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Nesse trabalho, os iniciadores para a regido espacgadora
intergénica (IGS) 2 do DNA ribossomal de C. albicans
foram delineados e testados quanto a sua especificidade,
utilizando diferentes microrganismos e a sensibilidade
dos iniciadores utilizando diferentes concentragdes de
DNA genOmico obtido por extragdo por fervura, por
fenol/cloroférmio (F/C) e por PCR direta. Os resultados
mostram que a reagao de amplificagdo com os
iniciadores mostra-se sensivel e especifica para C.
albicans.

Introducao

As espécies de Candida sao microrganismos comensais,
que podem se tornar invasivas em pacientes
imunossuprimidos’. Os métodos de identificacdo da
levedura baseiam-se em testes fenotipicos, que sao
demorados e podem ndo dar o diagndstico correto?,
podendo acarretar na resisténcia aos antifungicos. A
identificagdo molecular se mostra mais rapida e precisa,
principalmente quando a regido DNA ribossomal é
utilizada, pois se mostra mais precisa3. O objetivo foi
verificar a sensibilidade e especificidade dos iniciadores
de C. albicans em reagbes de amplificagdo do DNA
gendémico.

Material e Métodos

Todos os microrganismos (tabela 1) foram crescidos em
Sabouraud dextrose agar a 37 °C por 24 h. Para a
extracdo de DNA por fervura, 1 mL da cultura foi
ressuspendida em agua ultrapura e colocada a 95°C por
5 minutos. O sobrendante contendo o DNA foi reservado.
Para o método de extragao por F/C, a suspensao celular
foi lisada com tampao TENTS e purificada com solugdes
de F/C. O DNA foi lavado em etanol e ressuspendido em
agua ultra-pura.

Para a reacao foram utilizados 100 ng de DNA ou uma
diluicdo seriada de células, dNTP, oligonucleotideos
especificos, tampao de PCR 10x e Taq polimerase. As
incubagdes foram: 3 min a 95 °C, 1 mina 95 °C, 30 seg a
70 °C, 1 min a 72 °C, 4 min a 72 °C, por 35 ciclos. Os
amplicons foram separados em eletroforese em gel de
agarose 1,5%, e visualizadas em um transiluminador de
luz UV.

Resultados Obtidos

Os ensaios de PCR para especificidade mostram que so6
houve amplificagdo para C. albicans, e nao para as
outras espécies de Candida e outros fungos testados.

(tabela 1) Para os ensaios envolvendo diferentes
métodos de extragdo, houve amplificacdo de até 10
células/mL na extragéo por fervura, no processo de PCR
direta amplificou até 50 células/reagédo e no processo de
extragdo por F/C houve amplificagdo de até 1pg/mL de
DNA. Interessantemente é que utilizando a PCR direta o
processo de identificagdo levou 27,5 horas, ja com a
técnica de fervura, 29 horas e o procedimento levou 55
horas quando utilizamos a extragao F/C.

Tabela 1. Especificidade das rea¢des de amplificacdo dos
iniciadores de Candida albicans

Microrganismos Origem CaNTS2
C. albicans ATCC 26790 Fiocruza +
C. tropicalis ATCC 28707 Fiocruza -
C. parapsilosis ATCC 1975 Fiocruza -
C. glabrata PT 518 UMinhob -
C. krusei ATCC 520 Fiocruza -
C. dubliniensis ATCC 974 Fiocruza -
C. guilliermondii PT822 UMinhob -
C. lusitaneae PT1007 UMinhob -
C. metapsilosis PT2263 UMinhoP -
C. orthopsilosis PT2259 UMinhob -
C. bracarensis PT1217 UMinhob -
C. neoformans ATCC 66031 Fiocruza -
C. gattii ATCC 56990 Fiocruza -
P. brasiliensis EJVe -
Sporothrix sp. EJVe -
H. capsulatum IMT/HC128 EJVe -
T. rubrum EJVe -
A. niger EJVe -
A. fumigatus EJVe -

aFiocruz: Fundagdo Oswaldo Cruz.
bUMinho: Universidade de Minho, Braga, Portugal.
°Dr. Emerson José Venancio laboratory.

Conclusao

Os iniciadores CaNTS2 amplificam especificamente
Candida albicans. Ndo ha reatividade cruzada com
outras espécies de Candida ou outros fungos.

Os métodos alternativos de extragdo do DNA séo
aplicaveis na amplificagdo do DNA de C. albicans.
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