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_Sequenciacao de nova geracao: o paradigma dos parasitas

New generation sequencing: the parasite paradigm
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_Resumo

Toxoplasma gondii € um protozoério intracelular obrigatério responsavel
pela Toxoplasmose, infetando diferentes espécies incluindo o Homem. Na
Europa e no Norte da América, T. gondii tem uma populagéo clonal cons-
tituida por tipo I, II, lll. No entanto, estudos recentes tém descrito uma
maior diversidade genética, com a identificagcdo de estirpes recombinan-
tes e atipicas mais virulentas. Em Portugal, o conhecimento dos genétipos
circulantes de T. gondii é limitado. Neste sentido, estudou-se a diversida-
de genética de 68 estirpes, incluindo 51 estirpes de T. gondii isoladas em
Portugal, a estirpe de referéncia RH e 16 outras estirpes de referéncia.
Neste estudo realizou-se a genotipagem classica (Sag2), PCR multiplex de
5 microssatélites e uma combinagdo de sequenciagdes por Sanger e NGS
de oito loci responsaveis pela viruléncia. A genotipagem classica (tipo I, Il
I11) foi obtida em 100% das estirpes e mostrou que a maioria das estirpes
isoladas em Portugal eram do tipo Il (70,6%; 36/51) e as restantes 15 do
tipo I. A andlise de microssatélites por PCR multiplex aumentou o poder
discriminatério em apenas mais um tipo identificado. Contudo, quando se
adicionaram as metodologias de sequenciagao por Sanger e NGS o poder
discriminatério aumentou para 36 tipos diferentes. A combinagao destas
metodologias (Sanger/NGS) permitiram a identificagdo de uma estrutura
mosaico nos isolados de T. gondii em Portugal, ndo conseguida anterior-
mente por qualquer uma das outras tecnologias utilizadas.

_Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite, which
is responsible for toxoplasmosis in different species, including humans.
T. gondii have a distinct clonal population structure composed of type |,
II'and Ill lineages in North America and Europe. However, recent studies
demonstrated a higher diversity given by recombinant and atypic strains,
which are believed to be more virulent. The scenario of the distribution
of T. gondii genotypes is lacking in Portugal. In order to achieve this kno-
wledge we studied the genetic diversity of 68 T. gondii strains, included
51 isolated in Portugal, a reference strain RH and 16 others reference
strains). We performed classical genotyping (Sag2), 5 microsatellites
multiplex PCR and a combination of Sanger sequencing and Next Ge-
neration Sequencing (NGS) of eight loci likely responsible for virulence.
The classical genotyping was achieved in 100% of strains. The majori-
ty of strains (70.6%, 36/51) isolated in Portugal were type Il whereas the
others 15 were type |. However, when Sanger and NGS sequencing me-
thodologies were added, discriminatory power increased to 36 different

types. The combination of these methodologies (Sanger/NGS) allowed
the identification of a mosaicism in the isolates of T. gondii in Portugal,
previously not achieved by any of the other technologies used.

_Introdugéo

Toxoplasma gondii é o parasita responsavel pela Toxoplasmo-
se infetando diferentes hospedeiros incluindo os humanos (1:2).
A infecao por T. gondii é na sua maioria assintomatica no indi-
viduo imunocompetente, sendo extremamente agressiva no re-
cém-nascido, causando cegueira e/ou doenca com sequelas
do sistema nervoso central. Nos individuos imunodeprimidos a
doenga pode levar & morte ().

Nos Ultimos anos diferentes investigadores tém adotado Next
Generation Sequencing (NGS) em detrimento da sequencia-
cdo classica (Sanger sequencing) (4,5), Apesar da sequen-
ciagao por Sanger permitir a identificagcéo de alelos com uma
frequéncia superior a 50%, quando existe mistura de geno-
tipos, recombinacao ou espécies com alelos de frequéncia
inferior, estes sdo “mascarados”, perdendo-se assim a sua
identificacao (6.7).

Existem trés tipos de NGS para sequenciacao de DNA: 1) a se-
quenciagao do genoma completo (WGS, na sigla em inglés),
2) a sequenciacao de todos os exdes (WES) e 3) a sequencia-
¢ao de zonas alvo do genoma. WGS avalia todo o contetdo do
genoma de um individuo em estudo, enquanto que WES sequ-
éncia apenas zonas do genoma codificantes de proteinas. Em
contrapartida a sequenciagao de zonas alvo do genoma, utili-
za regides especificas do genoma (intrbes ou/e exdes), que tém
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como base alguns locus especificos ligados a mecanismos de
patogenicidade ou resisténcia conhecidos (8).

No caso dos parasitas, como Toxoplasma gondii que tem um
genoma com 14 cromossomas e cerca de 65 Mb, WGS requer
tecnologias com equipamentos dispendiosos, levando a maio-
ria dos laboratérios a utilizarem apenas zonas especificas do
genoma do protozodrio (9-12).

Alguns estudos de filogenia e resisténcia a farmacos antipara-
sitarios tém sido publicados utilizando a tecnologia NGS (9:13),
contudo nao hé qualquer estudo deste género aplicado a estir-
pes de Toxoplasma gondii isoladas em Portugal.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo demonstrar a mais-valia das
novas metodologias para a caracterizagcao genética de es-
tirpes de T. gondii de origem humana isoladas no Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 1994
e 2013.

_Material e métodos

Amostra

As amostras utilizadas neste estudo pertencem a colegdo de
estirpes de Toxoplasma gondii do INSA, tendo sido isoladas
em humanos entre 1994 e 2013.

Entre 1994 e 2013, foram isoladas 51 estirpes de T. gondii, 50
associados a toxoplasmose congénita (CT) e uma proveniente
de uma biopsia cerebral (BC) pertencente a um doente com
SIDA. Foram ainda estudadas 17 estirpes internacionais de
controlo.

PCR, Sanger sequencing and NGS

Foram efetuadas PCR das duas sequéncias terminais 5’ ¢ 3’
do gene Sag?2 (genotipagem classica em I, I, Il com base
na RFLF), PCR multiplex de 5 microssatélites e PCR em oito
zonas alvo (Sag1, Sag2- sequencias terminais 5’ e 3’, Saga3,
CB21-4, M102, L363, PK1, Gra6) para proceder a sequencia-
cao (Sanger e NGS) em todos os isolados. Para aplicagéo da
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metodologia de NGS os produtos de PCR de cada isolado
foram purificados antes de se proceder a preparagdo da
biblioteca gendmica e subsequentemente sequenciados no
equipamento MiSeq (lllumina).

_Resultados

A genotipagem classica pelo gene Sag2 (I,I,11) foi conseguida
em 100% das amostras, sendo a maioria dos isolados de
Toxoplasma gondii pertencentes ao tipo Il (70,6%; n=36) e 0s
restantes do tipo | (29,4%, n=15) nos isolados de humanos em
Portugal. Nestes mesmos isolados ndo se identificou qualquer
estirpe do tipo ll.

Através da andlise conjunta dos isolados de Portugal e das
estirpes de referéncia foi possivel verificar que a introducao
da PCR multiplex dos 5 microssatélites nao aumentou o poder
discriminatério por locus (maximo de 4 tipos).

Apds ainclusao dos loci para 0s quais se determinou a sequ-
éncia nucleotidica (por Sanger e/ou NGS) o poder discrimina-
torio aumentou consideravelmente. De facto, 6 dos 8 loci
permitiram discriminar mais de 10 tipos, sendo que Sag?
permitiu identificar 23 tipos entre as 68 estirpes analisadas.
E, ainda, de destacar, que em 40 estirpes foi possivel obter
dados para todos os loci, com a excecdo do L363 e Sag1
em que se obteve baixo sucesso de sequenciagdo. A combi-
nacdo dos perfis obtidos permitiu diferenciar 36 tipos das 40
estirpes estudadas (grafico 1).

Para além deste elevado poder discriminatério, esta nova
abordagem desvendou perfis recombinantes reveladores
de estruturas genéticas mosaico em T. gondii (estudo em
progresso).
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Grafico 1: [1 Comparacéo de perfis para os diferentes loci das estirpes de Toxoplasma gondii analisadas.
40
68 68 68 68 68 68 68
65 50 65 59 61
39
32 36
23
B 11 10 10 9 9
3 4 3 3 3 3 3
* > © A N o & N © Q ™ Q o
< BN (§\F‘ 3;\ @‘b SOQ/ \\}\Q)\ ,b%é \(/b% o \8\1\* C’,\\(b @\Q Q;L\/ %%Q %\0()
%® +§ A\\Qy N J %Q:Q Q@/ \\5\/ N g Q\\(b/ \C’ A\\\/ O%OQ\\
o \ BN | S
7 Q >
A\\\ \%@% C,?Qbo\{}’b
N @Q{b\\\f%@
Microssatélites Sequenciagao por Sanger e NGS QQ{Z’@Q’
SR
[0 N°de tipos [0 N° de estirpes
* Sag? - Classificagéo classica (I, Il, lll) com base na metodologia de RFLP

_Discusséo e conclusido

Atualmente a metodologia NGS esta presente e € indispensa-
vel na investigacao gendmica. A utilizacao dos dados obtidos
por NGS permite a identificacdo de marcadores em larga
escala do genoma completo, bem como a identificacdo de
eventos de recombinacdo (14). O presente estudo, que consti-
tui a primeira abordagem em Portugal utilizando a técnica
NGS aplicada a T. gondii, permitiu obter um elevado poder
discriminatdrio relativamente as outras metodologias anterior-
mente utilizadas, principalmente no que se refere aos fendéme-
nos de recombinagéo neste parasita (grafico 1). A semelhanca
dos avancos da epidemiologia molecular de outras doencas
infeciosas estas metodologias permitem uma melhor compre-
ensdo do perfil genético das estirpes circulantes em Portugal,
com ganho para a vigilancia da infecdo congénita, para a

possivel detecdo de surtos (embora raros) e subsequente
implementacdo de medidas de controlo.

Apesar de atualmente a terapéutica utilizada ser indepen-
dente do geno6tipo identificado pelo método classico, ndo
é de descartar que com a revelagao de novas relagbes de
fenotipo/gendtipo identificadas por esta nova tecnologia,
este facto poderéa contribuir no futuro para uma melhor ade-
quacéo da terapéutica quer na infecdo congénita, quer nas
infecdes adquiridas pelos imunodeprimidos.
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