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MLETODO FLUORESCENTE (DIACETATO DE FLUORESCEINA E BROMETO
DE ETIDIO) PARA O ESTUDO DA VIABILIDADE DE
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS EM LIQUOR

Benedito CORREAM, Adhemar PURCHION, Claudete R. l’AIJLA(’I ) Walderez GAMBALE
& Maria Aparecida SHIKANAI-YASUDA®

RESUMOQO

Padronizou-s¢ método de fluoreseéncia (solugao de diacetato de fluoresceina
DF ¢ bromcto de ctidio BE) para andlise de viabilidade de células [ingicas, cm 40
amostras dc liquor, provenicntes de casos comprovados de neurocriptococose. A
utilizacdo de solugao aquosa de saponina a 0,3% climinou Muorcseéncias
interferentes emitidas por hemdcias ¢ leucdeitos. Apds o processamento dos
materiais bioldgicos, foram retiradas aliquotas de 0,1ml das supensoces obtidas ¢
misturadas a volumes iguais da solu¢io DF-BE preparada pouco antes do uso. O
tempo de coloragao ideal foi de 30 minutos, resultando perfeita diferenciagio entre
microrganismos vidaveis ([Tuoreseéneia verde) ¢ nio vidveis (luorescéncia vermelha).

UNITERMOS: Cryptococcus neoformans; Viabilidade; Fluoreseéncia.

INTRODUCAO

Os métodos para avaliagiao daviabilidade de
células fangicas tém sido bascados no emprego de
diversos processos de coloragio (dirctos ou por
exclusiio) ou, mais freqiicntemente, no cultivo cm
mcios apropriados .

Com a cvidenciagio de que o diacetato de
fluoresceina podia ser utilizado como indicador
da viabilidade de células de mamiferos! , tendo
como basc a propricdade que possucm as células
fangicas de acumular a fluoresceina (fluocroma-

sia) abriu-s¢ caminho para novas possibilidades
como a determinagio da viabilidade de culturas
de fungos 8 coloragio fluorescente de bactérias
¢ de microrganismos do solo

Outro composto fluorcscente, o brometo de
ctidio {BE) tem sido utilizado em teste citotoxi-
co”. Esta substincia possut a propricdade de pe-
netrar rapidamente nas células danilicadas, for-
mando complexo fluorescente com o matertal nu-
clear, ligando-sc a0 DNA por intercalagio, oca-
sionando, inclusive, anormalidades mitocondriais
cm?(i)m'lmcr()s tipos de células, como as levedu-
ras
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A combinagio de ambas as substincias fTuo-
rescentes (DF-BE) foi utilizada para determinar
a viabilidade de micobactérias em cultivo ™, bidp-
sia de tecido'' ¢ de células Tangicas em culli-
o2t 0TS, I(’, salicntando-sc a sensibilidade ¢ ra-
pidez de exceugiao desta téenica.

Considerando o exposto, o presente trabatho
tem como objctivo padronizar o método de flno-
reseéneia (solugio de diacetato de fluoreseeina ¢
bromcto de ctidio) para andlise de viabilidade de
Cryptococcus neoformans presentes em liguor,
de pacientes portadores de ncurocriptococosc.

MATERIAL E METODOS

Foram cestudadas 40 amostras de liquor pro-
venientes de pacientes com neurocriptococose
diagnosticada  mediante  téenicas  micoldgicas
classicas.

Reagentes e solugoes

A solugio cstoque de diacetato de Muores-
ceina (3,6, diacetil-fluoresceia-Sigma Chemical,
USA) lot preparada em concentraciao final de 3
mg/ml de acctona ¢ conservada a =20°C.

A solugao estoque de brometo de etidio (2,7
diamino, 10 ctil, 9 fenil fenantridina-Sigma Che-
mical, USA) foi obtida em concentragio de 1000
ag/ml de solugio tampio de fostato (PBS) ¢ esto-
cada a =20°C.

No momento do uso diluiu-se a solugao DF
2500 X ¢ a de BE 20 X, ambos cm PBS, misturan-
do-sc iguais, volumes das solugoes diluidas.

Processamento do material clinico

As amostras de Hiquor foram centriflugadas
por 15 min. ¢ 2000 rpm ¢ os sobrenadantes remo-
vidos assepticamente com pipeta Pasteur. Ressus-
pendeu-se o sedimento com 3 ml de solugio de
saponina 0,3% (MERCK), deixando em repouso
por 30 min. Findo o tempo determinado, nova-
mente 0 material foi centrilugado, o sobrenadante
rcmovido, ¢ o sedimento ressuspendido com [ ml
de PBS.

Preparaciio microscopica e cultivo para
controle da viabilidade

Colocou-s¢ uma aliquota do material pro-
cessado entre imina ¢ laminula com tinta nan-

quim a 50%, sendo o cultivo efetuado em dgar
Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol
(100 grg/ml).

Teste de viabilidade com corantes fluorescentes

Apods processamento das amostras de liquor,
foramretiradas aliquotas de 0,1 ml das suspensocs
obtidas ¢ adicionadas 0,2 ml da mistura DF-BE
(2,0 ug/ml ¢ 50 gg/ml), preparada pouco antes do
uso.

As solugoces foram submetidas a diversos pe-
riodos de contacto (5, 10, 15, 30, 45 ¢ 60 minutos)
¢ as suspensoes incubadas a 25°C a fim de se
propiciar maior intensidade de uoreseéncia no
menor tempo de contacto.

Decorridos os tempos estipulados, colocou-
se 1 gota da mistura entre lamina ¢ laminula ¢
examinou-se cm microscopio de fluoreseéneia.

Estabelecimento das condigoes ideais para
utilizacio da solucio de saponina

Objctivando a eliminagio de Muoreseénceia
interferente emitida principalmente por leucdci-
tos ¢, eventualmente, por hemdcias, presentes nas
amostras de liquor, fot efetuado experimento com
concentrado [resco de leucocitos. Prepararam-se
varias dilui¢oes do referido materiad para efetuar
contagens de edlufas totais em Climara de Neu-
baucer, utilizando o corante azul de toluidina para
melhor dilerenciagio entre heméclas ¢ leucoci-
tos'. Os concentrados diluidos a 1710, foram, cm
scguida, centrifugados ¢ os sedimentos ressuspen-
didos com 3 ml dc diversas concentragoes de
solucio aquosa de saponina preparada momentos
antes do uso ¢ mantidas em repouso por diferen-
tes perfodos (10, 15, 20, 30 ¢ 60 minutos). Em
seguida, as solugoces foram centrilugadas, despre-
rados os sobrenadantes ¢ os sedimentos ressus-
pendidos com T ml de PBS sendo novamente
submetidos a Ieitura em Camara de Neubauer ¢
ao teste fTuorescente DF-BE.

As amostras foram consideradas nio vidveis,
pelo DF-BE, quando a totalidade das células
apresentaram-se coradas, unicamente, pelo BE.
Por outro lado, consideraram-se vidvels aquelas
amostras quc apresentaram, pelo menos, uma cé-
lula corada pelo DR

Os cultivos por sua verz, foram analisados
qualitativamente ndo sendo cfetuado contagem
das unidades formadoras de colonias.

Foram realizados testes controles “in vitro”
com solu¢io de saponina empregando-se suspen-
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socs de C. neoformans [rente as mesmas concen-
tragocs de solugdo de saponina antcriormente
citadas, visando estudar a viabilidade do fungo
ap0s o tratamento.

RESULTADOS

Verificou-se, ap6s experimento desenvolvi-
do com concentrado [resco de leucocitos, que 0,3
da referida solugiio durante 30 minutos propor-
cionou climinagio de hemidcias com morte ¢ de-
generacgao de leucocitos.

Ensaios controles “in vitro” de solugio de
saponina a 0,3% [rente a suspensao de C. neofor-
mans ndo resultaram na inibicao do desenvolvi-
mento de coldnias [Gngicas.

O teste de viabilidade com corantes [uores-
centes mostrou células nio vidveis de C. neolor-
mans com [luorescéncia de tonalidade vermelha
clara brilhante. Por outro lado, as c¢lulas vidveis
exibiram [luorceseéncia esverdeada uniformemen-
te distribuida nas células (Figura 1).

Apos estudar diferentes periodos de contac-
to cntre as cclulas lngicas ¢ as solugoces de coran-
tes (DF-BE) verificou-se que uma perfeita difc-
renciagio entre células vivas ¢ mortas foi obtida
c¢m 30 minutos.

Constatamos que a estrutura capsular nao
foi visualizada pclo método preconizado ¢ tam-
pouco constiluiu-s¢ em barrcira para a penctra-
¢io dos corantes [luorescentes, permitindo sua
passagem em diregio a célula propriamente dita.

Pela andlise da Tabela 1 ¢ Grafico 1 pode-se
inferir que: do total de amostras analisadas, 26

(65¢

70) posilivaram-s¢ ao cultivo. Em relacio ao

Figura | = Células leveduriformes viiveis (1 ¢ 2) ¢ ndo vidveis
(3) de Cryptococcus neoformans presentes em liquor, apos
tratamento com solugdo de saponina, com incubagio de 30
minutos em soluciio de diacctato de [luoresceina e brometo
de etidio (x1000)

mctodo (luorescente (DF-BE) pode-se observar
que este detectou células vidveis em 29 (72,5%)
amostras. Em 11 (27,5%) o DF-BE somente dc-
tectou eélulas nao vidveis.

Embora 29 amostras tenham sido positivas
ao DF-BE (vidveis), somente 26 resultaram posi-
tivas quando as mesmas foram submetidas ao cul-
Lvo.

TABELA L

Isxames micoldgicos e testes de viahilidade (DIF-BE) realizados em 40 amostras de liguor provenientes de pacientes com

neuroc I'i|]|tll."ll.."l.\i[‘

Numero de Lxame
amostras dircto
analisadas +

40 40 (100)

() = percentual em relagao a 40 amostras analisadas.

Cultivo

26 (63) 29(72,5)

DI-BIE
+

vidveis nao vidveis

11(27.5)

Obs.: As mesmas amostras positivas ao cultivo foram vidveis ao DI-BLE
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Grdfico 1 - Percentuais de positividade em 40 amostras ana-
lisadas, segundo os métodos empregados
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DISCUSSAO

A utilizagdo de técnicas microscopicas no
estudo da viabilidade de fungos apresenta a van-
tagem dc economia de tempo, simplicidade, sen-
sibilidade ¢ ndo interferéncia de fatores ambien-
tais ¢ nutricionais’. Porém, a utilizagio de alguns
corantes ndo permitem perfeita dif¢renciagio cn-
tre células flingicas vivas ¢ mortas™”.

A escolha do brometo de ctidio como coran-
te fluorescente de contraste bascou-se, principal-
mcente, na demora de sua penctragdo, através da
membrana plasmatica intacta, devido a prescenga
de microvilosidades.

A unido do BE ag DNA (nuclcar ¢ mitocon-
drial) por intcrcalag;éo‘o ndointerfere na penetra-
¢ao do diacetato de fluoresceina (DF) através da
participagdo de esterases da parede celular'®!,

O corante, quando dissolvido em PBS, pene-
tra lentamente nas células intactas de fungos ¢ de
mamiferos. Fato contrario ocorre em células da-
nificadas onde h4 formacio de fluorescéncia ver-

mclha brilhante visualizada de mancira unifor-
me™ 7,

Células vidveis de C. neoformans prescntes
no liquor, coradas pelo DE apresentaram colora-
¢ao csverdcada uniformemente distribuida nas
c¢lulas. Por outro lado, as ndo vidveis aprescnta-
ram fluorcscéncia avermelhada brilhante. Estes
padrdces de coloragio coincidiram com 0s acha-
dos analisando a viabilidade em cultivo™.

Devido a capacidade hemolisante da saponi-
na'? cletuou-se cxperimentos com diversas con-
centragdes da substincia a fim de climinar fluo-
reseéncia inespecilica cmitida por hemdcias ¢ leu-
cocitos.

Por outro lado, a saponina por scr hemoliti-
ca, poderia, cventualmente, apresentar atividade
antifingica, mas nio sc encontrou nenhuma men-
¢io deste fato na literatura ¢, tampouco os testes
controles revelaram qualquer interferéncia.

Corrclacionando o nimero de amostras po-
sitivas ao cultivo ¢ a0 DF-BE (vidvcis), cncontrou-
sc valores mais clevados com o método fluores-
cente. Tais achados sdo, portanto, indicadores de
um limiar de detecgiio maior desse método, reve-
lando-sc pelo reduzido tempo para deteegao de
cClulas flngicas vidveis, importante indicador da
viabilidade.

Outro detalhe que merece mengio ¢ que as
micsmas 3 amostras ncgativas ao cultivo ¢ positivas
(vidveis) no DF-BE, cram oriundas de pacientes
submetidos & terapéutica, [ato cste que talves te-
nha colaborado para o nio crescimento fdngico.

Pclo exposto, podemos afirmar que o méto-
do precconizado muito poderd contribuir nos estu-
dos morfobioldgicos de C. neoformans “in vivo”
¢ “in vitro”, nas avalia¢des da atividade terapéuti-
ca ¢ como conscqiiénceia, do controle de cura de
pacicntes com neurocriptococose, pois ¢ sensivel,
simples, apesar de mais oncroso.

SUMMARY

Fluerescein method (fluorescein diacetate and
ethidium bromide) to study the viability of
Cryptococcus ncoformans in liquor

The utilization of the fluorescent method
(fluorescein diacetate DF and cthidium bromide
BE), to verily the viability of fungal cells, was
studicd in 40 samples of liquor, from patients with
ncurocryptococcosis. For removing leukocytes
and red blood cells, which produce interfering
fluorescence, good results were obtained with
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0.3% saponin solution. After processing of liquor,
0.1 ml aliquots of resulting suspension were mixed
to cqual volumes of [resh DF-BE solution. The
best incubation period for staining was 30 minu-
tes, resulting in good differentiation between via-
ble (green [luorescence) and non viable (red fluo-
rescence) cells.

)

6.
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