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RESUMO

Candida albicansé a espécie mais frequente em micoses hospital@redificil
diagnéstico relacionado com a baixa sensibilidadetempo longo para apresentacao
dos resultados sdo os principais fatores relacmmaxd recidivas e dificuldades na
terapia. O objetivo desse estudo foi padronizanitds de PCR convencional e em
tempo real (RT-PCR) e determinar a sensibilidaéspecificidade na deteccao Ge
albicans As extracbes de DNA foram realizadas utilizandétado in house Os
primersutilizados foram baseados na regidao NTS para a @@Rencional e na regiao
espacadora interna transcrita (ITS2) do gene déAre\C. albicanspara a RT-PCR. A
PCR convencional apresentou sensibilidade de 106 pgixa especificidade, sendo
positiva também para a cepaSlecerevisiaeA sensibilidade da RT-PCR foi de 0,1 fg e
especificidade questionavel. As duas técnicasametempo de execugdo menor em
relacdo ao padréo-ouro. Concluimos que a PCR coiorel apresentou limitacdes e a
RT-PCR foi mais sensivel na deteccdo @e albicans As técnicas devem ser
aperfeicoadas para testes com amostras clinicasaprasentam grande potencial no
diagnéstico deC. albicans visto que a sensibilidade, especificidade e terdpo
execucao se apresentam superiores a técnica paah@o-
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ABSTRACT

Candida albicanss the most frequent species in nosocomial mycosie hard
diagnosis related to lawensitivity and the long time to obtain results are the main
factors to cause recurrence and difficulties inrdpg. This study aimed to develop
conventional and real time PCR (RT-PCR) techrsqaed determine the sensitivity
and specificity forC. albicansdetection. The DNA extractions were performed with
an in house method. The primers used were spdafithe NTS region using the
conventional PCR and for the internal transcribedcer (ITS2) region of th€.
albicansrRNA gene using RT-PCR. The conventional PCR sldogensitivity of 100
pg and low specificity, being positive also for thecerevisiaetrain. The RT-PCR had
the sensitivity of 0.1 fg and questionable speitificBoth techniques were less time
consuming than the current gold-standard diagn@$esconclude that the conventional
PCR presented limitations and the RT-PCR technigas more sensitive foC.
albicansdetection. The techniques should be improveddststwith clinical samples,
but have great potential i@. albicansdiagnosis, since the sensitivity, specificity and
runtime are already above the gold-standard tecdleniq

Keywords: Candida albicansDiagnosis. Conventional PCR. RT-PCR.

1 INTRODUCAO

Leveduras do géner€andida fazem parte da microbiota humana sendo
encontradas na pele, orofaringe, mucosa vaginahte gastrointestinal (CANTON;
VIUDES; PEMAN, 2001). Esses organismos comensaisatn-se patogénicos caso
ocorram alteragcdes nos mecanismos de defesa dedeisp causando diversos tipos
de infecgéo (EVANS, 2010).

Dentre as infeccBes consideradas invasivas, a demei caracteriza-se por
presenca de€andidaspp na corrente sanguinea, sendandida albicansa espécie
mais frequentemente isolada (PFALLER; DIEKEMA, 200HORN et al., 2009;
SILVA, 2012). Existem mais de 150 espécies @andida sendo que as mais
comumente encontradas inclue@andida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliemond@andida lusitaniae, Candida
lipolytica, Candida kefyr, Candida inconspicua, @aa norvergensise Candida
catenulata(ANVISA, 2013) Casos de candidemia tém sido observados principéme
em pacientes hospitalizados por longos periodos tgmbmam sido expostos a
antibioticos, terapia imunossupressora, nutricaermiaral e diversos procedimentos
médicos invasivos (COLOMBGQet al, 2006; OSTROSKY-ZEICHNER; PAPPAS,
2006).
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Apesar de todos os avancos nas Ultimas décadascies hospitalares
causadas por fungos tém-se constituido em um pnabt@escente de salde publica,
devido a alta morbidade e mortalidade em paciemtasocomprometidos, além do alto
custo para manter esses pacientes (MALUCHE; SANTD88). Um estudo realizado
por Colombo e col. (2006) em 11 centros médicosyastrou a alta incidéncia de
candidemia no Brasil, com taxas de 2,49 casos/a@60ssdes, o que é de 2 a 15 vezes
maior do que em paises do hemisfério norte, conmdBs Unidos, Canada e paises da
Europa (COLOMBO et al., 2006).

O dificil diagnéstico, relacionado principalmentanta baixa sensibilidade dos
testes e o tempo demasiadamente longo para o msolarm identificacao laboratorial da
levedura, apresenta-se como o principal fator i@t@clo ao aparecimento de recidivas
e aumento da resisténcia das leveduras aos antidSn¢AVNI; LEIBOVICI; PAUL,
2011). A hemocultura, atual padrdo-ouro em casoscaedidemia, tem baixa
sensibilidade, sendo que a elevada taxa de resslfatso-negativos ja foi demonstrada
pela deteccdo da infeccdo fungica em menos de EYpacientes com infecgdo por
Candida spp. (EINSELEet al, 1997; OSTROSKY-ZEICHNER; PAPPAS, 2006;
EVANS, 2010). Além disso, o diagndéstico por hemtwal pode demorar 3 a 5 dias em
sistemas automatizados, tempo demais para se comé€eapia antifingica. Estudos
tém demonstrado ainda que a variabilidade intrinsedstente entre as diferentes
espécies deCandida influencia na escolha do antifungico, o que infass a
necessidade de um diagndstico preciso e confieV@HER et al., 2011; KAUFFMAN,
2006).

Devido a atrasos na identificacdo convencionahetdcdes para diferenciar
espécies, novas metodologias tém sido propdstasrsos estudos descrevendo ensaios
de diagnodstico d€andidapor deteccdo do DNA fungico, através de técnieaReacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), foram descritogn®Pas técnicas descritas até agora
nao atingiram sensibilidade e especificidade seriteis para serem definidas como
padrdo (AVNI; LEIBOVICI; PAUL, 2011). Nesse contexio objetivo deste estudo foi
desenvolver e padronizar, através da utilizacadétascas moleculares, um método de

diagndstico com alta sensibilidade e especificiqada deteccédo de. albicans
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2 METODOLOGIA

2.1 Cepas

Para padronizacdo das técnicas de diagnostico ulatadilizou-se a cepa de
C. albicans (NEWP0031) como controle positivo das reacdes.ra8uespécies de
Candida e outros géneros de fungos e bactérias foramdtesta fim de garantir a
especificidade dos métodos. Foram utilizadas cdpds. glabrata(ATCC 2001),C.
tropicalis (ATCC 750), C. parapsilosis(ATCC 22019), Saccharomyces cerevisiae
(XV185-14C), Acinetobacter bauman{ATCC 19606),Enterococcus faecali(ATCC
29212), Escherichia coli (NEWP0022), Listeria monocytogenegATCC 19115),
Pseudomonas aeruginosgATCC 27853), Salmonella enteritidisS(ATCC 9290) e
Staphylococcus aureUATCC 25923). As cepas foram obtidas junto a caleda
microrganismos de microbiologia industrial (CMMB &NISC.

2.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA fungico das cepas foi realizatiizando o protocolo
adaptado descrito por Burke, Dawson e Stearns [2@@rocesso de extracao partiu
de um meio de cultivo liquido contendo glicose, tppp e cloranfenicol, onde as
amostras foram inoculadas por 48 horas. Apos,efizada centrifugacdo a 4000 rpm
por 10 minutos. Ogellets de células foram lavados em 1 mL de agua deioaizad
autoclavada e o processo de centrifugacao foiickpet

Os pelletsforam entéo ressuspendidos em 500 pL de tamp&on(dD Tris pH
7,5 e 50 mM EDTA), seguidos pela adicdo de 3,5 glLntkrcaptoetanol e entdo
incubados com agitagdo a 37°C por aproximadame@teni®utos. Apds, houve
centrifugacdo a 14000 rpm por 1 minuto e o sobramad foi descartado para
ressuspender geelletsnovamente, agora em 200 pL de tampéo. Nesta athganou-
se 20 pL de liticase (5 unidades/pL) para posténmurbacdo com agitacdo a 37°C por
40 minutos. Entdo, foi adicionado 20 puL de dodsdifato de sodio (SDS) 10% e
agitou-se em vortex até que a solucao ficasse sas@@ mesmo foi realizado com 80
uL de acetato de potassio (KOAc) 5 M, seguido pelabacédo em gelo por 30 minutos.

Passados os 30 minutos, as amostras foram ceattds a 14000 rpm por 20

minutos e transferiu-se 0 sobrenadante para um moemtubo, precipitando o DNA
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com 320 pL de isopropanol. Depois, centrifugou®eamente a 14000 rpm, agora por
15 minutos e opelletsforam lavados com 20 pL de etanol 70% e centrdaggoor
mais 5 minutos. Deixou-se @elletssecarem ao ar por aproximadamente 24 horas e
ressuspendeu-se em 50 pL de Tris 10 mM. Por finmiosotubos ficaram em banho-
maria a 65°C por 30 minutos.

A extracdo de DNA bacteriano procedeu-se com o ckitnercial DNA
Purification Kit (Promega) de acordo com as ingiag; do fabricante. Para a

quantificacao das extracdes, utilizou-se o apardénmoDrop 2000.

2.3 PCR Convencional

A PCR foi realizada com um master mix preparadasemmicrotubo de 1,5 mL
contendo para cada amostra 14,5 pL é@yd, 2,5 pL de tampé&o 10x (Ludwig), 2 puL
de dNTP 2,5 mM (Fermentas), 1,5 pL de MgC/5 mM (Ludwig), 1 pL do Primer
PspAl 10mM, 1 puL do Primer PspA2 10mM e 0,5 puLTdg DNA Polimeras@,5 U
(Ludwig). A sequéncia dgsrimersutilizados € especifica para a regido espacadara n
transcrita (NTS) de&. albicans e foi descrita no trabalho de Holmes e colabaesio
(1994).

O volume total da reacao foi de 25 pL utilizandel2de DNA da amostra ou 2
pL de HOwgq no controle negativo. Como controle positivo atili-se de 2 pL de DNA
gendmico da cultura da cefaalbicansNEPW 0031 em um dos tubos.

A amplificacdo do fragmento de 684 pares de bagky Ocorreu em
termociclador (Applied Bio-systems 2720) com asusdg condi¢cdes: desnaturacao
inicial por 5 minutos a 95°C, seguidos por 35 @ckendo 1 minuto a 95°C para
desnaturacao, 1 minuto a 55°C para 0 anelamentprdosrse 1 minuto a 72°C para
extensdo; além de uma extenséo final por 5 mirut62°C, baseado em Holmes et al.
(1994), com modificacdes. A amplificacdo foi ver#dda por eletroforese em gel de

agarose 1,5% com o auxilio de um marcador de 1@Quuwig).

2.4 PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) foi padiaatea com a utilizacao
de primers e sondas especificos para a regido espacadoraairitanscrita (ITS2) do

gene de rRNA de&. albicans previamente descritos por Guiver, Levi e Oppeanhei
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(2001). Para isso foi utilizado o equipamento Stegf@us (AppliedBiosystems). Apos
diferentes testes de concentraca@u@erse sondas foram definidas para utilizagéo as
concentracbes de 0,05 puM de cada primer e 0,1 pMsdeda TagMan
(AppliedBiosystems). Foram utilizados 5 pL de TagVRCR Universal MasterMix
(AppliedBiosystems), conforme recomendacdo do ¢abie, 2 pL de amostra e o
restante de agua. A reacao foi padronizada paneolume final de 10 uL.

As condicOes de temperatura utilizadas foram: uss@anicial de 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 <id95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. Em todas as reacdes foram utilizao¥roles positivos (cepa de.
albicang e controles negativos a fim de evitar possiveigaminagdes. @hresholdfoi
definido automaticamente pelo programa, sendo ajospara a fase exponencial da

reacao quando necessario.

2.5 Teste de sensibilidade

Para analisar a sensibilidade das técnicas molesuloi realizada uma
diluicdo seriada a partir de uma concentracdo cidhele DNA deC. albicans Uma
cepa referéncia dé. albicansteve o DNA extraido, quantificado, e foi realizadaa
diluicdo seriada de 10 vezes a partir da conceéidrde 100ng/pL. Todas as diluigcbes

foram testadas pelas técnicas de PCR convencidtiailRRCR.

2.6 Teste de especificidade

Para testar a especificidade dos testes de diagméstam selecionadas cepas
referéncia deC. glabratg C. tropicalis C. parapsilosisS. cerevisiagA. baumanij E.
faecalis E. coli L. monocytogenes”. aeruginosaS. enteritidise S. aureus Cada
microrganismo foi cultivado em meio especifico eDBA foi extraido conforme
descrito anteriormente.

O DNA extraido foi quantificado e diluido para aacentracdo de 10 ng/uL.
Foram realizadas reacdes de PCR convencional eRl{para todas as amostras,

juntamente com a cepa referéncieGdalbicansna mesma concentracao.
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3 RESULTADOS

3.1 Teste de sensibilidade

Os resultados do teste de sensibilidade feitostpetaca de PCR convencional
demonstraram que foi possivel obter diagnosticatiposem amostras d€. albicans
em concentra¢des de 100 ng até 100 pg. As amasirasoncentracdes menores foram

negativas, como pode ser observado na Figura 1.

684 pt
50C

Figura 1 - Gel de agarose com os resultados do teste désielade pela técnica de PCR convencional.
Na canaleta 1 estd o marcador de peso molecula@@eb. Nas canaletas de 2 a 11 estdo indicadas as
amostras d€. albicansnas diferentes concentracdes: 100 ng, 10 ng, 10fgpg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10

fg, 1 fg e 0,1 fg, respectivamente. Canaleta 18trote positivo e canaleta 13: controle negativo.

Na RT-PCR, dhreshold que é definido como o ponto de corte entre am®str
positivas e negativas de acordo com a fluorescémmigida por cada amostra, foi
definido em um valor de 0,06432. O valor de Ctaécto da PCR na qual cada amostra
passou nothreshold As amostras deC. albicans nas diferentes concentracdes
obtiveram valores de Ct que variaram de 16 a 38<i€omo pode ser observado na
Figura 2, as amostras com maior concentracdo oativem Ct mais baixo, indicando
que o resultado positivo aconteceu mais cedo. &rastras com menor concentracao
demoraram mais para emitir fluorescéncia, indicaredmltado positivo em um ciclo
posterior. Mesmo assim, todas as concentracoexléestleC. albicansdemonstraram
resultado positivo pela técnica de RT-PCR, de acooin os valores apresentados na
Tabela 1.
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Amplification Plot
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Figura 2 - Grafico do teste de sensibilidade emitido pelotvemfe do equipamento StepOnePlus
(AppliedBiosystems). O eixo vertical indica a médefluorescéncia emitida e o eixo horizontal iadic
os ciclos da reacdo de PCR, a linha azul horizamgta othreshold 1: 100 ng, 2: 10 ng, 3: 1 ng, 4: 100
pg, 5: 10 pg, 6: 1 pg, 7: 100 fg, 8: 10 fg, 9: kf$0: 0,1 fg.

Tabela 1- Comparacgédo entre os resultados obtidos no teste de
sensibilidade pelas técnicas de PCR convencioRal-©CR,

para diagnéstico dé. albicans

PCR convencional RT-PCR
C. albicans (100 Positivo Positivo (Ct=16)
ng)
C. albicans (10 Positivo Positivo (Ct=18)
ng)
C. albicans(1 ng) Positivo Positivo (Ct=22)
C. albicans (100 Positivo Positivo (Ct=25)
Pg)
C. albicans (10 Negativo Positivo (Ct=29)
Pg)
C. albicans(1 pg) Negativo Positivo (Ct=32)
C. albicans (100 Negativo Positivo (Ct=34)
fg)
C. albicans(10 fg) Negativo Positivo (Ct=38)
C. albicans(1 fg) Negativo Positivo (Ct=36)
C. albicans (0,1 Negativo Positivo (Ct=38)
fg)
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3.2 Teste de especificidade

No teste de especificidade realizado pela técracRCR convencional para as
diferentes espécies d&andidafoi possivel observar amplificacdo de um fragmeido

684 pb apenas para a amostr&dalbicang(Figura 3).

50¢ 684 pt

Figura 3 - Gel de agarose com os resultados do teste de fisidadie pela técnica de PCR convencional
(em duplicata). Na canaleta 1 estd o marcador sie melecular de 100pb, 2 e@: parapsilosis4 e 5:
C. tropicalis 6 e 7:C. glabratg 8 e 9:C. albicans 10: Controle positivo, 11: Controle negativo.

No teste de especificidade feito utilizando diféesn microrganismos é
possivel observar um fragmento de 684 pb para asteas contendo DNA d€.
albicanse deS. cerevisiaeAlém disto, a amostra d& aeruginosaggerou um fragmento

de aproximadamente 2500 pb (Figura 4).

250( pb

684 pt

Figura 4 - Gel de agarose com os resultados do teste deifedgdade pela técnica de PCR convencional.
Na canaleta 1 estd o marcador de peso moleculd0@dgb, 2:S. cerevisiae3: S. enteritidis 4: L.
monocytogenes: A. baumanij 6: E. coli, 7: S. aureus8: P. aeruginosa9: E. faecalis 10: Controle
positivo, 11: Controle negativo.

Os resultados obtidos no teste de especificidad®€TRBRCR demonstraram que
a amostra d€. albicansfoi positiva com Ct=18. As outras espécieCadamdidaforam
positivas com valores de Ct entre 32 e 33. As am®sdeA. baumanii E. coli, S.

cerevisiaee S. aureusforam positivas com Ct entre 34 e 35. As demais saas,
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pertencentes a diferentes bactérias, foram posittean valores de Ct entre 37 e 38
(Figura 5).
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Figura 5 - Gréfico do teste de especificidade emitido peléivese do equipamento StepOnePlus
(AppliedBiosystems). O eixo vertical indica a médefluorescéncia emitida e o eixo horizontal iadic
0s ciclos da reac¢do de PCR, a linha azul horizanthita othresholdl: C. albicans 2: cepas de.
glabrata, C. parapsilosise C. tropicalis 3: cepas deA. baumanii E. coli, S. cerevisiae S. aureus4:
demais bactérias.

3.3 Tempo de execucao dos métodos de diagndéstico

O tempo necessario para realizar o processo dacértrde DNA foi de 8
horas, considerando-se que a cultura tenha siddaprente preparada; caso contrario,
deve-se adicionar mais 48 horas. A técnica de P@encional e a analise do
resultado, que é feita por eletroforese em gelgdeose, demoram cerca de 4 horas para
serem concluidas. O processo total utilizando mid¢écde PCR convencional demora
aproximadamente 12 horas. Quando utilizada a RT;RGiRagndstico d€. albicans

foi possivel em um tempo total de 10 horas.
4 DISCUSSAO

Com o crescente numero de infec¢gbes fungicas,ipaimeente os casos mais
graves que acometem pacientes imunodeprimidos,aiméim a busca de novos
meétodos diagnosticos, visando técnicas com maiaosilsiédade, especificidade e
menor tempo de execucdo (CAVALCANTI; LORENA; GOMEZ)08). O género

Candidasp. € o mais frequente dentre as infec¢fes fisigicambora haja um aumento
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de casos de candidiases causadas por outras sspéialbicansainda é responsavel
pela grande maioria dos casos (HORN et al.,, 206%LPER; DIEKEMA, 2007). O
presente artigo explorou duas técnicas moleculepeso alternativa para um novo
meétodo diagnostico deC. albicans tendo sido testadas metodologias de PCR
convencional e RT-PCR.

Utilizando a técnica de PCR convencional com odegorimers selecionados
foi possivel amplificar amostras contendo DNA extbada cepa referéncia de.
albicansnas concentracdes de 100 ng, 10 ng, 1 ng e 10Bgrgm, ao compararmos
com a técnica de RT-PCR, a ultima demonstrou tesilséidade maior. Embora as
amostras contendo menor concentragdo de DNACdealbicans tenham emitido
fluorescéncia nos ciclos finais da reagdo da RT-P@Ras foram positivas. Dessa
maneira, a técnica de RT-PCR demonstrou sensitididea 0,1 fg, ou seja, a técnica foi
capaz de detectar DNA d& albicansem uma concentracdo 6 vezes menor do que a
técnica de PCR convencional, que obteve a semkib#i de 100 pg (Tabela 1).

Mirhendi e Makimura (2003) desenvolveram uma técnide PCR
convencional capaz de amplificar até 1 pg de DNACdalbicans Ja o ensaio de PCR
multiplex descrito por Tarini et al. (2010) detactaté 4 pg de DNA d€. albicans
Estes resultados demonstram que a técnica de P@®Rermonal padronizada no
presente estudo apresentou menor sensibilidadent@eaaRT-PCR, Hsu et al. (2003),
utilizando fluoréforos SYBR Green, obtiveram a seitidade de 1 pg. Pryce et al.
(2003), por sua vez, detectaram um limite de 16ofy a utilizacdo de sondas p&a
albicans Bu et al. (2005), através de multiplex RT-PCRed&ram até 0,1 pg de DNA
de C. albicans Desta forma, nossos dados demonstraram maisibdetade na RT-
PCR em relacéo aos estudos ja publicados.

No teste de especificidade padronizado através d@mica de PCR
convencional foram testadas diferentes amostragnda amplificacdo do fragmento
de interesse nas amostras contendo DNA extraidoeda deC. albicanse deS.
cerevisiag demonstrando que a técnica nado foi especificaudBs publicados
anteriormente, com diferentes variacdes da téaéc®CR convencional, obtiveram
especificidade de 100% para os microrganismosdesttAHMAD, 2002; LAU et al.,
2010; TARINI et al., 2010).

Em contrapartida, na técnica de RT-PCR, os readtatitidos a partir do teste
de especificidade demonstraram positividade pama@stra contendo DNA extraido da

cepa deC. albicansem um ciclo logo no inicio da reacédo de PCR (Ci=E8tretanto,
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as demais amostras também emitiram fluorescéngaoutras espécies deandida
testadas foram positivas entre os Ct 32 e 33. Asstaas deA. baumanij E. coli, S.
cerevisiaee S. aureusforam positivas com valores de Ct entre 34 e 35 deamais
amostras, que foram extraidas a partir de cepdsadirias, obtiveram positividade
entre os ciclos 37 e 38. Isto pode ser explicada aka sensibilidade do teste. Esses
resultados dificultam a analise, pois embora a &mate C. albicansapresente um
resultado muito distinto das demais amostras, @lideria ndo haver nenhuma
amplificacdo em amostras de outros géneros e espdoutros trabalhos publicados
utilizando a técnica de RT-PCR realizaram testespecificidade utilizando amostras
clinicas e obtiveram de 96 a 100% de especifici{dAROUFI et al., 2003; BU et
al., 2005; KLINGSPOR; JALAL, 2006; KHAN; MUSTAFA; BAM, 2009; KHLIF et
al., 2009). Estudos que testaram a especificidadzando cepas de diferentes
microrganismos relataram 100% de especificidadeEELER et al., 2000; PRYCE et
al., 2003).

O resultado obtido no teste de especificidade @élratnte a limitagcdo do
método e o problema se torna ainda maior se amabsajuntos os dados dos testes de
sensibilidade. Considerando que o0 objetivo de paziio uma nova técnica de
diagnostico é usar posteriormente para amostrascadi caso ocorra emissdo de
fluorescéncia de uma amostra clinica no ciclo 3gdgado (Ct=32), por exemplo, ficara
dificil definir se o resultado se refere a uma anaggositiva par&. albicanscom baixa
concentracdo de DNA (1 pg) ou se houve positivigata outra espécie @andida

A técnica de PCR convencional pode ser executadantduum periodo de
aproximadamente 12 horas, incluindo o método degkd. Como a técnica de RT-
PCR néo necessita dos procedimentos p0s-PCR, @teegessario para realizar toda
técnica é de cerca de 10 horas. Uma alternativa qgatluzir ainda mais o tempo de

execucao dos testes é a utilizacdo de um kit caah@ara a extragdo de DNA flungico.

5 CONCLUSAO

O atual método considerado padrdo-ouro para didigonGde fungos na rotina
laboratorial é feito através de exame direto, woltla amostra em meio especifico e,
apos crescimento das culturas, sao realizadassesélie macro e micromorfologia,
além do teste do tubo germinativo que confirma @éase C. albicans Todo esse

processo demora em média uma semana; assim semolas as técnicas padronizadas
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apresentam um tempo de execucdo bem menor do tgomiea considerada padrao-
ouro em diagnéstico. Além disso, a sensibilidadeédabnos métodos moleculares é
muito maior do que no método padrao-ouro, ondenailsiidade alcanca apenas 50%
das amostras, ou seja, metade das amostras aaslisagkbe o resultado de falso-
negativo.

Em suma, a técnica de PCR convencional ndo demonsgr especifica, visto a
amplificacdo deS. cerevisiaeJa a RT-PCR, além de ser mais sensivel, permite a
quantificacdo dos produtos de amplificacdo génicdazlas as fases da reagcdo. Como o
procedimento é automatizado, requer menor manigaldas amostras e dos produtos
de amplificacéo, reduzindo o risco de contaminagédempo para execugdo da analise.
Neste sentido, embora a RT-PCR ainda precise safagka mais detalhadamente a fim
de aumentar a especificidade, jA& se demonstra coma boa alternativa para
futuramente ser testada utilizando amostras cBnica

Essas sao as perspectivas futuras do present®.eStrdo feitos novos testes de
sensibilidade e especificidade com diferentes noébdgihs, utilizando as sequéncias
especificas d€andidaclonada em plasmideos. Pois s6 com as técnicasnizailas
para diagnostico de amostras clinicas, com altssilsbdade e especificidade,
poderemos obter um diagnéstico @ealbicansconfiavel e possivel de ser executado
em um tempo menor. Dessa maneira, pacientes codidéases graves internados em
UTlIs poderao receber um diagnostico mais rapidot¢eno de 10 a 12 horas), além de
terapia adequada, o que aumentara as chances aeecdminuira o tempo de

internacdo hospitalar, reduzindo também as reddiva resisténcia aos antifungicos.
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