de analise estatis-
tica multivariada para a determinagio das distancias genéticas entre os individuos.
A matriz de similaridade foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard (SNEATH;
SOKAL, 1973) e que, por meio da analise por UPGMA - Unweighted Pair-Group
Method Analysis - (SWOFFORD; OLSEN, 1990), produziu um dendrograma que
evidenciou o agrupamento dos isolados, utilizando-se o programa NTSYS (Nume-

rical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2. 02 pc (RHOLE 1993).
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Os valores obtidos e tabelados em uma planilha foram submetidos a anélise
de varidncia molecular (AMOVA) para a determinacgio estatistica das possiveis
origens das variabilidades encontradas nas amostras pela aplicacdo de algoritmos
especificos pelo programa Arlequin version 2000 (SCHNEIDER, 2000).

4 Resultados e discussao

Identificacdo morfoldgica dos isolados de fungos

Observou-se que dos 23 isolados utilizados nesse estudo, 14 foram iden-
tificados como sendo do género Aspergillus (60,87%), 7 relacionados ao género
Penicillium (30,43%) e 1 correspondente ao género Fusarium (4,35%). Além disso,

1 isolado (4,35%) ndo foi identificado pelos critérios morfoldgicos.

A partir dessas informagdes, os isolados foram submetidos a andlise mole-

cular para a confirmagio das identificagoes pelos critérios morfoldgicos.

Metodologia de obtencao de acidos nucléicos de fungos

As adaptagdes do protocolo de extragdo de DNA, baseado em Azevedo .
(2003), produziram DNA em quantidade e qualidade suficientes para se aplicar a
técnica de RAPD, levando-se em consideragdo algumas modificagdes como a ndo
utilizagdo do nitrogénio liquido e outras solu¢des como o tampao de espermidina
10 X (Espermidina 40 mM; Na,EDTA 100 mM; Tris-base 100 mM, pH 8,5), o tam-
pao TNE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0; NaCl 100 mM) e triton
X-100 10% (p/v). A partir dessas adaptagdes, obteve-se em torno de 1 ug.mL" de
DNA por amostra, ou seja, reduziu-se o custo operacional garantindo-se a viabili-

dade da metodologia quanto a sua fungao.
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Oligonucleotidios de RAPD

Dentre os oligonucleotidios testados, dez deles apresentaram sucesso na
amplifica¢do dos fragmentos de DNA (OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11, OPA-
13, OPR-02, OPR-04, OPR-06, OPR-09 e OPR-10), enquanto dez nao produziram
perfis que pudessem ser considerados para as analises moleculares (OPA-12, OPA-
15, OPA-17, OPA-18, OPA-20, OPR-01, OPR-05, OPR-08, OPR-13 e OPR-14).

Os dez oligonucleotidios de RAPD selecionados produziram um total de
136 fragmentos de amplificagdo com uma média de 13,6 + 3,13 marcadores por
iniciador (Tabela 2).

Tabela 2: Numero total de fragmentos produzidos por 10 iniciadores de RAPD
utilizados na analise dos isolados pertencentes a trés géneros de fungos. D. P.
Desvio padrio

Fragmentos gerados por

Iniciador de RAPD
iniciador

OPA-03 16
OPA-04 16
OPA-10 14
OPA-11 16
OPA-13 16
OPR-02 9
OPR-04 16
OPR-06 8
OPR-09 14
OPR-10 11
Total 136
Média 13,6
D.P 3,13

Observou-se que os oligonucleotidios OPA-03, OPA-04, OPA-11, OPA-13
e OPR-04 produziram o maior niumero de fragmentos de DNA por iniciador, en-
quanto os oligonucleotidios OPR-06 e OPR-02 produziram o menor nimero de
produtos de amplificagiao por RAPD.
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Os 10 iniciadores de RAPD selecionados produziram perfis eletroforéticos
para a identificacdo dos isolados relacionados aos géneros Aspergillus e Penicillium
(Tabela 3).

Tabela 3: Tipos de fragmentos gerados por 10 iniciadores de RAPD utilizados na
identificagdo molecular e analise filogenética de Aspergillus e Penicillium.

Iniciador de RAPD
Fragmentos de DNA OPA OPR Total
03 04 10 11 13 02 04 06 09 10
Especificos para Aspergillus 3 4 0 3 3 0 0 0 0 2 15
Especificos para Penicillium 2 4 0 0 3 0 1 0 5 0 15
Isomorficos
0o 21 0 2 0 0 0 0 O 15

Aspergillus e Penicillium

Polimorficos
1 6 3 13 8 915 8 9 9 91
Aspergillus e Penicillium

Total 16 16 14 16 16 9 16 8 14 11 136

Os oligonucleotidios OPA-11 e OPR-10 produziram fragmentos de RAPD
especificos para Aspergillus (3,7%), enquanto os iniciadores OPR-04 e OPR-09 ge-

raram produtos de RAPD especificos para a identificagdo de Penicillium (4,4%).

Observou-se também que os iniciadores OPA-04, OPA-10 e OPA-02 geraram
fragmentos de DNA comuns a ambos os géneros (11,0%). Os iniciadores da série OPR

ndo geraram qualquer fragmento isomorfico relacionados aos fungos em questao.

Quanto a obten¢io de fragmentos de RAPD polimorficos, os oligonucle-
otidios OPR-04 e OPA-11 geraram o maior numero de produtos de amplificagdo

correspondendo a 20,6%.

Em seguida, analisou-se a porcentagem de cada oligonucleotidio na obten-
¢do de perfis eletroforéticos relacionados para cada género de isolado, incluindo

aquele ndo identificado (Tabela 4).
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Tabela 4: Porcentagem de fragmentos de DNA (%) gerados por oligonucleotidios de
RAPD na identificagdo de isolados de fungos de interesse médico.

Fragmentos de DNA gerados por oligonucleotidio de
T RAPD (%) Total
OPA OPR (%)

03 04 10 11 13 02 04 06 09 10
Aspergillus 14,4 13,3 104 12,9 7,7 17,7 49 84 62 42 100
Penicillium 10,3 12,4 9,8 13,5 9,8 17,7 44 124 72 2,6 100
Fusarium 59 11,8 74 11,8 11,8 20,6 7,4 59 13,2 44 100
Nao
identificado

9,7 194 12,9 29 226 O 0 65 0 0 100

Observou-se que o iniciador OPR-02 foi responsavel por 17,7% da geragao
de fragmentos de RAPD nos isolados dos géneros Aspergillus e Penicillium, como
também para Fusarium, com 20,6%. Para o isolado ndo identificado observou-
-se que o iniciador OPA-11 correspondeu a 29% na obtengdo dos fragmentos de
RAPD.

Contudo, o iniciador OPR-10 gerou as menores porcentagens de producéo
de fragmentos de RAPD para a analise dos isolados de Fusarium (4,4%), Asper-
gillus (4,2%) e Penicillium (2,6%).

Com relagdo ao isolado ndo identificado, observou-se que os oligonucleo-
tidios OPR-02, OPR-04, OPR-09 e OPR-10 nédo produziram fragmentos de RAPD
que permitissem a sua identificagdo. Com relagio a série R, apenas o oligonucleo-

tidio OPR-06 gerou fragmentos de amplificagdo (6,5%).

Perfis eletroforéticos de RAPD

O padrio de fragmentos de DNA obtido para cada um dos isolados anali-
sados permitiu identificar marcadores moleculares especificos para os géneros de

acordo com o oligonucleotidio utilizado (Figura 1).
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Figura 1: Perfis eletroforéticos de isolados de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, produzidos pela utilizagdo de varios oligonucleotidios de RAPD. A letra
M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder. Os niimeros de acordo com a Tabela I
indicam: 1, 4, 5,7, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 23 e 24, isolados do género Aspergillus; 3, 6, 8,
17,20, 21 e 22, isolados de Penicillium; 11, isolado pertencente ao género Fusarium; 2, isolado de
fungo néo identificado.

O iniciador OPA-03 produziu fragmentos isomdrficos de 650 pb, 950 pb e 1500
pb nos isolados de Aspergillus. Para os isolados de Penicillium, observou-se um frag-

mento comum de aproximadamente 500 pb.

Para os isolados de Aspergillus o iniciador OPA-10 produziu fragmentos co-
muns de 650 pb, 850 pb, 1000 pb e 1550 pb. Entretanto, o isolado 17, no gel de agarose,
produziu um perfil diferente dos demais. Em Penicillium foram observados genétipos
diferenciados. Os isolados 3, 20 e 21 apresentaram o mesmo padrao de fragmentos de
RAPD enquanto os isolados 6, 8 e 16 apresentaram perfis distintos entre si, reforcando

a presenca de gendtipos diferentes entre os isolados desse género.

O iniciador OPA-13 produziu um padréo de fragmentos de RAPD comum a
maioria dos isolados de Aspergillus, exceto para o isolado 17. Em Penicillium, observou-
-se perfil similar de marcadores para os isolados 3, 20 e 21. Contudo, para os isolados 6,

8 e 16 os padrdes apresentaram variagdo, sugerindo a presenca de gendtipos diferentes.

O isolado nio identificado apresentou padrao de fragmentos similar aos geno-
tipos de Aspergillus. Entretanto, a diferenca foi relacionada a presenca de fragmentos

que nao foram encontrados em nenhum isolado de Aspergillus.

As reagdes de amplificagdo de RAPD apresentaram reprodutibilidade nas tri-

plicatas para cada iniciador. Segundo Cruz e Milach (1998), a reprodutibilidade esta
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fortemente associada a qualidade do DNA e a padroniza¢do das condigdes de reagio.
O namero de fragmentos amplificados normalmente é, em fun¢éo da espécie, do oli-
gonucleotidio e das condigdes da amplificagdo. Em reagdes de RAPD, normalmente
sao amplificados fragmentos entre 500 pb a 2500 pb (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). No presente trabalho, a maior parte dos marcadores obtidos ficou no intervalo
de 200 pb a 1300 pb.

Varios estudos demonstraram a viabilidade do emprego, ainda da técnica de
RAPD, na identificagdo de fungos de interesse médico. Linhagens de A. fumigatus
isoladas de 4 pacientes hospitalares foram discriminadas pelo emprego da técnica de
RAPD utilizando o iniciador R108 (SEMIGHINI; DELMAS; PARK, 2001). Essa meto-
dologia também foi aplicada na diferenciacdo de E sporotrichioides e Fusarium langse-
thiae (WILSON; SIMPSON; CHANDLER., 2004). Cardoso, Queiroz e Pereira (2007)
testaram 78 iniciadores de RAPD e 8 apresentaram diferengas no padréo de fragmen-
tos, com 54% de polimorfismo. A partir desses estudos, foram obtidos 2 fragmentos de
600 pb e 594 pb para a identificagdo de P, expansum e Penicillium griseoroseum. Nesse
trabalho, com o emprego de apenas 10 iniciadores de RAPD obteve-se 67% de poli-

morfismo entre os isolados dos dois géneros de fungos.

Os resultados desse trabalho produziram 15 potenciais fragmentos de DNA
capazes de discriminar, de forma rapida, os isolados de Aspergillus e Penicillium por
RAPD. Os iniciadores OPA-03, OPA-04 e OPA-13 podem ser simultaneamente usa-
dos para a discriminacao desses dois géneros de fungos. Confirmou-se pela estratégia
adotada que o isolado F123 pertence a outro género de fungo, uma vez que o iniciador
OPA-11 foi o responsavel pela maior parte do polimorfismo para esse isolado, diferen-
temente do oligonucleotidio OPR-02 que foi o maior responsével pela geracéo de va-
riabilidade entre os demais isolados de fungos. Em Penicillium, provavelmente, existem
genotipos diferentes. Os iniciadores OPA-04, OPA-10 e OPA-13 mostram o potencial
em gerar fragmentos de DNA para a discriminagao desses gendtipos. Por essa estraté-
gia, ainda se questionou a identificagdo do isolado P002 como sendo pertencente ao

género Fusarium.

Esses procedimentos moleculares simples podem ser usados na triagem de

pacientes acometidos por alguma infec¢do fingica, reduzindo os custos operacionais
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de identificacdo do patdgeno e aumentando a eficiéncia do procedimento de identifi-

cagdo, ndo necessitando o desenvolvimento de sistemas de PCR multiplex.

Dendrograma

Os dados obtidos por 10 iniciadores de RAPD selecionados foram utilizados
para gerar um dendrograma, que demonstrou a formacéo de vérios agrupamentos

entre os isolados de fungos analisados (Figura 2).

Os isolados de Aspergillus apresentaram 46% de similaridade em relagdo aos
de Penicillium. Dentro do agrupamento de Aspergillus foram encontrados dois cla-
dos (Al e C1) com 53% de similaridade. No clado Al foram encontrados 6 isolados.
Dentro do clado C1 ocorreu uma subdivisdo (B1) apresentando 60% de similaridade.
No clado B1 foram encontrados cinco isolados e no C1 outros quatro isolados. Entre

os isolados de Aspergillus a similaridade genética variou de 53% a 76%.

Os isolados de Penicillium formaram dois clados (A2 e B2) com 53% de simi-
laridade. No clado A2 foram encontradas duas subdivisdes com 55% de similaridade
e no clado B2 foi agrupado o isolado P002, inicialmente definido como Fusarium. A
similaridade entre os isolados de Penicillium variou de 53% a 70%. Os dados mole-
culares indicam a necessidade de reclassificacao do isolado P002, uma vez que este
isolado apresenta 70% de similaridade com o isolado F0062 de Penicillium. Esses
dados sugerem que os isolados P002 e F0062 sejam um mesmo tipo de gendtipo de

Penicillium.

O isolado F123 apresentou 25% de similaridade em relagdo aos demais iso-
lados utilizados nesse estudo indicando, provavelmente, que este isolado pertencga a

outro género de fungo.

Associou-se o perfil de fragmentos de RAPD gerado pelo oligonucleotidio
OPA-04 ao dendrograma, observando-se trés grupos distintos (Al, Bl e C1) para
Aspergillus. Para Penicillium, foram obtidos dois grupos distintos (A2 e B2), sugerin-

do gendtipos diferentes entre os isolados desse género de fungo. Além disso, o isola-
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do P002, identificado como Fusarium, apresentou um perfil de fragmentos de DNA
semelhante ao isolado F0062 de Aspergillus. Essa informagao indica que uma nova

avaliacdo devera ser feita no que concerne a identificagao do isolado de Fusarium.
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Figura 2: Dendrograma e padrao de fragmentos obtidos por 10 iniciadores de RAPD a partir
de 23 isolados de fungos. Os codigos indicam: F117, F132, F004, F121, F120, F135, F076,
F024, F136, F133, F118, F002, F122, F134 e F119, isolados de Aspergillus; F0099, F013, F0065,
F0062, F0125 e F0012, isolados de Penicillium; P002, Fusarium; F123, isolado de fungo nio
identificado. A seta branca indica o fragmento de RAPD caracteristico de cada grupo.

O isolado F123 apresentou um perfil de fragmentos diferente dos demais iso-

lados, sugerindo que o mesmo pertence a outro isolado de fungo.

Esses dados reforcam que a reagdo de amplificagdo por RAPD é um método
sensivel e eficiente na identificacdo de isolados muito semelhantes, que apresentem

alto coeficiente de similaridade.

Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

Analisando-se a variabilidade de todos os isolados observou-se que 26,43%
eram provenientes de variagdes entre os géneros de fungos e 73,57% provenientes de

variagdes que ocorriam dentro de cada género de fungo (FST = 0,26430). A partir da
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analise comparativa entre os isolados de Aspergillus e Penicillium, observou-se que
23,44% da variabilidade era devido a variacdes entre os géneros e 76,56% , de varia-
¢oes entre os isolados de um mesmo género (FST = 0, 23437). Comparando-se o iso-
lado nao identificado com os isolados dos géneros Aspergillus e Penicillium, obteve-se
que, 22,50% da variagao era devido a variagdes entre os grupos e que 77,50% dela
devia-se a variages relacionadas a cada grupo analisado (FST = 0, 22497). A compa-
ragdo entre o isolado previamente identificado como Fusarium e os demais isolados
de Aspergillus indicou que 43,07% da variagao foram provenientes de diferencas entre
0s grupos e 56,93% relacionadas a variagdes dentro de cada género analisado (FST =
0,43070).

Portanto, a maior fonte de variabilidade genética deveu-se a variagdes entre os
isolados de cada género de fungo, ou seja, isolados fenotipicamente semelhantes de
uma mesma espécie apresentam variagdes genotipicas que estao relacionadas aos seus

respectivos géneros.

Entretanto, para o isolado previamente identificado como sendo pertencente
ao género Fusarium, ha a necessidade de revisdo taxonomica, uma vez que este se agru-
pou no mesmo clado dos isolados de Aspergillus e a analise de AMOVA sugere que as
diferengas genéticas ndo sdo tao acentuadas para se considerar um género diferente de
Aspergillus. Provavelmente o isolado P002 seja um genétipo diferente de Aspergillus.
Essa evidéncia é reforcada pelo dendrograma, visto que aquele isolado agrupou-se
com o isolado F0062 identificado previamente como Aspergillus. Condigées do meio
de cultura, tais como, pH, distribui¢do de fontes de carbono e nitrogénio, suplemento
vitaminico e temperatura exercem efeitos pronunciados na fisiologia e morfologia dos

fungos, o que poderia explicar o possivel equivoco na identificagao do isolado P002.

A partir dessa situagdo, a técnica de RAPD associada as analises de varidncia
molecular reforca a praticidade e a importante contribuigao dos marcadores molecula-
res na identificagdo e reclassificagdo de isolados de fungos. Essa abordagem ¢ particu-
larmente importante quando hé davidas a respeito das caracteristicas morfoldgicas de
um isolado que possa interferir na sua correta classificagao, podendo interferir decisi-

vamente na abordagem clinica.
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Rath (2002) usaram marcadores RAPD para a analise de 21 isolados de Asper-
gillus usutus divididos em 11 linhagens de referéncia e 10 linhagens isoladas a partir
de amostras de pacientes em ambientes hospitalares. As reagoes de RAPD discrimina-
ram-se entre todas as linhagens de referéncia. Além disso, a comparagio entre as linha-
gens de hospital mostrou padroes de RAPD idénticos com algumas amostras isoladas
de pacientes. Essa mesma estratégia foi usada por Baddley (2003) em testes clinicos
para o monitoramento e detecgdo de isolados de A. terreus resistentes a anfotericina em

pacientes atendidos em um hospital universitario.

Portanto, os resultados gerados pelos marcadores RAPD confirmaram a ocor-
réncia de uma consideravel variabilidade genética entre os isolados de fungos estu-
dados, fornecendo ainda dados moleculares complementares mais precisos, visando
a identificagdo de fungos. Isso é particularmente importante, quando a descrigdo
morfoldgica ndo fornece dados completos para a identificagdo desses isolados, como
o ocorrido para o isolado P002, confirmando mais uma vez que os marcadores RAPD
podem ser utilizados para diagndstico molecular de isolados de géneros de fungos de

importancia médica.

A partir do estabelecimento de uma estratégia rapida e em pequena escala
para a obten¢do de DNA com quantidade e qualidade para as analises por marcadores
RAPD, fragmentos especificos a um dado género/espécie de fungo obtido neste tra-
balho, poderao ser utilizados no desenvolvimento de oligonucleotidios de PCR para a
identificacao especifica de isolados de Aspergillus e Penicillium ocorrendo no ambiente

médico-hospitalar.

Molecular identification of fungi strains of medical interest by RAPD
markers

Abstract
Aspergillus and Penicillium are microrganisms able to produce severe clinical

complications, mainly in imunossupressed patients. The molecular analysis is an im-

portant strategy to quickly and precisely identify these pathogenic agents. The objecti-



Universitas: Ciéncias da Saude, Brasilia, v. 8, n. 2, p. 35-54, jul./dez. 2010
Anabele Azevedo Lima, Valdi Lopes Tutunji, Luzia Helena Corréa Lima,
Paulo Roberto Queiroz

52|

ve of this work was to describe specific RAPD molecular patterns to identify isolates of
Aspergillus and Penicillium which produce diseases of medical relevance. The morpho-
logical analyses revealed 14 isolates were Aspergillus, 7 were Penicillium, one isolate was
Fusarium and only one isolate was unknown. The RAPD analyses using ten primers
produced DNA fragments specific to each genera. The dendrogram showed groups of
isolates inside each fungus genera and these groups were identified by specific DNA
molecular markers. Besides, these groups of isolates showed high similarity coefficient.
These data revealed potential DNA fragments able to be converted to specific DNA

primers to identify one specific fungus isolate occurring in the hospital environment.

Keywords: DNA analyses. Aspergillus. Penicillium. Polymorphism.
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