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Resumo: Candida albicans é uma levedura que causa infec¢des fungicas, seu diagndstico
tradicional é feito por métodos fenotipicos, que sdo demorados e podem ser imprecisos. Este
estudo avaliou a identificacdo molecular de 12 isolados clinicos de C. albicans por meio de
PCR convencional com primers universais ITS. Os resultados mostraram que a identificacdo
molecular foi eficaz na confirmacdo da identificacdo realizada de forma convencional. A
identificacdo molecular foi mais rapida e precisa do que o método convencional, pois permitiu
a identificacdo das cepas clinicas em apenas 24 horas. Os autores concluem que a identificacédo
molecular € uma ferramenta promissora para a identificacéo de C. albicans.
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1. INTRODUCAO

Candida spp. € um género de levedura que causa infec¢des fungicas em todo o mundo
(PAULA et al., 2021). No ambiente hospitalar, € responsavel por 80% das infeccfes fungicas,
incluindo infec¢bes da corrente sanguinea, no trato urinario e em incisbes cirurgicas, ainda
podendo ser encontrada nas mucosas do trato respiratorio e genital de animais e humanos, e
fazendo parte da microbiota humana (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Ja Candida albicans é uma espécie de levedura que faz parte do género Candida spp.,
onde o género é composto por mais de 200 espécie, mas C. albicans é a espécie mais comum e
patogénica (ODDS, 1987). Esta levedura ainda se apresenta de forma comensal, ou seja, € um
organismo que vive naturalmente no corpo humano, sem causar infec¢cbes. No entanto, em
condicBes de imunossupressao, como em pacientes com cancer, HIV/AIDS, ou que fazem uso
de antibidticos, esse fungo pode se multiplicar e causar infeccdes graves (WANG et al., 2019).

Sua deteccdo e identificacdo de forma correta € de extrema importancia, pois a
viruléncia dos isolados clinicos de Candida spp. diferem de acordo com a espécie (BASTOS et
al., 2023). O diagnostico das infecgdes ocasionadas por este tipo de levedura normalmente é
realizado por exames laboratoriais que envolvem o método convencional de identificacdo de
especies de Candida spp., que é baseado em testes de assimilacdo e fermentacédo de agucares,
analise morfoldgica da coldnia, uso de meios cromogénicos, painéis enzimaticos e sistemas
automatizados (SIDRIM, ROCHA, 2004). A fim de minimizar as limitagdes da fenotipagem,



métodos de biologia molecular foram adaptados para serem utilizados na identificacdo de
espeécies de Candida spp. (CIRAK; KALKANCI; KUSTIMUR, 2003).

A identificacdo molecular de leveduras é feita por meio de regides do DNA que sdo
amplamente sequenciadas na ecologia molecular de fungos. Essa regido reconhecida como ITS
e IGS, sdo conservadas no aglomerado ribossémico dos fungos, mas pode variar de tamanho
entre as espécies de Candida spp. (MORSCHHAUSER, 2016). Devido ao seu maior grau de
variacdo do que outra regides do gene rDNA (para pequenas e grandes subunidades rRNA), a
variagdo entre repeticdes individuais de rDNA pode ser observada nas regides ITS e IGS
(MORSCHHAUSER, 2016). Assim, uma técnica de PCR baseia-se no uso de primers flingicos
universais para amplificacdo dessas regides, sequido de analise de restricdo, sequenciamento
ou determinacgédo do tamanho do fragmento amplificado (FUJITA, 2021).

Dessa forma, este estudo objetivou identificar diferentes isolados clinicos de Candida
albicans por biologia molecular com primers universais ITS, no intuito de confirmar a
identificacdo realizada de forma convencional (analise morfologica das colénias, uso de meios
cromogénicos e por sistema automatizado Vitek®).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas utilizadas

Um total de 12 cepas foram utilizadas neste estudo, pertencentes a Micoteca do
Laboratorio de Microbiologia (LABMIC) da Universidade Estadual Vale do Acarad, oriundas
de pacientes internados em hospitais do Ceara, a Tabela 1 apresenta a origem das culturas
primarias e 0 modo convencional de identificacdo das linhagens das leveduras. A cepa ATCC
(90028) de Candida albicans foi utilizada neste estudo para fins comparativos.

Tabela 1. Origem das culturas primarias e modo de identificacdo de cepas clinicas de Candida

albicans
CEPAS ORIGEM DA CULTURA MODO DE

IDENTIFICACAO
ATCC 90028 Sangue -
LABMIC 0102 Hemocultura CHROMagar/ VITEK®
LABMIC 0104 Aspirado Traqueal CHROMagar/ VITEK®
LABMIC 0105 Sangue CHROMagar/ VITEK®
LABMIC 0128 Cepa clinica (doente) CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0129 Cepa clinica (doente) CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0131 Microbiota oral individuo saudavel CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0132 Microbiota oral individuo saudavel CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0133 Individuos com HIV+ CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0134 Individuos com HIV+ CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0136 Individuos com HIV+ CHROMagar/ Microcultivo
LABMIC 0137 Individuos com HIV+ CHROMagar/ Microcultivo

Fonte: Autores, 2023.
2.2 Extracdo do DNA fungico

As cepas foram isoladas e cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), por 24-48
horas a 37°C, e entdo se extraiu o material genético. As células foram recuperadas por
centrifugacdo a 4500 xg por 2 minutos, e ressuspenso em 200 puL de Tampéo 1 (2% Triton X
100; 1% de SDS; 10 mM Tris/HCI (pH 8); 100 mM NacCl). Em seguida, adicionou-se 200 pL



Fenol : Cloroférmio : Alcool isomilico (25:24:1) e adicionadas 3/5 beads (esferas de vidros).
Apobs foi agitado por 4 min, e adicionado 200 pL do Tampéo 2 (10 Mm Tris/ HCI (pH 8) e 1
Mm DE EDTA). As amostras foram centrifugadas (13.000 xg) por 5 min, e 0 DNA extraido do
sobrenadante foi precipitado com a adicao de etanol (1 mL). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 13.000 xg por 5 min, e o pellet foi ressuspenso em 400 pL de tampédo 2 10 Mm
Tris/ HCI (pH 8) e 1 Mm DE EDTA). As amostras foram incubadas em banho-maria por 30min
a 50°C para retirada do RNA, apds centrifugada por 13.000 xg e deixada secar ao ar e
ressuspenso em 50 pL 2 (10 Mm Tris/ HCI (pH 8) e 1 Mm DE EDTA) (Ausubel et al., 2002).

O DNA fungico foi quantificado em espectrofotobmetro (Amersham Biosciences
GeneQuant Pro), primeiramente foi utilizado 98 pL de a4gua Milli-Q juntamente com 2 pL do
tampdo para calibrar o equipamento, apos foram realizadas as quantificacbes seguindo as
seguintes proporcdes de dgua Milli-Q para cada amostra de DNA (98 pL:2 uL). Para analisar a
integridade do material genético, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
a 1% e coradas com brometo de etidio, apos reveladas em transiluminador (Enduro™ GDS
Touch).

2.3 ldentificacdo Molecular

O procedimento para realizacdo da PCR foi seguido conforme método previamente
descrito por Fujita et al., 2001). Primers ITS1 (5 -TCCGTAGGTGAACCTGCG-3 ) e ITS3
(5_-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3), e 0 ITS4 reverso (5_-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ) foram usados para direcionar regifes conservadas no
cluster de DNA ribossdmico, 18S, 5.8S e 28S, respectivamente, sendo fornecidos pela
Invitrogen (Carls-bad, CA). As amostras foram identificadas usando dois reagdes de PCR
independentes: uma usando os primers ITS1-1TS4 e outra usando os primers ITS3-1TS4. O par
de primers ITS1-ITS4 foi usado para amplificar a regido intermediaria 5.8S do rDNA e as
regides adjacentes ITS1 e ITS2, o par de ITS3-1TS4 primers foi usado para amplificar uma
porcdo maior de 5.8S rDNA e a regido adjacente a IST2.

A reacdo de PCR foi realizada em Termociclador MiniAmp Thermal Cyclers
(ThermoFisher), para o preparo foram utilizando o DNA flngico, Kit de reacdo de PCR 2x
Class Five Master Mix (Class Five Enzymes) e os Pares de Primers (Forward-Reverse) de
amplificagdo dos genes de identificagdo ITS1, ITS3 e ITS4. Cada reagdo foi estabelecida a
partir do rendimento do DNA obtido, consistindo no volume restante de agua ultrapura. Os
parametros de amplificagdo dos genes foram definidos de acordo com o fabricante dos primers,
consistindo em uma desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos, 30 ciclos consistindo em
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 15 segundos e extensdo a 72°C
por 90 segundos, e uma extensdo final a 72°C por 6 minutos. Para analise das bandas formandas
foram utilizados gel agarose a 1% e tampédo 1x TBE, além de marcador molecular de 1 Kb
(KASVI) para definir o tamanho das bandas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O total de 12 isolados clinicos de Candida albicans foram confirmadas a identificacao
por PCR convencional, atraves dos primers universais de identificacdo ITS1-ITS4 e ITS3-1TS4,
apresentando amplicons na faixa 535 BP para ITS1-ITS4, e 337 BP para ITS3-1TS4,
respectivamente. A figura 1 expGe os produtos de PCR dos primers utilizados para confirmacéao
da identificacdo.
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Figura 1. Produto de PCR dos primers de identificacdo de Candida albicans em gel agarose.

No presente estudo, a cepa padrdo ATCC 90028 de C. albicans foi utilizada como
referéncia para identificar a altura dos produtos dos pares de bases das cepas clinicas. A
confirmacdo de que todos os produtos se apresentaram na mesma faixa, além do marcador
molecular utilizado para identificar o intervalo apresentado pelos pares de bases (535 pb para
ITS1-1TS4, e 337 pb para ITS3-1TS4), permitiu concluir que todas as cepas sao de C. albicans.
Os estudos de Basto et al., 2023 e Brito, 2008, também encontraram resultados semelhantes ao
identificarem diferentes isolados clinicos de C. albicans pelos primer universais ITS1-1TS4 e
ITS3-1TSA4.

E relevante relatar que a identificacéo deste tipo de levedura pelo método convencional
¢ demorado, caro e trabalhoso, de modo que vérios produtos e sistemas comerciais Sao
requeridos para seu sucesso. Outro ponto que € importante ser mencionado, é o tempo para
obtencdo dos resultados de identificacdo, que é extremamente importante, uma vez que 0
diagnostico clinico rapido e preciso direciona o tratamento com antifingico adequado.

Neste estudo, a identificagdo molecular foi mais rapida quando comparado ao método
convencional, alem de um menor tempo para anélise dos dados e alta sensibilidade quando
comparado ao metodo convencional de identificacdo, Back-Brito afirma também em seus
estudos um menor tempo para obtencdo de resultados satisfatdrios quanto a identificacao
molecular por PCR, apesar do uso de Kits, painéis e equipamentos automatizados se
apresentarem como prevalentes.

4 CONCLUSAO



Este estudo avaliou a identificacdo molecular de diferentes isolados clinicos de C.
albicans por meio de PCR convencional com primers universais ITS. Os resultados mostraram
que a identificacdo molecular foi eficaz na confirmacdo da identificacdo realizada de forma
convencional. A identificagdo molecular foi mais rdpida e precisa do que o método
convencional, pois permitiu a identificacdo das cepas clinicas em apenas 24 horas. O método
convencional, por outro lado, pode levar até 7 dias para produzir resultados. Com isso, 0s
resultados sugerem que a identificacdo molecular é uma ferramenta promissora para a
identificacéo de C. albicans.
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