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Desenvolvimento de primers para identificacao e diferenciacéo de espécies de Candida

em secrecgdo vaginal por PCR em tempo real (QPCR)
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RESUMO

InfeccBes fangicas sdo cada vez mais frequentes, principalmente relacionadas ao sistema
geniturinario e causadas por Candida spp. A PCR mostra-se promissora para o diagnostico e
para sua aplicacdo faz-se necessario o desenvolvimento de primers. Para isso obteve-se
sequéncias da regido ITS do rDNA 18S de 5 espécies de Candida, alinhou-se e verificou-se 0s
tamanhos dos amplicons e as Tms tedricas. Cepas padrdo e cepas cultivadas foram utilizadas
como referéncia. Além disso, 67 amostras de DNA de secrecdo vaginal foram submetidas a
gPCR e os resultados foram confirmados em gel de agarose 2%. Os testes in silico
demonstraram a capacidade do par de primers em diferenciar as cinco espécies, o que foi
confirmado apds a amplificacdo das cepas padrdo e de amostras de secrecdo vaginal,
identificadas em 20 amostras. O limite de deteccdo foi de 58 células/mL para as cepas padrao
de C. albicans e C. tropicalis e 29 células/mL para C. parapsilosis. A sensibilidade da gPCR
frente ao teste de crescimento microbioldgico foi de 68%, com especificidade de 90%. A
técnica possui potencial de diagndstico, porém precisa ser otimizada para testes quantitativos.

Palavras-chave: Infeccdo geniturinaria. qPCR. Candida spp. Desing de primers.

ABSTRACT

Fungal infections are increasingly frequent, mainly related to the genitourinary system and
caused by Candida spp. The PCR is promising for the diagnosis and for its application it is
necessary the development of primers. For this purpose 18S rDNA ITS region sequences were
obtained from 5 Candida species, aligned and the sizes of the amplicons and the theoretical
Tms were verified. Standard and cultivated strains were used as reference. In addition, 67
samples of vaginal secretion DNA were subjected to qPCR and the results were confirmed on
2% agarose gel. In silico tests demonstrated the ability of the pair of primers to differentiate
the five species, which was confirmed after amplification of standard samples and vaginal
secretion (it was possible to identify the species in 20 samples). The detection limit was 58
cellssmL for the standard C. albicans and C. tropicalis strains and 29 cells/mL for C.
parapsilosis. The sensitivity of gPCR to the microbiological growth test was 68%, with
specificity of 90%. The technique has diagnostic potential, but needs to be optimized for
guantitative tests.
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1. INTRODUCAO

As infeccbes fungicas sdo cada vez mais frequentes, principalmente aquelas
relacionadas ao sistema geniturinario e cujo agente causal sdo as leveduras do género
Candida. A falta de identificacdo correta dos patdgenos e o uso de tratamentos empiricos vém
tornando-se os principais fatores envolvidos com o aumento da resisténcia dessas espécies aos
antifangicos, aliada a resisténcia intrinseca ja existente.

O desenvolvimento de técnicas de deteccdo mais sensiveis e de rapida aplicagdo em
relacdo ao método tradicional de cultivo microbioldgico pode auxiliar na identificagdo do
agente patogénico, permitindo que o tratamento seja espécie-especifico, o que reduz a
morbidade e mortalidade por infeccdes fingicas. Nesse contexto, a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) mostra-se como uma promissora ferramenta de diagndstico, pois o
resultado é gerado em poucas horas, com especificidade, reprodutibilidade e alta
sensibilidade.

A primeira etapa para a aplicacdo da técnica € o design de primers capazes de
amplificar o material genético dos patogenos de interesse e diferenciar entre espécies do
mesmo grupo taxondmico. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um
par de primers e padronizar a técnica de gPCR para deteccdo de espécies de Candida em

secrec¢do vaginal.

2. REFERENCIAL TEORICO

A candidiase e, principalmente, a candidemia sdo infec¢bes fungicas emergentes e de
dificil tratamento na pratica clinica. Os desafios vdo desde a identificacdo do agente
etiologico até a escolha do tratamento adequado, principalmente porque alguns isolados
clinicos sdo resistentes aos antifungicos (MULU et al., 2013).

Em 2013, o Centro de Controle de Doencas e Prevencdo (CDC) divulgou um
documento contendo a lista de agentes patoldgicos resistentes a antibiéticos nos Estados
Unidos. Nesse documento a espécie Candida albicans estd descrita como resistente a
fluconazol, o que é classificado como uma ameaca grave a saude. Além disso, € relatado que

outras espécies do género também sdo resistentes a antifungicos de primeira e segunda ordem
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e sdo responsaveis por 46.000 infeccbes a cada ano, sendo que 220 correspondem a casos
fatais.

No Brasil, os dados epidemiologicos sdo escassos e estdo inseridos em artigos
cientificos com dados parciais, pois ndo ha um programa de notificagdo nacional de doencas
fangicas (GIACOMAZZI et al., 2016). No entanto, em 2016, Giacomazzi e colaboradores
analisaram dados bibliograficos juntamente com dados coletados em hospitais brasileiros,
estimando que mais de 3,8 milhGes de pessoas sofrem com doengas flngicas no pais a cada
ano, das quais 2,8 milhdes tém como patégeno as leveduras do género Candida.

Dessa forma, a identificacdo precoce das espécies de Candida é necessaria,
especialmente em pacientes imunossuprimidos, com neoplasias malignas e internados em
unidades de tratamento intensivo (UTI), pois sdo mais suscetiveis a infec¢Ges oportunistas. A
demora no diagnostico e a administracdo de terapia tripla, constituida por antibioticos (para
bactérias gram-negativas e gram-positivas) e antifangicos, antes mesmo da identificacdo do
patdgeno, contribui para o incremento dos custos hospitalares, demora no tratamento e
aumento da resisténcia fungica (YAPAR, 2014; BEN-AMI et al., 2012).

O diagndstico convencional de candidiases/candidemias inclui cultura de sangue,
exame microscopico e identificacdo bioquimica (BOUCHARA et al., 1996; ALAM et al.,
2014), sendo testes vagarosos e pouco precisos. Devido as limitacbes das técnicas
convencionais para diferenciar as espécies, novas metodologias vém surgindo. Estudos que
descrevem ensaios de diagnostico de Candida por deteccdo do DNA flngico através da PCR
sdo cada vez mais recorrentes. No entanto, essas técnicas ainda ndo atingiram sensibilidade e
especificidade necessarias para serem definidas como metodologias padrdo (AVNI;
LEIBOVICI; PAUL, 2011).

Diversos testes de gPCR ja foram desenvolvidos para a deteccdo do DNA de espécies
de Candida (ARVANITIS et al., 2014; DUNYACH et al., 2008; HSU et al., 2003). Em um
estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, no qual se utilizou trés conjuntos de
primers ja descritos na literatura, foi verificado que estes apresentavam problemas de
especificidade, além de serem necessarias varias reagdes de gPCR para a determinacdo da
espécie (KOEHLER et al., 2016).

Diante dos resultados do estudo anterior, referenciado acima, o objetivo do presente
trabalho foi desenvolver um Unico conjunto de primers capaz de identificar e diferenciar cinco
espécies de Candida em amostras de secre¢do vaginal com apenas uma reacdo de gPCR,

reduzindo os custos e o tempo de obtencgéo dos resultados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Construcéo dos primers

Obteve-se no banco de dados GenBank sequéncias da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do rDNA 18S de cinco espécies do género Candida: C. albicans
(KU729070.1) C. glabrata (KU729066.1), C. krusei (KU729099.1), C. parapsilosis
(KU729052.1) e C. tropicalis (KU729064.1). Essas sequéncias foram alinhadas no software

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), sendo selecionadas as éareas

conservadas comuns entre as espécies. A partir disso, construiu-se o par de primers CanF 5°-
GGCATGCCTGTTTGAGCGTC-3” e CanR 5’-TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTA-3’
(Figura 1).

Figura 1 — Alinhamento das sequéncias (primers marcados em vermelho)

| gb|KU729899
| gb |KU729066
| gb|KU729852
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TCTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTAT TCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTAT TCCGGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCIGTTTGAGCGICATTT

EXEXFXFEIETFRERT R R XX REX¥EF EFEFEZEZIX X EIRRIER AR R *XH
CCATCTTGCGCGTGCGCAGAGT TGGGGGAGCGGAGCGGACGACGTGTARAGAGCGTCGGA
CCTTCTCAAACACGTTGTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCGTTTTTGAGTTAACTTGAA
CTCCCTCAAACCCTCOGGTTTGGT -GTTGAGCGATACGCTGGATTTGCT TGAAAGAAAGEG
CTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGT-GTTGAGCAATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACG
CTCCCTCAAACCCCCGGOTTTGOT -GTTGAGCAATACGCTAGGTTTGTTTGAAAGARATTT
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GCTGCGACTCGCCTGAA---------~ AGGGAGCGAAGCTGOGCCGAGCGAACTAGACTTT
ATTGTAGGCCATATCAGTATGTGGGACACGAGCGCAAGCTTCTCTATTAATCTGCTGCTC
CGGAGTATAAACTAATGGATAGGTTTTTTCCA--------=-=-==-=-----eeommmo
GTAGTGGTAAGGLGGGATCOCTTTGACAATGGOCTTAGGTCTAACCAA- -AAACATTGCT -
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----------------------------- CAAACTCCAAAACTTCTTCCAAATTCGACCT
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CARATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
CAAATCAGGTAGGGT TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
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CAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA

EEAKFHEFRFEAKRE  FRIRTERFRFTEIRRFERERE R ERAR
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Apds, os primers foram submetidos a alinhamento com as sequéncias das cinco
espécies de Candida para verificar se os amplicons formados poderiam identificar e
diferenciar as espécies. As temperaturas de melting (Tm) dos amplicons tedricos foram

verificadas no software uMELT (https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.ntml). Além disso, o0s

primers foram testados in silico nos softwares Primer Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e IDT Oligo Analyzer

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), para verificar a especificidade e a formacdo de

estruturas como dimeros, respectivamente.

3.2. Amostras e extracdo de DNA

Cepas padrdo de C. albicans (NEWP 0031), C. glabrata (ATCC 2001) e C.
parapsilosis (ATCC 22019), além de duas cepas cultivadas de C. krusei e C. tropicalis
cedidas pelo Laboratério de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) foram utilizadas como referéncia. A extracdo de DNA das cepas padrdo seguiu 0
protocolo in house de Burke, Dawson e Stearns (2000) modificado por Lutz et al. (2013).
Apds a extracdo as amostras foram conservadas a -20°C para analises posteriores.

Além disso, foram utilizadas no estudo 67 amostras de DNA de secrecdo vaginal,
sendo 33 positivas e 34 negativas para o crescimento microbioldgico em agar, fornecidas pelo
grupo de pesquisa “Diagndstico de Infec¢bes Genitourinarias por FT-IR” da Universidade de
Santa Cruz do Sul (UNISC).

3.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR)

Curvas de primers, contendo trés concentracdes diferentes (0.2uM, 0.4uM e 0.6uM)
foram preparadas para cada uma das 5 cepas de referéncia. A partir disso, definiu-se a
concentracdo de 0.2uM como a mais adequada para uma amplificacdo eficiente, sem excesso
de primers, o que poderia ocasionar a formacdo de dimeros e anelamentos inespecificos
(BUSTIN et al., 2009).

O limite de deteccdo da tecnica foi avaliado a partir de 15 diluicdes seriadas no
intervalo de 60.000 células/mL a 3 células/mL das amostras de DNA de C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis. A especificidade dos primers foi testada frente a DNA de

Staphylococcus sp. e DNA humano.
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Todas as cepas padrdo e amostras foram submetidas a reacdo de qPCR no

equipamento DTprime (DT-96) Real-time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology®). O
mix de reacdo continha 4L de 5X Hot FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix (Solis BioDyne®©),
0,2 uM do primer senso, 0,2 uM do primer antisenso e 2L de amostra de DNA, completando
com &gua ultrapura para uma rea¢do com volume final de 20 puL. As amplificagcBes ocorreram
apos um ciclo inicial a 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos,
52°C por 20 segundos e 72°C por 20 segundos. A curva de dissociacdo seguiu 100 ciclos com
variacdo de 0,5°C de temperatura por ciclo de 15 segundos no intervalo de 40°C a 90°C. Os
resultados foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etidio,
visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta 260nm.

Ainda, realizou-se teste de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN), acurdcia e classificagdo incorreta de acordo com os
critérios de Guimardes (1985), para avaliar o desempenho da gqPCR frente ao cultivo

microbioldgico.

4. RESULTADOS

Os testes in silico demonstraram a capacidade do conjunto de primers em
diferenciar as cinco espécies, pois 0s amplicons tedricos gerados eram de tamanhos distintos
(223pb para C. albicans, 304pb para C. glabrata, 233pb para C. krusei, 196pb para C.
parapsilosis e 216pb para C. tropicalis), assim como as Tms tedricas (90,5°C para C.
albicans, 91°C para C. glabrata, 92,5°C para C. krusei, 88°C para C. parapsilosis e 87°C para
C. tropicalis ).

Nas andlises de especificidade, ndo ocorreram alinhamentos com sequéncias de
outras leveduras além do género Candida e outros organismos, o que foi confirmado pela falta
de amplificacdo na gPCR contendo material genético humano e da bactéria Staphylococcus
sp. (Figura 2). Além disso, alinhando-se os primers em sequéncias da regido ITS do rDNA
18S de diversas cepas das cinco espécies, verificou-se que estes sdo complementares a elas,
mostrando sua ampla capacidade de identificacdo. Em relacdo a analise de formacdo de homo
e heterodimeros e hairpins, os primers construidos ndo exibem formagéo significativa dessas
estruturas secundarias (dados ndo mostrados).

O limite de detecgdo da técnica foi de aproximadamente 58 células/mL para as cepas

padréo de C. albicans e C. tropicalis e 29 células/mL para C. parapsilosis. Amostras de DNA
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de secrecdo vaginal e de cepas padrdo apresentaram amplificacdo, além de temperaturas de
melting (Tm). No entanto, as curvas de dissociacdo das cepas padrdo diferiram da Tm tedrica,
mas permitiram a distincdo entre as espécies (Figura 3).

Apenas a curva de melting de C. krusei ndo apresentou dissociacdo caracteristica.
Contudo, ap0s a eletroforese em gel agarose foi possivel discrimina-la das demais espécies
(Figura 2).

Figura 2 - Gel de agarose com o padrao de diferenciacdo das cinco espécies de Candida

1 — C. albicans;2 — C. glabrata; 3 — C. krusei; 4 — C. parapsilosis; 5 — C. tropicalis; 6 — Coinfec¢do; 7 —
Controle positivo; 8 — Controle negativo; 9 — DNA humano; 10 — DNA bacteriano.

Figura 3 - Curvas de melting caracteristicas para cada uma das espécies de Candida

C. tropicalis—Tm 83,2°C
C. glabrata—Tm 85,1°C
C. parapsilosis — Tm 83,6°C
C. albicans — Tm 86°C

Coinfecgdo — Tm 85,6°C

Temperature

Comparando os resultados obtidos nos cultivos microbiolégicos com a qPCR,
identificou-se, dentre as 33 positivas para leveduras, 31 com amplificacdo de alguma espécie
do género Candida. Nas 34 amostras negativas para leveduras, ocorreu amplificacdo
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caracteristica de alguma espécie do género em 14 delas, enquanto que em 20 amostras ndo
houve deteccdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacéo da identificacdo do género Candida pela Microbiologia e gPCR

gPCR Positivo gPCR Negativo Total

n % n %
Microbiologia Positiva® 31 (93,9) 2 (6,1) 33
Microbiologia Negativa 14 (41,2) 20 (58,8) 34

#Com crescimento de leveduras em agar identificadas como género Candida.

Em vinte amostras positivas para a gPCR foi possivel reconhecer a espécie presente
na secrecdo vaginal, apds confrontar os tamanhos de amplicons no gel de agarose e o valor de
Tm com os resultados das cepas padrdo. Dezessete amostras apresentavam curvas de
dissociacdo incompativeis com as Tms das cepas padrdo e mais de um fragmento em gel de
agarose, indicando coinfeccdo (Figuras 2 e 3). Algumas espécies ndo foram identificadas
(Tabela 2).

Tabela 2 - Diferenciacdo das espécies de Candida pela qPCR

Espécies gPCR

Microbiologia Positiva® Microbiologia Negativa

N % n %
C. albicans 9 27,3 1 2,9
C. glabrata 3 9,1 - -
C. parapsilosis 1 3,0 1 2,9
C. tropicalis 5 15,2 2 5,9
C. krusei 2 6,1 - -
Outras** 11 33,3 10 29,4

#Com crescimento de leveduras identificadas como género Candida
**Apresentou perfil de amplificacdo diferente das cepas padrdes.

A validade da qPCR como diagndstico foi medida através do teste de sensibilidade
frente ao crescimento microbioldgico obtendo resultado de 68%, enquanto que o teste
demonstrou 90% de especificidade. A prevaléncia de Candida spp. no grupo de estudo foi de
67,1%, com VPP igual a 93,9% e VPN de 58,8%. O valor da acurécia ficou em 76,1% na
classificacdo correta e a classificacdo incorreta ficou em 23,8% (Tabela 3).
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Tabela 3 - Dados para céalculos dos testes de VPP, VPN, acuracia e classificacdo correta
e incorreta

Microbiologia

gPCR Presente Ausente Total
Positiva 31 2 33
Negativa 14 20 34
Total 45 22 67
5. DISCUSSAO

Analises prévias in silico sdo instrumentos para delinear novas técnicas de diagndstico.
No entanto, os dados obtidos na pratica podem divergir dos resultados teoricos. Isso foi
constatado no presente estudo quanto aos tamanhos de amplicons e Tms. Essas discrepancias,
segundo Rasmussen, Saint e Monis (2007) estdo associadas as condi¢des das reacdes reais, as
qguais ndo sdo totalmente mimetizadas nos softwares. O corante intercalante e as
concentragdes de sais, por exemplo, provocam alteracfes nas temperaturas de dissociagdo. As
diferengas nos tamanhos dos amplicons podem ocorrer devido a variagfes genéticas entre
cepas da mesma espécie ou até mesmo por incoeréncias nas sequéncias depositadas nos
bancos de dados. Apesar dessas inconsisténcias, a gPCR possibilitou a deteccdo qualitativa e
identificacdo de Candida spp. mesmo quando presente em baixas concentragoes.

Recentemente, Sampath et al. (2016) realizaram um estudo avaliando o uso de PCR
multiplex na identificacdo de quatro espécies de Candida em amostras de enxague oral
concentrado. Para isso, foram utilizados quatro primers senso espécie-especificos e um primer
antisenso universal, diferentemente do presente trabalho, no qual apenas um par de primers
foi usado para identificagdo de ao menos cinco espécies de Candida. Diversos outros estudos
também ja desenvolveram metodologias para identificacdo a partir de PCR ou técnicas
derivadas (qPCR, gPCR-HRM, probe-based-qPCR), entretanto séo utilizados mais de um par
de primers, como citado acima, ou metodologias que elevam o custo para obtencdo dos
resultados (FRICKE et al., 2010; LEHMANN et al. 2011; NEMCOVA et al., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho tem como diferencial a utilizacdo de um Unico par
de oligonucleotideos iniciadores (primers) para diagnéstico de 5 espécies de Candida, em
uma dnica reagdo, além de detectar casos de coinfec¢do. No entanto, nosso estudo apresenta
algumas limitagGes. Apesar de ter sido realizada gPCR e de as temperaturas de melting terem
sido diferentes para cada espécie, foi necessario realizar eletroforese em gel de agarose para
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confirmar a identificacdo a partir do tamanho dos amplicons. Cabe destacar, porém, que neste
trabalho foram realizadas apenas as padronizagGes iniciais da técnica. A partir de uma maior
otimizacgdo acredita-se que seré possivel identificar as espécies diretamente ap0s a realizacao
da gPCR pela anéalise das curvas de melting, que ja mostraram ter padrbes diferentes. Para
isso, deve-se verificar a reprodutibilidade da Tm para uma mesma espécie, comparando
também a Tm gerada pelo primer para outras especies do género que ainda ndo foram
testadas. Além disso, poderia ser utilizada a técnica de gPCR-HRM, que fornece temperaturas
de melting mais precisas. De fato, conforme destacam Fricke et al. (2010), ja ha diversos
trabalhos utilizando PCR para identificacdo de espécies de Candida, porém esses métodos
necessitam de uma maior padronizacdo, como as citadas acima, para serem utilizados na
rotina clinica.

A capacidade de identificar coinfeccbes também é um aspecto positivo do nosso
estudo, uma vez que a elucidacdo das espécies é importante para definir o tratamento. O
reconhecimento de espécies que coabitam/coinfectam a secrecdo vaginal parece ser
negligenciado, visto que esses dados séo escassos na literatura. No entanto, Yan et al. (2011) e
Sampath et al. (2016) relatam infec¢bes por mdltiplas espécies de Candida em amostras de
secrecdes orais de pacientes com diabetes e Sindrome de Sjogren e apontam dificuldades no
tratamento.

Comparando os resultados obtidos pelo método de referéncia (cultivo microbiolégico)
com a gPCR observou-se que o teste tem potencial para diagndstico, pois este demonstrou
alta especificidade (90%) e VPP (93,9%), indicando que consegue detectar amostras com
infeccdo. Contudo, ha a necessidade de aperfeicoa-lo, pois a sensibilidade foi de apenas 68%
e o valor preditivo negativo de 58,8% e isso reflete na ocorréncia de amplificagdo em
amostras negativas na microbiologia (em um total de 34, 14 delas foram positivas na qPCR).
O aperfeicoamento pode ser feito pelo teste dos primers contra outros patdégenos e contra a
microbiota natural presente em amostras de secrecdo vaginal, que também poderiam estar
sendo amplificados. Além disso, devem ser testadas diferentes diluicbes para que seja
montada uma curva para realizacdo de um teste quantitativo. Isso permitiria o estabelecimento
de um limite entre 0 que é microbiota natural e o que é infeccdo de fato, evitando falsos
positivos.

Os mesmos problemas ocorreram no estudo de Mutschlechner et al. (2016), no qual
afirma-se que é dificil interpretar clinicamente a amplificacdo de amostras negativas para

Candida em cultura. Possivelmente, isso decorre da alta capacidade da técnica de gPCR, que
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pode detectar até mesmo a microbiota encontrada normalmente em amostras de secrecao
vaginal, como é o caso do presente estudo. Esta é outra limitagdo da metodologia aqui
desenvolvida, uma vez que nos testes iniciais realizados 0s primers ndo mostraram poder de
deteccdo quantitativa pela gPCR. A partir da quantificacdo seria possivel definir um limiar
que determina o que é normal e o que é patogénico nas amostras testadas, conforme citado
acima. S8o necessarias validagdes posteriores para verificar o poder quantitativo dos primers
construidos. Além disso, um teste quantitativo é importante para acompanhar a resposta ao
tratamento da infeccdo (WATZINGER; EBNER; LION, 2006).

6. CONCLUSAO

Conclui-se que o conjunto de primers desenvolvido nesse estudo apresenta potencial
para a deteccdo e diferenciacdo, em uma Unica reacéo e com a confirmacdo em gel de agarose,
de pelo menos cinco espécies de Candida em amostras de secrecdo vaginal. A formagéo de
amplicons com tamanhos diferentes daqueles esperados para as cepas padrdo testadas
demonstra que, se otimizado, 0 mesmo conjunto de primers pode ser aplicado para a
identificacdo de outras espécies do género.

Além disso, a capacidade de amplificacdo do DNA de leveduras extraido de uma
amostra bioldgica tdo complexa como a secrecdo vaginal, permite extrapolar o uso da
metodologia do presente trabalho para a identificacdo desses patdgenos em outros fluidos. No
entanto, testes de padronizacGes sdo necessarios, antes da utilizacdo desse método para
diagnostico qualitativo. Para isso também € fundamental correlacionar a amplificacdo de
material genético de Candida nas amostras de secre¢do vaginal e a presenca/auséncia de
sintomas a fim de determinar o limite de deteccdo da microbiota natural e as possiveis

infeccdes.
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