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RESUMO

Taira CL. Validacdo da PCR multiplex na deteccdo e identificacdo de
Candida spp. em infeccbes de corrente sanguinea de pacientes
pediatricos gravemente doentes [Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

A ocorréncia de candidemias em pacientes internados em unidades de
cuidados intensivos € um grave problema por estar relacionada a elevadas
taxas de mortalidade. Sinais e sintomas de infeccdo hematogénica causada por
Candida sp. sdo inespecificos, dificultando o diagndstico e representando um
desafio para o desenvolvimento de métodos diagndsticos que identifiguem
precocemente 0 agente em amostras clinicas. As metodologias tradicionais
(hemocultura e identificacdo fenotipica) e soroldgicas (deteccédo de [-D-
glucana, manana e anticorpos anti-manana) apresentam limitacbes de
sensibilidade e especificidade, sendo os métodos moleculares uma alternativa
para o diagnéstico dessas infeccBes. Neste trabalho foi desenvolvida uma
técnica de nested PCR multiplex capaz de identificar sete espécies de Candida
(C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae e
C. pelliculosa) diretamente em amostras sanguineas de pacientes com elevado
risco de desenvolver candidemias. Na primeira etapa de amplificacdo foram
utilizados primers universais para fungos (ITS1 e ITS4); e na segunda, 0s
primers espécie-especificos foram distribuidos em dois sistemas de
amplificacdo, a saber: um com primers para C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis e C. lusitaniae; e outro com primers para C. parapsilosis, C. krusei e
C. pelliculosa. A nested PCR multiplex foi capaz de detectar cerca de 4UFC/mL
das espécies envolvidas no estudo, ndo apresentando reatividade cruzada
guando avaliada com amostras de DNA de outros fungos e bactérias
envolvidos em episodios de infeccdo hematogénica. Foram analisadas 55
amostras obtidas de pacientes pediatricos internados em unidades de cuidados
intensivos do Instituto da Crianca do HC-FMUSP e do Hospital de Base da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - UNESP, com idades

variando de seis dias a 16 anos, apresentando Sindrome da Resposta



Inflamatdria Sistémica e/ou dois ou mais fatores de risco para infeccao fungica.
Também foi avaliado no estudo um grupo controle, composto por 28 criangas
sem risco de desenvolver fungemias, para verificacdo da ocorréncia de
possiveis reacdes inespecificas pela técnica molecular. As hemoculturas foram
positivas em oito pacientes (14,8%), tendo sido identificadas cinco C. albicans,
uma C. tropicalis, uma C. parapsilosis e uma C. krusei. Por outro lado, a
técnica de nested PCR multiplex detectou DNA de Candida em 13 pacientes
(23,6%), tendo havido concordancia na identificacdo das espécies em 100%
dos casos. Entretanto, ndo foi observada discordancia estatisticamente
significativa (p=0,063) entre as duas metodologias. Dos cinco pacientes com
hemoculturas negativas, a técnica molecular foi capaz de detectar dupla
candidemia em trés casos, identificando nessas amostras C. tropicalis e C.
parapsilosis simultaneamente. Nos cinco casos em que apenas a técnica de
PCR foi positiva, as amostras amplificadas foram sequenciadas, apresentando
similaridades de 99 a 100%, quando comparadas as sequencias de cepas de
Candida depositadas no GenBank. O tempo para execucdo da técnica e
liberag&o de resultados foi de aproximadamente 24 horas. O custo relativo aos
procedimentos realizados para execuc¢ao da PCR foi calculado e comparado ao
custo dos procedimentos executados nas hemoculturas, tendo sido mais baixo.
Os resultados demonstram que a nested PCR multiplex é técnica alternativa
para a deteccdo e identificacdo de espécies de Candida em pacientes com
risco de desenvolver candidemias, apresentando limiar de deteccdo adequado
e capacidade de identificar mais de uma espécie de Candida simultaneamente
em amostras clinicas. A técnica € ainda capaz de permitir a liberacdo de
resultados em menor tempo, além de apresentar menor custo, quando

comparada a metodologia convencional de cultivo.

Descritores: Candidemia/diagnostico, reacdo em cadeia da polimerase

multiplex, unidades de terapia intensiva, Candida, crian¢a, recém-nascido



SUMMARY

Taira CL. Validation of a PCR multiplex assay for detection and
identification of Candida spp. in bloodstream infections of critically ill
pediatric patients [Dissertation]. “Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2013.

The incidence of candidemia among intensive care unit patients is
associated with high mortality rates. The non-specific nature of the signs and
symptoms of this infection difficult the diagnosis. Development of methods that
allow early identification of the agent in clinical samples still represents a
challenge. Classical methodologies (blood cultures and phenotypic
identification) and serological tests (B-D-glucan and mannan detection; anti-
mannan antibodies) to diagnose candidemia lack sensitivity and specificity.
Molecular methods are an alternative approach to the diagnosis of candidemia.
In this work we developed a nested PCR multiplex assay able to identify seven
Candida species (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
krusei, C. lusitaniae and C. pelliculosa) directly in blood samples of patients at
high risk of candidemia. In the first stage of amplification universal fungal
primers (ITS1 and ITS4) were used and in the second stage, the species-
specific primers were divided into two amplification systems, one with primers
for C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis and C. lusitaniae, and another with
primers for C. parapsilosis, C. krusei and C. pelliculosa. The multiplex nested
PCR was able to detect approximately 4 CFU/mL of the seven Candida
species, and showed no cross reactivity when evaluated with samples of DNA
from other fungi and bacteria causing hematogenous infection episodes. We
analyzed 55 samples obtained from patients admitted to pediatric intensive care
units of the Instituto da Criangca do HCFMUSP and Hospital de Base of Medical
School from Sao José do Rio Preto - UNESP, with ages ranging from six days
to 16 years, presenting the Systemic Inflammatory Response Syndrome and/or
two or more risk factors of fungal infection. A control group of 28 children
without risk of fungemia, to check for occurrence of nonspecific reactions in the

molecular technique, was also evaluated. Blood cultures were positive in eight



patients (14.8%), five were identified as C. albicans, and the remaining as C.
tropicalis, C. parapsilosis and C. krusei. The nested multiplex PCR assay
detected Candida DNA in 13 patients (23.6%), and there was concordance in
species identification in 100% of the cases. In five patients with negative blood
cultures, the molecular technique was capable of detecting dual candidemia in
three patients’ samples, identifying C. tropicalis and C. parapsilosis
simultaneously. However, there was no statistically significant disagreement (p
= 0.063) between the two methods. In these five cases for whom only the PCR
was positive, the amplified samples were sequenced, showing similarities from
99 to 100% when compared with sequences of Candida strains deposited in
GenBank. Time for execution of the technique and release of results was about
24 hours. The cost of PCR assay was compared with the cost of the
conventional blood culture tests and was lower. In conclusion, we demonstrated
that the nested PCR multiplex developed in our laboratory is an alternative
technique for the detection and identification of Candida species in patients at
risk of candidemia, showing appropriate detection threshold and the ability to
identify simultaneously more than one Candida species in clinical samples. The
technique is also rapid, giving results in 24 h and exhibiting lower cost when
compared with the conventional culture methodology.

Descriptors: Candidemia/diagnosis, multiplex polymerase chain reaction,

intensive care units, Candida, child, neonate



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os avancos diagnosticos e terapéuticos tém
favorecido muitos pacientes (transplantados, onco-hematoldgicos, portadores
de doencas cronicas, imunossuprimidos, queimados, pacientes submetidos a
grandes cirurgias, entre outros), aumentando sua sobrevida; por outro lado,
esses pacientes tornam-se suscetiveis as infeccBes fungicas oportunistas
(Galvan e Mariscal, 2006). A elevada morbi-mortalidade e o0s custos
decorrentes do tratamento tornam essas infecces um importante problema de
salude publica. Diversos estudos revelam que as infec¢cdes hospitalares séo
responsaveis pelas complicagcdes mais frequentes no tratamento de pacientes
admitidos em unidades de cuidados intensivos, incluindo as pediatricas e
neonatais, onde a frequéncia das enfermidades causadas por fungos tém
aumentado, correspondendo a cerca de 20% de todas as infeccBes
nosocomiais (Yamamura et al., 2001; Colombo e Guimaraes, 2003; Franca et
al., 2008).

As leveduras do género Candida permanecem como principal causa de
infec¢Bes fungicas hospitalares (Pfaller e Diekema, 2007), ocupando o quarto
lugar na lista de agentes etioldgicos mais frequentemente isolados de infec¢des
hematogénicas em hospitais terciarios nos Estados Unidos (Wisplinghoff et al.,
2004). No Brasil, em estudo realizado por Colombo et al. (2006) em hospitais
terciarios, Candida também aparece como o quarto patégeno mais isolado de

hemoculturas.



1.1. Candida spp. e candidemias — Agente etioldgico, epidemiologia,
terapéutica e fatores de risco

As leveduras estdo entre os mais importantes fungos causadores de
infeccbes oportunistas, especialmente Candida albicans e Cryptococcus
neoformans, e as demais espécies destes géneros, bem como outras
leveduras que tém emergido como agentes infecciosos, tais como: Candida
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C.
krusei, C. dubliniensis, C. nivariensis, C. bracarensis, C. guilliermondii, C.
lusitaniae, Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii, Wickerhamomyces (Pichia)
anomalus (Candida  pelicullosa), Ogataea  (Pichia) polymorpha,
Blastoschizomyces capitatus, Cryptococcus gattii, Malassezia spp.,
Trichosporon spp., Rhodotorula spp., Sporobolomyces spp., e Pseudozyma spp
(Kurtzman et al., 2011).

Algumas espécies de Candida possuem uma relacdo comensal com
humanos, estando presentes na microbiota normal do trato gastrointestinal,
tecido muco-cutaneo e pele. No entanto, sendo patdgenos oportunistas, podem
explorar um desequilibrio local ou sistémico na defesa do hospedeiro e causar
doenca. As candidiases tornaram-se mais frequentes nas Ultimas décadas,
devido a enfermidades e terapias imunossupressoras, aumento de infecgdes
pelo HIV, aumento da sobrevida de pacientes criticos, entre outros fatores
(Kurtzman et al., 2011).

As leveduras do género Candida sédo ascomicetos pertencentes a familia
Saccharomycetaceae, e 0 género foi originalmente empregado para denominar

leveduras sem ciclo sexual (Kurtzman et al., 2011).



Candida albicans € a espécie mais frequentemente isolada, sendo
responsavel por 50 a 70% das infeccdes sistémicas; no entanto, desde os anos
1990, tém ocorrido mudancas nas espécies causadoras de infec¢ao, sendo C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei, as com maior frequéncia de
isolamento, depois de C. albicans, na maior parte dos paises, entre 0s quais o
Brasil (Wisplinghoff et al., 2004; Galvan e Mariscal, 2006; Colombo et al.,
2006). Candida albicans € dipldide, possui oito cromossomos e apresenta trés
morfologias distintas: levedura, pseudo-hifa e hifa verdadeira (Kim et al., 2011).
Como para outros patégenos, a viruléncia em C. albicans inclui o
reconhecimento do hospedeiro, através de mecanismos de adeséo e invasao
das células humanas, e a co-agregacdo com outros micro-organismos, para
prevenir ou reduzir a depuracédo pelo hospedeiro (Calderone e Fonzi, 2001).

Candida parapsilosis foi originalmente isolada em Porto Rico, em 1928,
das fezes de um paciente com diarréia, e foi descrita por Ashford originalmente
como Monilia parapsilosis. Diferentemente de C. albicans e C. tropicalis, esta
espécie ndo forma hifa verdadeira (Trofa et al., 2008). E frequentemente
isolada de sangue, pele, unhas, maos de trabalhadores da saude, e superficies
de plasticos hospitalares e dispositivos protéticos (Nosek et al., 2009). Candida
parapsilosis € considerada uma levedura patogénica emergente, e esta cada
vez mais associada a uma ampla gama de infec¢des, tais como fungemias,
vaginites, endocardites, artrites sépticas, endoftalmites e peritonites (Trofa et
al., 2008), além de estar relacionada a surtos em unidades de cuidados
intensivos (Diaz-Granados et al., 2008; Hernandez-Castro et al., 2010).
Recentemente, C. parapsilosis foi classificada como um complexo constituido

de trés diferentes espécies (C. parapsilosis stricto sensu, Candida orthopsilosis



e Candida metapsilosis) (Tavanti et al., 2005). Entretanto, pouco se sabe, até o
momento, sobre diferencas entre essas espécies quanto aos aspectos
epidemioldgicos, patogénicos e terapéuticos.

Candida tropicalis é uma levedura dipléide, que se apresenta na forma
de blastoconidios (isolados ou em grupos), podendo produzir pseudo-hifas
longas e também hifas verdadeiras; é um patdgeno humano oportunista, que
coloniza varios locais anatomicamente distintos, incluindo a pele e os tratos
gastro-intestinal, geniturinario e respiratorio, além de ser isolado de ambiente,
particularmente ambientes hospitalares. Infecgbes causadas por C. tropicalis
podem ter origem endogena, quando o individuo jA esta previamente
colonizado; mas também podem ter origem exdgena, através de contato com
profissionais da saude colonizados, cateteres, proteses, bem como solucfes
parenterais,previamente contaminadas (Negri et al., 2011).

Candida glabrata, levedura haploéide, foi originalmente classificada como
pertencente ao género Torulopsis, pela auséncia de formacao de pseudo-hifas;
contudo, em 1978, foi determinado que a habilidade de formar pseudo-hifas
nao era um fator necessario para pertencer ao género Candida, e a levedura foi
reclassificada neste género (Fidel et al., 1999). Nos EUA, € a segunda espécie
mais comumente isolada de hemoculturas e de candidiase vaginal (Linhares et
al., 2001; Sobel et al., 2004; Pfaller e Diekema, 2007). Candida glabrata é de
especial importancia devido a sua resisténcia aumentada para agentes
antifingicos do grupo dos azoéis (Fidel et al., 1999).

A possibilidade de C. krusei causar doenca no homem foi proposta por
Castellani, mais de 75 anos ap0s a descoberta do género Candida. Ao

contrario da maioria das espécies, as leveduras sado geralmente alongadas, e



geneticamente sdo as mais distantes em relacdo a C. albicans, entre as
espécies de importancia médica; podem ser isoladas de uma grande variedade
de ambientes, frutas, solo, alimentos, vinhos e cerveja (Samaranayake e
Samaranayake, 1994). Candida krusei tem sido reconhecida como patégeno
potencialmente multi-resistente a drogas, devido a resisténcia intrinseca ao
fluconazol combinada com relatos de sensibilidade diminuida a flucitosina e
anfotericina B (Pfaller et al., 2008).

O primeiro relato de infeccdo oportunista causada por C. lusitaniae em
paciente com leucemia aguda, bem como a capacidade dessa espécie de
desenvolver resisténcia a anfotericina B, foi descrito em 1979 (Blinkhorn et al.,
1989). Este patdgeno é hapldide e pode se apresentar na forma de pseudo-
hifa; sua fase teleomorfa é denominada Clavispora lusitaniae. Estudos tém
demonstrado que a prevaléncia entre isolados clinicos € baixa; em ambientes
hospitalares, essa levedura pode ser transmitida pelos profissionais da saude
(Kurtzman et al., 2011).

Candida pelliculosa € uma levedura frequentemente encontrada em
frutas, exsudatos de troncos de arvores, solo, vegetais e outros compostos
organicos; é descrita como responsavel por episddios de fungemia, tanto em
pessoas imunocompetentes, quanto em pacientes imunocomprometidos,
incluindo aqueles com AIDS (Barchiesi et al., 2005). Esta espécie tem chamado
a atencdo por estar relacionada a diversos surtos de fungemia em pacientes
pediatricos hospitalizados descritos na literatura (Aragédo et al., 2001;
Chakrabarti et al., 2001; Pasqualoto et al., 2007).

Candidemia é a presenca de Candida spp. na corrente sanguinea,

sendo essa condicdo definida nos diversos estudos divulgados na literatura,



quando pelo menos uma cultura de sangue é positiva para a levedura
(Colombo et al., 2006; Molina et al., 2012).

As candidemias podem ser adquiridas por via endbégena, pela
translocacdo do patdgeno através do trato gastrointestinal, local ricamente
colonizado por Candida. Desequilibrios na microbiota residente, procedimentos
cirdrgicos, desnutricdo grave, entre outros fatores, favorecem a translocacao da
levedura aos capilares mesentéricos, permitindo 0 acesso a corrente
sanguinea. Por via exdgena, as infeccbes podem ocorrer por intermédio das
maos contaminadas dos profissionais de saude, e pela utilizacdo de cateteres e
solucBes parenterais contaminadas (Tortorano et al., 2006; Perlroth et al.,
2007).

As taxas de mortalidade geral entre pacientes em condicfes clinicas
criticas com candidemia variam de 45 a 75%. Estes elevados indices podem
estar relacionados ao diagndéstico tardio, e a falhas no tratamento decorrentes
da demora na instituicdo da terapéutica, ou ainda a utilizacdo de antifungicos
inadequados. Devido a complexidade das condi¢des clinicas desses pacientes,
é dificil estimar a taxa de mortalidade atribuida a infec¢éo, que segundo alguns
autores, € da ordem de 20 a 40% dos casos (Gudlaugsson et al., 2003; Pfaller
e Diekema, 2007).

Estudos de vigilancia epidemiolégica em infec¢cdes hospitalares
causadas por Candida spp. tém sido realizados em diversos paises. Nos EUA,
a frequéncia de candidemias em ambientes hospitalares varia de 0,28 a 0,96
casos/1.000 internacdes, enquanto na Europa varia de 0,17 a 0,76 casos por
1.000 internacdes, dependendo do pais onde o estudo foi conduzido (Colombo

et al., 2006; Tortorano et al., 2006; Pfaller e Diekema, 2007).



No Brasil ha diversos relatos sobre a frequéncia dessas infecgcdes em
ambientes hospitalares, mas poucos sdo os dados especificos sobre a
frequéncia em criancas. Colombo et al. (2006) realizaram o maior estudo
prospectivo multicéntrico no Brasil, abrangendo 11 hospitais terciarios, e
encontraram elevada frequéncia de candidemias (2,49 casos/1.000
internacdes), de 2 a 15 vezes maiores que as referidas em paises da Europa e
nos EUA. Em 41% dos casos, C. albicans foi isolada, seguida de C.
parapsilosis e C. tropicalis, ambas em 21% dos casos.

No Rio Grande do Sul, Aquino et al. (2005) analisaram 131 episodios de
candidemia, em um periodo de seis anos, observando que 39,7% dos
pacientes pertenciam a UCIs, e 19,8% eram neonatos e criancas; a taxa de
mortalidade geral observada foi de 51,9%. Candida albicans foi a espécie mais
prevalente (45%), seguida de C. parapsilosis (24,4%) e C. tropicalis (15,3%).

Em outro estudo, realizado no Mato Grosso do Sul, entre dezembro de
1998 e outubro de 2006, foram analisados 25 isolados de casos de candidemia
em neonatos internados na UCI, e foi observado que 44% das amostras eram
C. albicans, 40% C. parapsilosis, 11% C. tropicalis e 4% C. glabrata;, a
mortalidade geral foi de 76% (Xavier et al., 2008).

Franca et al. (2008) realizaram um estudo transversal em hospital
terciario do Parana, observando, no periodo de trés anos, 100 episodios de
candidemia, dos quais 40 ocorreram em criancas, 80% delas com idade até
quatro anos. Entre a populacéo pediatrica, a maior frequéncia de isolamento foi
de C. albicans (65%), seguida de C. tropicalis em 15% dos casos.

Motta et al. (2010), no ano de 2006, analisaram 136 casos de

candidemia ocorridos no Hospital das Clinicas da FMUSP, e observaram



incidéncia de 1,87 casos por 1000 admissdes; C. albicans foi a espécie mais
isolada (52,2%), seguida por C. parapsilosis (22,1%), C. tropicalis (14,8%) e C.
glabrata (6,6%). No mesmo hospital, Girdo et al. (2008) realizaram um estudo
nas UCIs, avaliando um periodo de sete anos, e observaram 108 episodios de
candidemia: C. albicans foi a mais frequentemente isolada (40%), seguida por
C. tropicalis (34%) e C. parapsilosis (18%). A taxa de mortalidade geral
observada foi de 76%.

Em Sao Paulo, o Centro de Vigilancia Epidemiolégica (CVE) realiza a
captacdo de dados dos hospitais do Estado, sendo que o ultimo boletim sobre
infecgbes nosocomiais notificadas em 2009, demonstrou que Candida foi
responsavel por 6% dos micro-organismos isolados de hemoculturas em
pacientes com infec¢do hospitalar (Assis et al., 2010).

A Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar do Instituto da Crianca
do Hospital das Clinicas da FMUSP registrou que Candida spp. foram isoladas
da corrente sanguinea de 16 pacientes internados nas diversas unidades da
instituicdo nos anos de 2010 e 2011, sendo que o maior numero de episédios
ocorreu nas UCls e no servico de Cirurgia Infantil. As espécies mais isoladas
foram respectivamente C.albicans, C. parapsilosis e C.glabrata. Esta ultima foi
isolada somente dos pacientes cirlrgicos, que em sua maioria eram portadores
de sindromes relacionadas ao trato gastro-intestinal (comunicagéo pessoal).

Nas UCIs neonatais, as infec¢gdes por Candida séo causa frequente de
sepse, variando de 4 a 15% em criangcas com peso de nascimento < 1.500 g, e
de 12 a 20% nas que pesam menos de 1.000 g; as taxas de mortalidade geral
estdo na ordem de 30 a 60% dos casos. A maior parte das infeccdes é

causada por C. albicans e C. parapsilosis, mas nos ultimos anos tem ocorrido



aumento na frequéncia de infecgbes por C. tropicalis (Huskins e Goldmann,
2004; Singhi et al., 2004; Celebi et al., 2007; Spiliopoulou et al.; 2012). Nos
neonatos, particularmente os de baixo peso ao nascimento, episodios de
meningite estdo associados a mais de 50% dos casos de candidiase invasiva,
acarretando elevadas taxas de mortalidade ou sequelas no desenvolvimento
neuroldgico desses pacientes (Chapman, 2003).

Em estudo que avaliou dados sobre infeccBes de corrente sanguinea em
27 laboratorios hospitalares de cinco cidades colombianas no periodo de 2001
a 2007, observou-se que Candida spp. foram responsaveis por 5,2% das
infecgbes em pacientes internados em UCIs, sendo C. albicans a mais isolada,
seguida por C. tropicalis, enquanto C. parapsilosis foi a espécie mais isolada
nas UCIs pediatrica e neonatal (Cortés et al., 2011). Estudo realizado na india
por Awasthi et al. (2011) em pacientes pediatricos, mostrou que a maior
frequéncia de isolamento foi de C. tropicalis (70,8%). Em outro estudo realizado
por Celebi et al. (2012) em pacientes neonatais, observou-se maior frequéncia
de C. parapsilosis (57,1%) nos casos de candidemia.

O conhecimento sobre a ocorréncia das espécies de Candida em
infeccbes hematogénicas permite avaliar a eficAcia de novas terapias e
planejar novas estratégias preventivas. A introducdo dos triazolicos, na década
de 1990, possibilitou uma nova opcao de terapia contra infec¢bes fangicas
sistémicas. Desde entdo, particularmente o fluconazol tem sido amplamente
utilizado, demonstrando eficacia tanto no uso terapéutico como na profilaxia.
Na populacdo pediatrica, o fluconazol é bem tolerado e vem demonstrando a

mesma seguranca terapéutica observada nos adultos, bem como a eficacia
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como profilatico em neonatos e criancas com risco elevado de infeccéo fungica
invasiva (Fridkin et al., 2006).

Nas doses usuais, o fluconazol tem acéo fungistatica, e 0 Uso excessivo
pode acarretar o aparecimento de resisténcia em espécies antes suscetiveis.
Candida glabrata frequentemente demonstra resisténcia dose-dependente, e C.
krusei € intrinsicamente resistente, gracas a uma alteracdo na enzima alvo
deste triazdlico. Outra espécie que tem merecido atencdo é a C. lusitaniae,
com capacidade de desenvolver resisténcia induzida a anfotericina B. Assim, é
de extrema importancia a identificacdo da espécie de Candida para o
direcionamento do tratamento, devido a diferenca de suscetibilidade de cada
espécie aos antifungicos (Drago et al., 2004; McCrossan et al., 2007; Weitkamp
et al., 2008; Méan et al., 2008).

Diversos estudos tém avaliado os fatores predisponentes as infeccoes
invasivas por Candida, demonstrando através de analises multivariadas, que os
fatores de risco independentes que favorecem o desenvolvimento de
candidemias incluem: antibioticoterapia de amplo espectro, quimioterapia,
neutropenia, colonizacdo prévia por Candida, presenca de cateter venoso
central, nutricdo parenteral, cirurgias do trato gastrointestinal e hemodialise
(Colombo e Guimaréaes, 2003; Ostrosky-Zeichner, 2003; Pfaller e Diekema,
2007; Zaoutis et al., 2010). Na populacéo pediatrica, os recém-nascidos pré-
termo, criancas submetidas a cirurgias de grande porte, e pacientes internados
em UCIs constituem os grupos de maior risco (Marodi e Johnston Jr, 2007;

Zaoutis et al., 2010).
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1.2. Diagndostico laboratorial

Sinais e sintomas de infeccdo hematogénica por Candida sao muitas
vezes inespecificos. O desafio no diagnostico das candidemias reside na
identificacdo de pacientes de risco e no desenvolvimento de métodos
laboratoriais que as identifiquem precocemente (Alexander e Pfaller, 2006).

O isolamento da levedura a partir do sangue € considerado padrdo ouro
para diagnéstico das candidiases invasivas. Entretanto, a positividade das
culturas é estimada em torno de 30% a 60%, e em criancas prematuras, a
sensibilidade pode ser ainda mais reduzida, devido a dificuldade em se obter
volume de sangue adequado (Ellepola e Morrison, 2005; See, 2005; Zaoutis et
al., 2010). Em geral, os resultados das culturas sao obtidos somente apos 72
horas, muitas vezes requerendo uma semana até a identificacdo da espécie.
Esta demora pode ser crucial no caso de pacientes em estado critico,
particularmente naqueles que podem estar infectados com espécies de
Candida resistentes aos triazélicos (Pfaller e Diekema, 2007).

A identificacdo fenotipica convencional, por isolamento (crescimento em
agar Sabouraud dextrose e meios cromogénicos), assimilacdo e fermentagao
de aclUcares, em equipamentos semi-automatizados ou automatizados (API
20C AUX, ID 32C e Vitek® System), e teste do tubo germinativo, leva em torno
de quatro dias (lbelings et al., 2005; Liguori et al., 2007), havendo necessidade
da utilizacdo prévia de sistemas do tipo Bactec e BacT/Alert, que necessitam
de 35,3 £ 18,1 horas para identificagdo de C. albicans e 80 + 22,4 horas para
C. glabrata, chegando a um total de cinco a oito dias para a liberacdo do

resultado (Fernandez et al., 2009).
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Testes sorologicos para deteccao de anticorpos especificos empregando
diversos antigenos, entre 0s quais a manana e antigenos citoplasmaticos, tém
sido empregados nas formas sistémicas da infeccdo. Entretanto, apresentam
limitagcbes para o diagndstico de pacientes com imunocomprometimento, além
do valor preditivo positivo relativamente baixo, pela incapacidade de
diferenciarem pacientes com doenca sistémica, colonizados ou com
candidemia transitéria. Ensaios com anticorpos monoclonais tém sido utilizados
para a deteccdo de manana circulante; os kits comercialmente disponiveis
apresentam bons niveis de especificidade, mas a sensibilidade fica em torno de
50% dos casos de candidemia comprovados (Erjavec e Verweij, 2002;
Alexander e Pfaller, 2006; Pontén e del Palacio, 2007).

Atualmente varios grupos de pesquisa estdo em busca de marcadores
sorologicos para o diagnostico de candidemia em pacientes que apresentam
risco elevado para a infeccéo, entre os quais transplantados, pacientes onco-
hematogénicos, pacientes submetidos a cirurgias de grande porte e neonatos
de baixo peso. Deteccdo de B-D-glucana, manana e anticorpos anti-manana
sdo os marcadores mais pesquisados e avaliados (Alam et al., 2007; Arendrup
et al., 2010; Mokaddas et al., 2010; Nguyen et al., 2012).

Pelo fato de tais metodologias apresentarem limitagdes de sensibilidade
ou de especificidade, os métodos moleculares podem ser utilizados como
alternativa no diagnéstico das candidemias. O emprego da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para a deteccdo de Candida em amostras clinicas tem
sido relatado em diversas publicacbes (Ahmad et al., 2002; White et al., 2005;
Alam et al., 2007; Carvalho et al., 2007; Nguyen et al. 2012). O principal alvo

para as amplificacfes sdo as regides de sequéncias variaveis denominadas de
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interspace regions (ITS) localizadas entre as sequéncias conservadas das
por¢cdoes 18S, 5.8S e 28S do DNA ribossomal de fungos. A vantagem da
utilizacao destes alvos é que estdo presentes em multiplas copias no genoma,
aumentando ainda mais os niveis de sensibilidade dos testes (Iwen et al., 2002;
Avni et al., 2011).

Diversos estudos sobre diagnostico molecular de candidemias,
empregando a PCR ou modificagBes desta técnica, entre as quais a nested
PCR convencional, PCR multiplex ou PCR em tempo real, tém sido relatados
(Molina e Tobo, 2004). Os resultados tém demonstrado seu potencial para
detectar Candida em materiais clinicos, com sensibilidade e especificidade
elevadas, quando comparadas aos meétodos convencionais de diagndstico,
particularmente as hemoculturas (Chen et al., 2002; Ellepola e Morrison, 2005
Nguyen et al. 2012). Alguns estudos realizados com semi-nested ou nested
PCR demonstraram que a técnica aumenta o poder de deteccdo do patdgeno,
além de permitir a identificacdo das espécies, pela utilizacdo de primers
especificos na segunda etapa da reacdo (Ahmad et al., 2002; Alam et al.,
2007).

Em estudo realizado por Del Negro em 2008, a técnica de nested PCR
foi empregada para deteccao e identificagdo de cinco espécies de Candida em
pacientes pediatricos com risco de desenvolver candidemia. Foram analisadas
amostras de sangue de 58 pacientes internados na UTI do Instituto da Crianca
do Hospital das Clinicas da FMUSP, que apresentavam condi¢cdes
predisponentes para desenvolver infeccdo. A primeira amplificacdo identificou
um fragmento da regido ITS do DNA ribossémico de Candida, e a segunda

etapa amplificou fragmentos espécie-especificos para C. albicans, C. glabrata,
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C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei, separadamente. As hemoculturas
foram positivas em 15,5% dos pacientes, enquanto as amplificacées por PCR
detectaram DNA de Candida em 25,9% dos casos, incluindo todos os
pacientes com culturas positivas, e a diferenca foi estatisticamente significativa
(p=0,031). Em dois pacientes, a PCR identificou mais de uma espécie
infectante, o que ndo ocorreu pelas hemoculturas. Os resultados do estudo
demonstraram que a técnica de PCR apresentou maior poder de deteccdo de
Candida em amostras de sangue de pacientes com risco de desenvolver
candidemia, quando comparada as hemoculturas. No estudo, o numero de
testes moleculares foi elevado, considerando-se que para cada amostra do
paciente, foram utilizados sete diferentes sistemas de amplificacdo. Na
discusséo do trabalho, a autora propds o emprego da PCR do tipo multiplex,
que permitiria a deteccdo simultinea de espécies de Candida, com reduc¢ao
dos custos, possibilidade de analise para pequenas quantidades de DNA e
ganho de tempo para o diagnostico.

A técnica de PCR multiplex, entretanto, exige cuidados, particularmente
no delineamento dos primers, pois estes ndo devem interagir entre si, devem
possuir especificidade elevada e gerar amplificados de pesos moleculares
diferentes, permitindo analise direta dos amplificados em géis de agarose.
Além disso, ndo deve ocorrer perda de sensibilidade em relacdo as
amplificacdes realizadas separadamente para cada espécie (Méndez-Alvarez e
Pérez-Roth, 2004).

Carvalho et al. (2007) empregaram a PCR multiplex do tipo semi-nested
para a identificacdo de oito espécies de Candida em diversos materiais

clinicos, particularmente sangue, demonstrando elevada especificidade. O
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método também apresentou bom nivel de sensibilidade, pois foi capaz de
detectar aproximadamente duas células fungicas por ml de sangue.

A técnica de PCR em tempo real, que abriu novas perspectivas para o
diagnostico de infeccdes fungicas, é baseada em reacdes do tipo multiplex, e
tem demonstrado grande potencial para uso em rotina clinica, gracas a elevada
sensibilidade e especificidade, além de minimizar os riscos de contaminacéo
(Pryce et al., 2003; Maaroufi et al., 2004; Innings et al., 2007). No entanto, o
emprego rotineiro desta plataforma € ainda restrito pela falta de padronizacao e
custos relativamente elevados (Lau et al., 2010).

Disponibilizar métodos laboratoriais de diagnostico, mais rapidos e
confiaveis, aos pacientes com risco de desenvolver infec¢bes fungicas,
constitui ainda um desafio para profissionais da area da saude. A detecc¢éo do
patdgeno em estagios iniciais da infec¢do e a identificacdo precisa da espécie
sdo fundamentais para a introducdo precoce e adequada da terapéutica,

contribuindo para a reducéo da mortalidade atribuida a doenca.
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os meétodos de cultivo empregados no diagnoéstico das infeccdes
causadas por Candida apresentam limitagBes de sensibilidade, além do tempo
relativamente prolongado para a liberacdo de resultados. Para pacientes
pediatricos internados em UCIs, particularmente neonatos, a dificuldade na
obtencdo de amostras sanguineas em volumes adequados, prejudica ainda
mais a sensibilidade das culturas. A técnica de nested PCR multiplex pode ser
aplicada a pequenos volumes de sangue, permitindo diagndstico mais rapido
em relacdo as culturas, bem como a identificacdo precisa das espécies de

Candida.



17

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Validar e empregar a técnica de nested PCR multiplex para a deteccéo
molecular de sete espécies de Candida, em amostras sanguineas de pacientes
pediatricos internados em UCIs, comparando os resultados com os isolamentos

obtidos a partir das hemoculturas.

3.2. Especificos

3.2.1. Selecionar da literatura e/ou delinear primers para a identificacéo
molecular das espécies: Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae e C. pelliculosa.

3.2.2. Determinar os limiares de deteccdo e a especificidade dos
sistemas de amplificacdo da técnica de nested PCR multiplex;

3.2.3. Empregar a nested PCR multiplex em amostras sanguineas de
pacientes pediatricos com risco de desenvolver candidemia;

3.2.4. Verificar a concordancia entre os resultados obtidos pelas
hemoculturas e pela nested PCR multiplex, em relacdo a deteccéo do patdogeno
e a identificacdo das espécies de Candida.

3.2.5. Avaliar o custo da técnica de nested PCR multiplex para a
deteccdo e identificacdo das espécies de Candida em amostras sanguineas,

comparando ao custo das hemoculturas.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da FMUSP -
Protocolo n° 0426/10 (Anexo A) e Comissdo de Pesquisa e Etica da Faculdade
de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP/UNESP) — Protocolo n°

087/2010.

4.1. Pacientes

Foram analisadas amostras sanguineas de pacientes internados na
Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal (UCINE) e na Unidade de Terapia
Intensiva Pediatrica (UTI) do Instituto da Crianca (ICr) do HC-FMUSP, e de
pacientes neonatos da UCI do Hospital de Base da Faculdade de Medicina de
Sdo José do Rio Preto (FAMERP/UNESP). Como grupo controle, foram
utilizadas amostras sanguineas obtidas de criancas atendidas na Clinica de
Cirurgia Pediatrica do ICr-HCFMUSP.

Todas as coletas foram realizadas com a concordancia dos pais e/ou
responsaveis, com assinatura dos termos de consentimento livre e esclarecido

(Anexos B e C).

4.1.1. Critérios de incluséo e excluséao

No estudo, foram incluidos pacientes internados em UCIs, que
apresentavam sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) e/ou dois ou
mais fatores de risco para desenvolver fungemia (doencas de base
imunossupressoras, doencas malignas, cirurgias de grande porte, transplantes,

antibioticoterapia de amplo espectro por mais de 72 horas, presenca de cateter
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venoso central, quimioterapia, nutricdo parenteral, ventilagdo mecanica, entre
outros).

Foram excluidos os pacientes cujas coletas ndo foram realizadas
simultaneamente para hemoculturas e PCR, e/ou que estavam recebendo
terapia antifingica ha mais de 48 horas no momento das coletas; e ainda
quando o periodo entre as coletas e 0 processamento das amostras

sanguineas, mantidas em geladeira, foi maior do que cinco dias.

4.1.2. Pacientes internados nas UClIs

Este grupo foi constituido por 14 neonatos e 30 pacientes com idade
entre um més e 16 anos, mantidos nas UCIs do ICr-HC-FMUSP; e 10 neonatos
internados na UCI do Hospital de Base da FAMERP. Um a dois mililitros de
sangue foram assepticamente coletados para as hemoculturas em baldes
Bactec Péds Plus/F (Becton Dickinson), e o0 mesmo volume foi
simultaneamente coletado em tubos com EDTA para a realizacéo da técnica de

PCR.

4.1.3. Grupo controle

Vinte e oito criangas atendidas na Clinica de Cirurgia Pediatrica do ICr-
HC-FMUSP, para a realizacdo de pequenas cirurgias, tais como correcdo de
fimose, hérnia umbilical ou inguinal, etc., sem risco de desenvolver infeccao
fungica, foram incluidas no estudo como grupo controle. As coletas de sangue
para a PCR foram realizadas no mesmo momento das coletas para a
realizacdo de hemogramas e coagulogramas, solicitados pela equipe cirurgica
como exames pré-operatorios. Neste grupo néo foram realizadas coletas para

hemoculturas.
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4.2. Amostras de sangue para realizacdo das hemoculturas

As hemoculturas dos pacientes internados no ICr foram realizadas no
Setor de Microbiologia da Divisdo do Laboratério Central (DLC) do HC-FMUSP.
Os balbes de cultura Bactec Péds Plus/F (Becton Dickinson) foram incubados
no equipamento Bactec™ série 9000, e as leveduras, quando isoladas, foram
identificadas pelo sistema Vitek®2 (bioMérieux). Os resultados das
hemoculturas foram obtidos através de consulta ao sistema eletrdnico de
informacéao hospitalar (SIGH) da DLC.

Para os pacientes do Hospital de Base da FAMERP, as hemoculturas

foram realizadas pela mesma metodologia.

4.3. Extracdes de DNA das amostras sanguineas dos pacientes

Apos as coletas, as amostras foram mantidas em geladeira e recolhidas
pela equipe do laboratério no mesmo dia; quando as coletas foram realizadas
nos finais de semana, as amostras de sangue ficaram armazenadas na
geladeira até o inicio da semana seguinte.

No total, foram processadas 55 amostras de 54 pacientes, pois de um
paciente foram obtidas duas amostras de sangue, com intervalo de mais de um
meés entre as coletas, tendo sido consideradas como amostras diferentes.

As extracdes de DNA foram realizadas de acordo com a técnica descrita
por Loeffler et al. (1997), com algumas modificacdes.

O volume de sangue coletado foi transferido para tubos tipo Falcon de
15 ml e foram acrescentados 13 ml de tampao blood lysis 1x (NH4Cl 155 mM;
KHCO3; 10 mM; EDTA 1 mM; pH 7,4). Os tubos foram mantidos em banho de

gelo por 30 minutos, para acelerar a lise das heméacias. ApOs este periodo, os
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tubos foram retirados do gelo e centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C
em centrifuga refrigerada (RT6000D, Sorvall). O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado com auxilio de pipeta Pasteur descartavel. Aos tubos,
foram acrescentados mais 5 ml de solugcdo de blood lysis 1x, submetidos a
agitacao cuidadosa por alguns segundos em agitador tipo vortex, e novamente
centrifugados a 3.000 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado e, ao
pellet de células, foi acrescentado 1 ml de tamp&o nucleo lysis 1x (Tris-HCI pH
8,0 10 mM; NaCl 0,4 mM; EDTA 2 mM). Os tubos foram entdo vigorosamente
agitados em voértex, para romper as membranas celular e nuclear, e liberar as
leveduras presentes na amostra. Em seguida, a mistura foi transferida para
dois microtubos de 1,5 ml, com auxilio de pipeta Pasteur, em volumes de cerca
de 500ul em cada um. Aos tubos foram adicionados 250 U/ml da enzima
liticase (L-4276, Sigma) e 2% de B-mercaptoetanol (Merck), e os mesmos
foram mantidos em banho seco a 37°C por 2h30min. Apds incubacdo, os
microtubos foram centrifugados a 13.800 rpm por 20 minutos a 4°C, em
centrifuga refrigerada (5804R, Eppendorf). Os sobrenadantes foram retirados
com auxilio de micropipeta. As etapas a seguir foram realizadas utilizando-se o
QIAamp® DNA Mini kit (Qiagen), de acordo com as instrucdes fornecidas pelo
fabricante. Sobre o pellet foram pipetados 180 ul da solugdo ATL e 20 ul de
proteinase K 20 mg/ml (Sigma). Os tubos foram agitados vigorosamente por 1
minuto e incubados a 56°C por 15 minutos em banho seco. Apds incubacéao,
foram adicionados 200 pl da solugdo AL e os tubos foram agitados
vigorosamente por 15 segundos em vortex; em seguida, foram incubados a
70°C por 10 minutos. Foram acrescentados 200 pl de etanol absoluto (Merck),

os tubos foram agitados por 15 segundos em vortex e os conteudos foram
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pipetados nos tubos contendo “colunas” para retencdo do DNA. Estes tubos
foram entdo submetidos a centrifugacédo a 8.000 rpm por 1min a 4°C; foram
realizadas duas lavagens com as solugbes Wash 1 e Wash 2 com
centrifugacdo a 8.000 e 13.800 rpm, respectivamente para cada uma das
lavagens. Em seguida, foram acrescentados 100 ul de solugdo AE, os tubos
foram mantidos por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugados
novamente a 8.000 rpm por 1 min a 4°C. Os eluatos contendo o DNA foram
coletados para microtubos limpos, que foram devidamente identificados com o
namero da amostra e iniciais do nome do paciente. A determinacdo da
concentracdo de DNA das amostras foi realizada em espectrofotémetro
Nanodrop 1000 (Thermo), com leituras a 230, 260 e 280 nm. O material foi

mantido a -20°C até o momento do uso.

4.4. Extracdes de DNA das amostras sanguineas do grupo controle

As extracoes foram realizadas pela metodologia proposta por Miller et al.
(1988). Os volumes de sangue coletados (2 a 3 ml) foram adicionados a tubos
tipo Falcon de 15 ml e acrescentou-se solucédo blood lysis 1x até completar o
volume de 14 ml; os tubos foram incubados por 30 minutos em banho de gelo
para promover a lise das hemacias. Os tubos foram entdo centrifugados por 15
minutos a 3.000 rpm a 4-C (RT6000D). O sobrenadante foi desprezado e foram
acrescentados mais 5 ml de blood lysis 1x ao pellet de células, centrifugando-
se novamente a 4-C por 5 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi novamente
desprezado e acrescentou-se 3 ml de solugdo nucleo lysis 1x agitando em
vortex para promover a lise celular e nuclear. Foram entédo adicionados 10 pl de

proteinase K 20mg/ml (Sigma) e 300 ul de SDS a 10% (Sigma). A solucao foi
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misturada por inversdo e os microtubos incubados a 37°C overnight. Apos a
incubacédo, adicionou-se 1 ml de solucdo saturada de NaCl 6 M, agitou-se
vigorosamente por 30 segundos e o material foi centrifugado por 20 minutos a
2.500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo Falcon de
15 ml e foram adicionados cerca de 8 ml (duas vezes o volume de material) de
etanol absoluto (Merck). Homogeneizou-se por inversdo para promover a
precipitacdo do DNA, o precipitado foi retirado com o auxilio de uma ponteira e
transferido para um microtubo de 1,5 ml. Para retirar o excesso de NaCl,
realizou-se uma lavagem com 500 pl de etanol 70% e posterior centrifugacéo a
13.800 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o microtubo
foi submetido a centrifugacao a vacuo (miVac Duo concentrator, Genevac) para
evaporacao completa do etanol 70%. ApGs essa etapa, foram adicionados ao
precipitado de DNA, de 100 a 400 ul de tampédo TE (Tris-EDTA 0,1M), na
dependéncia do pellet de DNA obtido. A determinacdo da concentracdo de
DNA das amostras foi realizada em espectrofotometro Nanodrop 1000, nos
comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm. As amostras foram

armazenadas a -20°C até o momento do uso.

4.5. PCR universal para DNA genémico humano

Todas as amostras de DNA obtidas dos pacientes e das criancas do
grupo controle foram submetidas as reacbes de PCR que amplificam um
fragmento do gene da proteina B-actina humana.

As amplificacdes para B-actina tiveram por objetivo assegurar que as
amostras de DNA extraidas estivessem em condicdo de serem amplificadas,

ou seja, sem fragmentacdes ou presenca de inibidores da PCR (Del Negro,
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2008). Estas reacOes foram realizadas em volume total de 25 pl de solugao,
contendo tampéo da enzima 1x (Invitrogen), 200 uM de dNTP (GE Healthcare),
0,4 pM dos primers Bl (5-GTGGGCGCCCCAGGCACCA-3) e P2 (5-
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3), 1,5 mM de MgCl,; 1,25 unidades da
enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA obtidos das amostras
de sangue. As condicbes de amplificacdo foram: denaturacdo inicial de 5
minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 45°C e 1
minuto a 72°C, com extenséo final de 5 minutos a 72°C, em termociclador
(Veriti, Applied Biosystems).

Os resultados foram observados apds eletroforese dos amplificados,

conforme metodologia descrita no item 5.4.1.

4.6. Extracdes de DNA dos protétipos de Candida spp. e PCR universal
para fungos

As cepas de Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei, C. pelliculosa e C. lusitaniae empregadas no estudo foram
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC) e estavam
armazenadas, sob congelamento a -80°C, na colecado de culturas de fungos do
Laboratério de Micologia Médica (LIM-53) do Instituto de Medicina Tropical de
Sé&o Paulo/USP.

Para o estudo, as cepas foram descongeladas e semeadas em agar
Sabouraud dextrose (Difco); apds crescimento em cultura (48 horas), as
leveduras foram semeadas em CHROMagar Candida Medium (Becton
Dickinson) para a verificacdo da pureza das col6nias.

As extragcbes de DNA foram realizadas a partir da suspensdo das

leveduras contendo 10° células/ml, de acordo com a metodologia descrita por
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Van Burik et al. (1998), com algumas modificacées: 1 ml da suspensao foi
submetido a centrifugacdo a 13.500 rpm por 10 minutos, e ao pellet de células
foram adicionados 600 pl de uma solugdo contendo 50 mM TRIS, 10 mM
EDTA, 250 U/ml de liticase (L4276, Sigma) e 2% de p-mercaptoetanol (Merck).
Os tubos foram mantidos a 37°C por 2h30min para a digestdo da parede
celular. Foram adicionados a suspensdo dos esferoplastos, 0,2% de
dodecilsulfato de sédio (Sigma) e 200 ug/ml de proteinase K (Sigma), e os
tubos mantidos a 65°C por 45 minutos para lise nuclear e digestao proteica. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e 0s
sobrenadantes transferidos para tubos limpos. Para a precipitacdo do DNA,
acrescentou-se isopropanol (Merck) v/v, e as amostras foram mantidas a -20°C
por uma noite. Apos centrifugacdo a 13.500 rpm por 20 minutos, foram
adicionados ao pellet contendo o DNA, 500 pl de etanol a 70% e os tubos
foram novamente centrifugados a 13.500 rpm por 5 minutos. O pellet final de
DNA foi solubilizado em solugdo de Tris-EDTA. As concentracdes de DNA
obtidas destas extracdes foram determinadas por espectrofotometria a 230,
260 e 280 nm em Nanodrop 1000.

Em seguida aos procedimentos de extracdo, foram realizadas as PCR
com primers universais para fungos (Luo e Mitchell, 2002): ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3').

Foram preparados 25 ul de solugdo contendo tampao da enzima, 200
MM de dNTP; 0,4uM de cada um dos primers ITS1 e ITS4; 1,5 mM de MgCl,,
1,25U da enzima Taq DNA polimerase e 1 ng de DNA das cepas de Candida.
As condi¢cBes de amplificacdo foram: denaturacao inicial de 5 minutos a 95°C,

seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a 72°C,
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com extensdao final de 5 minutos a 72°C, em termociclador Veriti. A visualizacéo
dos resultados da PCR universal para fungos foi realizada conforme descri¢cao

no item 5.4.1.

4.7. Sistemas e condicOes de amplificacdo da nested PCR multiplex para
as amostras de DNA dos pacientes do estudo

A metodologia de nested PCR multiplex consistiu em duas etapas de
amplificacdo. Na primeira foram utilizados os primers ITS1 e ITS4; e na
segunda etapa, foram utilizados dois sistemas de amplificacdo com primers
para C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei, ja
utilizados anteriormente por outros autores (Bougnoux et al.,1999; Luo e
Mitchell, 2002). Para C. lusitaniae e C. pelliculosa, os primers foram delineados
no presente estudo, com o auxilio dos programas PrimerQuest®", ClustalW2 e
Primer-BLAST. A utilizacdo destes programas também possibilitou a verificacao
de possiveis ligacdes, de todos os primers selecionados para o estudo, com
sequéncias génicas de outros géneros e espécies de fungos (Cryptococcus sp.,
Rhodotorula sp., Trichosporon sp., Fusarium sp., Aspergillus sp.), bem como de
bactérias frequentemente isoladas em episddios de sepse em pacientes
pediatricos (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes,
S. pneumoniae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa).

Na Tabela 1, estdo descritos os primers e respectivos tamanhos dos

amplificados, utilizados nos sistemas de amplificacdo da nested PCR multiplex.
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Tabela 1: Primers utilizados nas amplificacfes pela nested PCR multiplex

Primers Sequéncia (5—»3’) Amplificado Referéncias

ITS1/4 F- TCCGTAGGTGAACCTGCGG variavel Luo e Mitchell, 2002
R- TCCTCCGCTTATTGATATGC

CALB1/2 F- TTTATCAACTTGTCACACCAGA 272pb Luo e Mitchell, 2002
R- ATCCCGCCTTACCACTACCG

CGL1/2 F- TTATCACACGACTCGACACT 423pb Luo e Mitchell, 2002
R- CCCACATACTGATATGGCCTACAA

CTR1/2 F- CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT 357pb Luo e Mitchell, 2002
R- TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT

CPAR3/2 F- GCCAGAGATTAAACTCAACCAA 297pb Luo e Mitchell, 2002
R- CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC

CKR2/3 F- ACTACACTGCGTGAGCGGAA 362pb Bougnoux et al.,1999
R- ACTACACTGCGTGAGCGGAA

CLU1/2 F- GCGATACGTAGTATGACTTGCAG 137 pb *

R- GATATTTCGGAGCAACGCCTAACC
CPEL F/R F-GAACTTTGCTTTGGGTGGTGAG 160 pb *

R- CTTCATCGTTGCGAGAACCAAG

F = forward; R = reverse; CALB = C. albicans; CGL = C. glabrata; CTR = C. tropicalis; CPAR =
C. parapsilosis; CKR = C. krusei; CLU = C. lusitaniae; CPEL = C. pelliculosa

* = primers delineados no estudo; pb=pares de base

Na primeira etapa de amplificacdo, foram preparados 25 pl de solugao
contendo tampé&o da enzima 1x (Invitrogen); 200 uM de dNTP; 0,2 uM dos
primers ITS1 e ITS4; 1,5 mM de MgCl,; 1,25 unidades da enzima Platinum Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA total das amostras sanguineas.
As condi¢des de amplificacdo foram: denaturacao inicial de 5 minutos a 95°C,
seguida de 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 50°C e 45
segundos a 72°C, com extenséo final de 5 minutos a 72°C, em termociclador
Veriti.

A segunda etapa de amplificacdo foi idealizada para dois sistemas
diferentes, considerando-se a necessidade de diferenciar as espécies de
Candida através dos diferentes tamanhos dos amplificados analisados em géis
de agarose. O sistema 1 foi composto por primers de C. albicans (CALB), C.

tropicalis (CTR), C. glabrata (CGL) e C. lusitaniae (CLU); e o sistema 2, por
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primers de C. pelliculosa (CPEL), C. parapsilosis (CPAR) e C. krusei (CKR)
(Tabela 1).

Em relacdo a concentracdo dos primers na mistura de reagentes, 0s
testes foram iniciados com concentracfes equimolares (0,4 uM), mas durante a
padronizacdo das condi¢cdes de amplificacdo, essas foram sendo ajustadas.
Para o sistema 1, contendo os primers CALB, CTR, CGL e CLU, ficaram
definidas as concentracdes de 0,20 uM; 0,12 uM; 0,30 pM e 0,10 uM,
respectivamente. Ja para o sistema 2, as concentra¢fes de 0,20 uM; 0,12 uM e
0,15 uM foram definidas para CKR, CPEL e CPAR, respectivamente.

Para os dois sistemas (1 e 2) da segunda etapa de amplificacdo, foram
avaliadas diferentes composicfes da mistura de reagentes, adicionando-se aos
demais componentes, substancias como glicerol (Sigma), soro albumina bovina
(BSA, Sigma) e dimetilsulféxido (DMSO, Merck) em diferentes concentracées,
com o intuito de melhorar a especificidade e eficiéncia das amplificagoes.

Apbs diversos experimentos, definiu-se a composi¢cdo dos reagentes de
ambos os sistemas, conforme descrito a seguir: foram preparados 25 pul de
solucdo contendo tampao da enzima 1x, 200 yM de dNTP; primers nas
concentracbes determinadas; 1,5 mM de MgCl,; 1,25 unidades da enzima
Platinum Tag DNA polimerase, 5% de DMSO (Merck), e foram adicionados 2 pl
do produto da primeira amplificacdo, diluidos a 1:100 (Sambrook e Russell,
2001).

As condi¢bes de amplificacdo foram definidas, utilizando-se o sistema
touchdown (Roux, 2009): denaturacéo inicial de 5 minutos a 95°C, seguida de
10 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 67-58°C (temperatura

decrescente de 1°C por ciclo) e 45 segundos a 72°C, seguidos de 20 ciclos de
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45 segundos a 95°C, 45 segundos a 58°C, 45 segundos a 72°C, com extensao

final de 5 minutos a 72°C, em termociclador Veriti (Esquema 1).

1° round

ITS 1/4

95°C — 5 minutos

95°C - 45 segundos
50°C - 45 segundos
72°C — 45 segundos

72°C — 5 minutos

35 ciclos

\

1:100

2° round

SISTEMA 1
95°C — 5 minutos

95°C - 45 segundos
67 - 58°C — 45 segundos | 10 ciclos (-1°C)

72°C — 45 segundo

95°C - 45 segundos
58°C — 45 segundos 20 ciclos
72°C — 45 segund

72°C — 5 minutos

/

SISTEMA 2
95°C — 5 minutos
95°C - 45 segundos
67 - 58°C — 45 segundos |10 ciclos (-1°C)
72°C - 45 segundos
95°C — 45 segundos
58°C - 45 segundos
72°C — 45 segundos

72°C — 5 minutos

20 ciclos

Esquema 1. Sistemas de amplificacdo da nested PCR multiplex; (-1°C) = decréscimo de 1°C

de temperatura a cada ciclo (touchdown)

4.8. Avaliacdo do limiar de deteccdo de DNA de Candida spp. pela nested

PCR multiplex

Foram utilizadas as mesmas condi¢des de reacao descritas no item 4.7,

aplicando-se 50 ng de DNA humano extraido de sangue de individuo higido,

misturados a diluicbes de DNA das espécies de Candida, de 1,5 nanograma

até atingir 15 fentogramas.
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4.9. Avaliacdo da especificidade das PCR em relacdo a outros agentes de
infeccdo hematogénica e entre as espécies de Candida

Apoés determinacéo do limiar de deteccao, foi avaliada a especificidade
da técnica, para se verificar a possibilidade de reacdes cruzadas com agentes
bacterianos (S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, E. coli, E. faecalis, P.
aeruginosa), com outros géneros de fungos (Cryptococcus neoformans,
Trichosporon sp., Rhodotorula sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.) e outras
espécies de Candida (C. famata, C. kefyr e C. guilliermondii). As extracGes de
DNA desses isolados de fungos foram realizadas conforme protocolo descrito
no item 4.6.

Para as extracbes de DNA das bactérias foi utilizado o QIAmp® DNA

mini kit, conforme protocolo recomendado pelo fabricante e descrito a seguir.

4.9.1. Extracdes de DNA das bactérias Gram negativas e Gram
positivas

Para as bactérias Gram negativas, 1 ml de uma suspensdo com 10°
células foi centrifugada a 7.500 rpm por 10 minutos e, ao pellet de células
foram adicionados 180 pl de solugdo ATL, agitando-se vigorosamente em
vortex. Foram adicionados 20 ul de proteinase K 20 mg/ml (Sigma), os tubos
foram novamente agitados em vértex e incubados a 56°C por 1 hora, agitando-
se os tubos ocasionalmente. Em seguida, foram adicionados 200 pl de solugdo
AL, os tubos foram agitados em voértex por 15 segundos e incubados a 70°C
por 10 minutos. Adicionou-se 200 ul de etanol absoluto a mistura, e os tubos
foram novamente agitados em vértex. Cuidadosamente, pipetou-se a mistura
em tubos contendo “colunas” para a retengao do material genémico, e

centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. Ao material absorvido na coluna,
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foram adicionadas solugdes de lavagem Wash 1 e Wash 2 e, em seguida foram
adicionados 200 pl do Buffer AE para eluicdo do DNA; apés 5 minutos a
temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto.

Para as bactérias Gram positivas preparou-se uma suspensdo em 1 ml
de agua estéril e centrifugou-se a 7.500 rpm por 10 minutos. Ao pellet de
células, foram adicionados 180 pl de solucédo de lisozima 20 mg/ml em solucéo
contendo Tris-HCI 20 mM pH 8,0; 2 mM de EDTA e 1,2% de Triton® (Baker
Chemical). Os tubos foram incubados por 30 minutos a 37°C. Em seguida,
adicionaram-se 20 pl de proteinase K 20 mg/ml e 200 pl de solucédo AL. Os
tubos foram agitados rapidamente no vortex e incubados a 56°C por 30
minutos, e depois a 95°C por 15 minutos. A partir desta etapa, passou-se a
seguir o mesmo protocolo utilizado para as bactérias Gram negativas.

As concentracdes de DNA obtidas destas extracfes foram determinadas
por espectrofotometria em comprimentos de 230, 260 e 280 nm em Nanodrop

1000.

4.9.2. Amplificacdes das amostras de DNA de bactérias e de outros
fungos com primers universais

As amostras de DNA extraidas das bactérias foram submetidas as PCR
com primers que amplificam uma sequéncia da regido 16S do DNA ribossomal
(F: 5-CGTAAGGGCCATGATGACT-3 e R: 5'- CAGCTCGTGTCGTGAGATGT-
3’). Para as amplificacbes, foram preparados 25 pl de solucdo contendo
tampao da enzima 1x; 200 uM de dNTP; 0,5 uM dos primers; 1,5 mM de MgCly;
1,25U da enzima Taq DNA polimerase e 1 ng de DNA das bactérias. As

condi¢cdes de amplificacdo foram: denaturagdo inicial de 5 minutos a 95°C,
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seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 53°C e 1 minuto a
72°C, com extenséo final de 10 minutos a 72°C, em termociclador Veriti.

Com o mesmo objetivo, as amostras de DNA de outros fungos e de
outras espécies de Candida foram submetidas as amplificacdes com os primers
ITS 1 e ITS4, conforme descrito no item 4.6.

Uma vez verificada a qualidade dessas amostras de DNA, as mesmas
foram entdo submetidas a nested PCR multiplex, nas mesmas condi¢des
descritas no item 4.7, adicionando-se aos tubos de reacdo 1 ng de DNA de
cada micro-organismo. Além desses testes, também foi verificada a
possibilidade de reatividade cruzada entre as sete espécies de Candida

envolvidas no estudo.

4.10. Deteccédo dos materiais amplificados nas reacfes de PCR

A deteccdo dos amplificados foi realizada em géis de agarose
(Invitrogen) na concentracdo de 2% para as reagdes de PCR universais (-
actina, ITS e 16S), e a 2,5% para as reacfes de nested PCR. As eletroforeses
foram realizadas em cubas horizontais Horizon H-58 (Life Technologies), em
tampédo TAE 1x (TRIS-&cido acético-EDTA pH 8,0), a 80V por 45 minutos Apds
eletroforese, os géis foram corados com GelRed™ (Biotium), e os resultados

registrados em sistema de fotodocumentagéo (UVITEC).

4.11. Sequenciamento automatizado dos produtos de PCR das amostras
clinicas

Para os casos em que as amostras de DNA de pacientes resultaram
positivas em algum dos dois sistemas de amplificacdo, mas os resultados das
hemoculturas foram negativos, os produtos das PCR foram sequenciados no

equipamento ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems).
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Apos eletroforese dos amplificados obtidos nos sistemas 1 e/ou 2, as
bandas visualizdas nos géis foram “recortadas” com auxilio de bisturi, e
transferidas para microtubos de 1,5 ml. Os fragmentos foram submetidos a
purificagéo pelo kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), de
acordo com protocolo do fabricante. Em seguida, os produtos purificados foram
quantificados em gel de agarose a 2%, comparando-se a intensidade das
bandas com o marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen).

Para as reacdes de sequenciamento, aproximadamente 100 ng dos
purificados e 2,5 pl dos primers foward e reverse a 5 uM, em tubos separados,
foram enviados ao Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de
Biociéncias da USP.

As sequéncias foram analisadas, com auxilio do software Sequence
Scanner v1.0 (Life Technologies) e foram alinhadas pelo programa ClustalW?2.
As sequéncias nucleotidicas consenso obtidas foram comparadas as
sequéncias de cepas de Candida de referéncia, disponiveis no GenBank, com

o auxilio do programa BLAST.

4.12. Controle dos processos de amplificagcéo e dos riscos bioldgicos
Para diminuir os riscos de contaminacdo das reacdes de dupla
amplificacdo de PCR, foram utilizados espacos fisicos diferentes para cada
etapa do processo (preparo dos reagentes, extracdo das amostras clinicas e
reacoes de amplificacdo). Também foram empregados materiais descartaveis
“‘DNase” e “RNase-free”, além de micropipetas, aventais e luvas descartaveis

especificos de cada uma das areas fisicas. Para evitar a utilizacdo do brometo
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de etideo, optou-se pelo uso do corante GelRed™

(Biotium), que é néo-
citotoxico e ndo mutagénico nas concentracfes utilizadas na coloracdo dos

geis.

4.13. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa SPSS
(“Statistical Package for the Social Sciences”) — versdo 13.0.

A concordancia entre os resultados obtidos pelas duas técnicas (PCR e
hemoculturas) foi avaliada pelo teste de McNemar (Kirkwood, 1988), adotando-

se o nivel de significancia de 5%.

4.14. Calculo e comparacédo de custos entre a nested PCR multiplex e as
hemoculturas

O custo total do teste de hemocultura para isolamento e identificacdo de
Candida em amostras sanguineas foi calculado pela equipe do Setor de
Microbiologia da DLC-HCFMUSP, considerando-se apenas 0S custos
envolvidos na aquisicdo dos materiais utilizados para as andlises: baldes de
hemocultura Bactec, Chromagar® Candida e demais materiais envolvidos na
identificacéo das leveduras pelo sistema Vitek™2.

Para o calculo dos custos da técnica de PCR multiplex foram
considerados os valores dos materiais empregados para a realizacao de todas
as etapas, desde o processamento da amostra de sangue até a deteccéo do
material amplificado. Para efeito de comparacdo com o custo da hemocultura,
foram calculados os custos da PCR multiplex realizada com apenas uma
amostra de sangue e com 10 amostras analisadas simultaneamente.

Os valores finais dos custos, tanto para a hemocultura como para a PCR

multiplex, ndo incluiram custos indiretos (mdo de obra, estrutura fisica,
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aguisicdo de equipamentos, etc.), mas em ambos os casos, 20% do valor foi
acrescido ao custo final, considerando-se a possibilidade de repeticdo dos

testes.
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5. RESULTADOS

5.1. Dados demogréaficos e condi¢fes clinicas dos pacientes

Dos 54 pacientes incluidos no estudo, 32 eram do sexo masculino e 22
do sexo feminino, com idade variando de seis dias a 16 anos. Quarenta e
quatro pacientes apresentavam sindrome da resposta inflamatoria sistémica.
Todos os pacientes recebiam antibioticoterapia ha mais de 72 horas no
momento das coletas para as hemoculturas e para as PCR; 49 utilizavam
cateter venoso central, e 38 receberam terapia antifungica, principalmente
fluconazol, apds a suspeita de infeccdo por Candida. As condic¢des clinicas,
fatores de risco, resultados das hemoculturas e das PCR, bem como a

evolucdo dos pacientes estdo descritos nos Anexos D1 e D2.

5.2. Avaliacdo das amostras de DNA obtidas dos pacientes e do grupo
controle

As 55 amostras de DNA extraidas dos 54 pacientes, e as 28 amostras
das criancas do grupo controle, amplificaram pelas reacdes de PCR para o
gene da B-actina humana, demonstrando auséncia de inibidores nessas

amostras e integridade do material gendmico (Figura 1).
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L1 2 3 4 5 6 7

500 pb —p

500 pb —

L 8 9 10 11 12 13 14

Figura 1. Gel de agarose a 2% mostrando amplificacées das amostras de DNA de pacientes (1
a 4) e do grupo controle (8 a 11) para o gene da B-actina humana (540pb); 6, 7, 13 e 14 =
controles negativos (salas de preparo de reagentes e de extracdo); 5 e 12=controles positivos
L= marcador de peso molecular de 100pb (GE Healthcare)

5.3. Avaliacdo das amostras de DNA dos prototipos de Candida spp. e dos
outros micro-organismos

ApGs a extracdo de DNA dos protétipos de Candida e dos outros micro-
organismos, as amostras foram submetidas as reacdes de PCR para as
regides 16S e ITS, observando-se bandas de amplificacdo especificas e

auséncia de inibidores nas mesmas (Figuras 2 e 3).

500 pb

Figura 2. Gel de agarose a 2,5% mostrando amplificacdes dos sete protétipos de Candida com
os primers ITS1/ITS4. 1 (C. lusitaniae ~ 383pb); 2 (C. krusei ~ 510pb), 3 (C. parapsilosis ~
520pb); 4 (C. tropicalis ~ 526pb); 5 (C. albicans ~ 537pb); 6 (C. pelliculosa ~ 618pb); 7 (C.
glabrata ~ 881pb); L= marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas)
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500 pb —»

500 pb —p

L 8 9 10

Figura 3: Gel de agarose a 2,5% mostrando amplificados (149 pb) ap6és PCR com primers 168S.
1 (S. aureus); 2 (S. epidermidis); 3 (S. pyogenes); 4 (S.pneumoniae); 5 (S. agalactiae); 6 (E.
coli); 8 (E. faecalis); 9 (P. aeruginosa); 7 e 10 (controles negativos); L= marcador de peso
molecular de 100 pb (GE Healthcare)

5.4. Selecdo dos primers e condicdes de amplificacdo da nested PCR
multiplex

Apos analises in silico, realizadas com os programas PrimerQuest e
PrimerBlast, foram definidos os primers para C. lusitaniae e C. pelliculosa

(Tabela 2).

Tabela 2: Primers delineados no estudo através de analise in silico

Primers Sequéncia (5 — 3’) Amplificado
CLU 1/2 F- GCGATACGTAGTATGACTTGCAG 137 pb

R- GATATTTCGGAGCAACGCCTAACC
CPEL F/IR F-GAACTTTGCTTTGGGTGGTGAG 160 pb

R- CTTCATCGTTGCGAGAACCAAG

As condicdes das reacOes para a nested PCR multiplex que forneceram a
melhor eficiéncia de amplificacdo, com especificidade e reprodutibilidade de
resultados foram as descritas no item 4.7 e demonstradas no Esquema 1.

Das substancias adjuvantes (glicerol, BSA e DMSO) que foram

adicionadas aos componentes de reagéo, a selecionada para compor a mistura
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de reagentes foi o DMSO na concentracdo de 5%, pois permitiu obter

resultados mais especificos, com melhor eficiéncia das amplificacdes.

5.5. Determinacéo do limiar de deteccdo da nested PCR multiplex

O limiar de deteccdo observado para cada uma das sete espécies de
Candida foi de aproximadamente 150 fg de DNA (Figura 4). Este valor
corresponde a cerca de quatro equivalentes gendmicos de Candida, pois 37
fentogramas é o valor aproximado de um genoma da levedura (Riggsby et al.,

1982).

L 1.2 3 4 5 6 7

la. PCR
Primers ITS 1/4

500 pb

2a. PCR
Sistema 1

500 pb

L 8 9 1011 12 13 14

Figura 4: Gel de agarose a 2 % mostrando as bandas resultantes das amplificagbes da nested
PCR multiplex realizadas com as amostras de DNA de C. albicans diluidas de 1,5 ng a 15 fg.

1 a0 6 (12 PCR) 1 (1,5 ng); 2 (150 pg); 3 (15 pg); 4 (1,5 pg); 5 (300 fg); 6 (150 fg); 7 (15 fq);

8 ao 14 (22 PCR - Sistema 1); 8 (1,5 ng); 9 (150 pg); 10 (15 pg); 11 (1,5 pg); 12 (300 fg); 13
(150 fg); 14 (15 fg); L = marcador de peso molecular de 100pb (Fermentas); ng = nhanograma;
pg = picograma; fg = fentograma
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5.6. Avaliacdo da especificidade em relacéo a outros agentes de infeccao
hematogénica e entre as espécies de Candida

Os resultados das amplificacbes demonstraram auséncia de reacdes
cruzadas com todos o0s micro-organismos avaliados, entre bactérias, outros
géneros de fungos e outras espécies de Candida.

Também foi verificada auséncia de reatividade cruzada entre as sete
espécies de Candida envolvidas no estudo com os primers espécie-especificos

selecionados para o estudo (Figura 5).

Sistema 1

Sistema 2

L 8 9 10 11 12 13 14

Figura 5: Gel de agarose a 2,5% mostrando as amplificacdes nos dois sistemas espécie-
especificos com os DNAs das sete espécies de Candida

(1) C. lusitaniae (137 pb), (2) C. albicans (272 pb),(3) C. tropicalis (357 pb), (4) C. glabrata (423
pb), (5) C. pelliculosa (auséncia de amplificacdo), (6) C. parapsilosis (auséncia de
amplificacdo), (7) C. krusei (auséncia de amplificacdo), (8) C. pelliculosa (160 pb), (9) C.
parapsilosis (297 pb), (10) C. krusei (362 pb), (11) C. lusitaniae (auséncia de amplificacdo), (12)
C. albicans (auséncia de amplificacédo), (13) C. tropicalis (auséncia de amplificacdo), (13) C.
glabrata (auséncia de amplificacédo); L= marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas)
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5.7. Resultados das hemoculturas e das amplificacdes pela nested PCR
multiplex

Das 55 amostras dos pacientes do estudo, oito (14,5%) apresentaram
hemoculturas positivas, enquanto 13 (23,6%) foram positivas nas amplificacdes
pela nested PCR multiplex, incluindo as oito positivas nas hemoculturas
(Figuras 6, 7 e 8). Em relacdo a identificacdo das espécies de Candida, os
resultados de ambos os métodos foram 100% concordantes (Tabela 3).

A técnica de nested PCR multiplex foi capaz de detectar mais de uma
espécie de Candida (C. tropicalis e C. parapsilosis) nas amostras sanguineas
de trés pacientes, cujas hemoculturas foram negativas (Figuras 7 e 8).

As amostras das 28 criancas do grupo controle ndo amplificaram em
nenhum dos dois sistemas da nested PCR, demonstrando auséncia de reagdes

inespecificas por esta técnica.

Tabela 3: Resultados das identificacdes das espécies de Candida obtidos pelas
hemoculturas e pela nested PCR multiplex

Pacientes Hemoculturas Nested PCR multiplex
P.R.B.S. C. parapsilosis C. parapsilosis

M.C.G. C. albicans C. albicans

1.J.S. C. albicans C. albicans
Y.V.C.R. C. tropicalis C. tropicalis

L.C.S. C. albicans C. albicans

C.S.A. C. albicans C. albicans

D.N.P. C. krusei C. krusei

N.T.D. C. albicans C. albicans
F.H.R.A. Negativa C. tropicalis + C. parapsilosis

A.O.R. Negativa C. parapsilosis
D.M.G.S. Negativa C. tropicalis
R.V.L.G. Negativa C. tropicalis + C. parapsilosis

G.L.T. Negativa C. tropicalis + C. parapsilosis
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L 1 2 3 4 5 C1C-

Sistema 1
500 pb —» C. glabrata
1& C. tropicalis
C. albicans
C. lusitaniae
Sistema 2
500 pb —» C. krusei

C. parapsilosis
—c. pelliculosa

L1 2 3 4 5 C2C-

Figura 6: Gel de agarose a 2,5% mostrando as amplificacbes das amostras de DNA dos
pacientes nos sistemas 1 e 2 da nested PCR multiplex. (1) P.R.B.S. (C. parapsilosis), (2)
M.C.G. (C. albicans), (3) 1.J.S. (C. albicans), (4) L.C.S. (C. albicans), (5) Y.V.C.R. (C. tropicalis),
(C1) controles positivos do sistema 1, (C2) controles positivos do sistema 2, (C-) controles
negativos; L= marcador de peso molecular de 100 pb (GE Healthcare)

L 1 2 3 4 5 C1 C-

Sistema 1
500 pb —» C. glabrata
EC. tropicalis
C. albicans
—C_|usitaniae
Sistema 2
500 pb — C. krusei

C. parapsilosis
4— (. pelliculosa

L 1 2 3 4 5 C2 C-

Figura 7: Gel de agarose a 2,5% mostrando amplificacdes das amostras de pacientes pelos
sistemas 1 e 2 da nested PCR multiplex. (1) C.S.A. (C. albicans), (2) N.T.D. (C. albicans), (3)
F.H.R.A. (C. tropicalis + C. parapsilosis), (4) A.O.R. (C. parapsilosis), (5) D.N.P. (C. krusei),
(C1) controles positivos do sistema 1, (C2) controles positivos do sistema 2, (C-) controles
negativos; L= marcador de peso molecular de 100 pb (GE Healthcare)
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Sistema 1
500 pb ) C. glabrata
- C. tropicalis
C. albicans
<4—C. |usitaniae
Sistema 2
500 pb —» C. krusei
C. parapsilosis
C. pelliculosa

L 1 2 3 C2 C- C-

Figura 8: Gel de agarose a 2,5% mostrando amplificacdes das amostras de pacientes pelos
sistemas 1 e 2 de amplificacdo da nested PCR multiplex. (1) D.M.G.S. (C. tropicalis), (2)
R.V.L.G. (C. tropicalis + C. parapsilosis), (3) G.L.T. (C. tropicalis + C. parapsilosis), (C1)
controles positivos do sistema 1, (C2) controles positivos do sistema 2, (C-) controles negativos
L= marcador de peso molecular de 100 pb (GE Healthcare)

5.8. Resultados dos sequenciamentos automatizados

Para os cinco pacientes que apresentaram resultados positivos apenas
pela PCR, os amplificados foram sequenciados. As oito amostras analisadas
apresentaram similaridade que variaram de 99 a 100%, quando comparadas as
sequéncias de cepas de referéncia de Candida, disponiveis no GenBank

(Tabela 4 e Anexo E).
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Tabela 4. Similaridades entre as sequéncias dos amplificados dos pacientes que
apresentaram apenas PCR positivas e as sequéncias do GenBank

Pacientes Identificacdo das Sequéncias do GenBank Similaridade
espécies pela nested
PCR multiplex
F.H.R.A. C. parapsilosis C. parapsilosis JN997459.1 100 %
F.H.R.A. C. tropicalis C. tropicalis EU266571.1 100 %
A.O.R. C. parapsilosis C. parapsilosis FJ872019.1 99 %
R.V.L.G. C. tropicalis C. tropicalis EU266571.1 99 %
R.V.L.G. C. parapsilosis C. parapsilosis HQ263346.1 99 %
D.M.G.S. C. tropicalis C. tropicalis AY939810.1 100 %
G.L.T. C. parapsilosis C. parapsilosis JN997459.1 99 %
G.L.T. C. tropicalis C. tropicalis EU266571.1 99 %

5.9. Andlise estatistica

O teste de McNemar, aplicado aos resultados obtidos pelas
hemoculturas e pela nested PCR multiplex, mostrou que a discordancia

encontrada entre os testes nédo foi estatisticamente significante (p=0,063).

5.10. Célculo e comparacédo de custo entre a nested PCR multiplex e as
hemoculturas

O valor estimado para o custo de uma hemocultura informado pelo Setor
de Microbiologia da DLC-HCFMUSP, incluindo a deteccao e identificacdo de
Candida (Bactec + sistema Vitek™2), foi de R$ 60,00 que, acrescido de 20%
do valor, totalizou R$ 72,00.

Para a PCR multiplex, considerando-se a realizagdo da técnica para
apenas uma amostra sanguinea, o valor estimado do custo foi de R$ 42,40,
que acrescido de 20%, resultou no total de R$ 50,88. Quando foi considerado o
processamento simultdneo de 10 amostras, o valor total estimado por amostra
foi de R$ 24,81, que acrescido de 20%, resultou no valor de R$ 29,77 (Anexo

F). A reducéo do custo para o processamento de 10 amostras foi de 41,5 %.
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6. DISCUSSAO

Candida é o principal agente causador de micoses oportunisticas no
mundo, e esta associada a elevadas taxas de mortalidade geral, que variam de
46 a 75% dos pacientes com a infeccao (Pfaller e Diekeman, 2007).

A candidemia é um grave problema em pacientes internados em UCIs,
tanto criancas como adultos, observando-se maior frequéncia dessa infeccéo
nesses pacientes quando comparados aos pacientes internados em outras
unidades hospitalares. Um estudo realizado na Franca, demonstrou que
candidemia afeta 6,7 casos por 1000 admissGes em UCIs (Bougnoux et al.
2008), enquanto nos EUA a frequéncia é de 6,9 casos por 1000 admissbes
(Kett et al., 2011). Em recente estudo realizado no Brasil por Marra et al.
(2011), também foi observado um numero maior de casos de candidemia em
pacientes internados em UCIs, em relacdo a pacientes internados em outras
unidades hospitalares (7,4% contra 3,9%).

Devido as elevadas taxas de mortalidade associadas a infeccdo e ao
aumento no tempo de internacdo desses pacientes acarretando elevagdo dos
custos hospitalares, é de grande importancia o diagnéstico rapido e especifico,
propiciando o inicio do tratamento precoce nesses pacientes.

A deteccdo de bacteremias e fungemias tém sido uma das atividades
mais relevantes dos laboratdrios de microbiologia clinica, utilizando
hemoculturas para isolamento dos agentes patogénicos (Weinstein, 1996).
Entretanto, varios fatores influenciam nos resultados das hemoculturas, como a

assepsia do local (pele) antes da coleta, o volume de sangue coletado, o
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namero de hemoculturas coletadas do paciente, entre outros fatores (Mylotte e
Tayara, 2000).

O padrdo ouro para o diagnostico das candidemias € o isolamento da
levedura a partir de hemoculturas que, entretanto, apresentam sensibilidade de
apenas 50 a 60%, como demonstrado por estudos de autdpsias (Zaoutis et al.,
2005). Para se atingir maior eficiéncia do método, ha necessidade de coletas
de grandes volumes de sangue (10 a 30 ml), além de trés puncdes
endovenosas de cada paciente (Cuenca-Estrella et al., 2012). Esse
procedimento é dificil de ser realizado na rotina clinica, principalmente em
pacientes pediatricos internados em UCIs.

Segundo Mylotte e Tayara (2000), para pacientes pediatricos, volumes
pequenos de sangue sdo adequados para as hemoculturas em casos de
suspeita de bacteremia, ndo afetando significativamente a positividade dos
testes. Por outro lado, um estudo realizado por Isaacman et al. (1996),
demonstrou a importancia do aumento do volume de amostra para se
identificar bacteremias em pacientes pediatricos, verificando-se maior
sensibilidade, ao compararem resultados das hemoculturas com volumes de 2
ml e 6 ml. Outro aspecto importante que ocorre em pacientes neonatos é a
pratica usual de se realizar apenas uma hemocultura antes do inicio do
tratamento, diminuindo a positividade do teste (Buttery, 2002). Especificamente
para fungos, ndo ha relatos na literatura que avaliam a positividade das
culturas em relacdo ao volume de sangue coletado; entretanto, é possivel
inferir gque 0 mesmo ocorra para os isolamentos de Candida.

Devido as limitacbes do método de hemocultura, como a baixa

sensibilidade e o tempo prolongado para isolamento e identificacdo do
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patdgeno, varios grupos vém desenvolvendo e avaliando metodologias nao
baseadas em cultura, principalmente a técnica de PCR, que demonstra bom
potencial quanto aos parametros de sensibilidade e especificidade na deteccdo
de Candida em amostras clinicas (White et al., 2005).

Existem varias modalidades da técnica, tais como a nested PCR, PCR
multiplex, nested PCR multiplex, real time PCR (qPCR), entre outras. Os genes
alvos dessas técnicas sdo bem variados, incluindo os do citocromo P450, da
heat shock protein, e o gene do DNA ribossomal, que é o mais frequentemente
utilizado, pela sua natureza universal e grande niumero de copias presentes no
genoma de Candida (White et al., 2005).

No presente estudo, foram empregados primers descritos por Luo e
Mitchell (2002), que foram escolhidos por demonstrar boa especificidade
quando utilizados em reacfGes do tipo multiplex, como relatado por esses
autores. Os primers para C. lusitaniae e C. pelliculosa foram delineados neste
estudo, por andlise in silico, avaliando-se a especificidade de ligacdo com os
alvos e a possibilidade de ocorréncia de primer dimers entre as combinacdes
utilizadas.

Em seguida, foram realizadas as analises in vitro para avaliacdo da
especificidade e eficiéncia desses primers nas amplificagcbes. Em todos os
testes realizados, néo foi observada reatividade cruzada dos primers com as
espécies de Candida ndo correspondentes, e ainda com 0S outros micro-
organismos avaliados (outros géneros de fungos e bactérias).

Em relacdo as condicdes de amplificacdo da PCR multiplex, foi
necessario diluir 1:100 os produtos da primeira etapa de amplificacdo (ITS)

para aplicar aos tubos da segunda etapa (nested), pois para as amostras
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clinicas positivas para Candida, observou-se o aparecimento de bandas
secundarias inespecificas, quando os produtos da primeira amplificacdo foram
aplicados nos sistemas 1 e 2 sem diluicéo.

Outros autores, empregando técnicas de PCR do tipo nested multiplex,
também utilizaram diluicdes para diminuir o excesso de produtos inespecificos
revelados na segunda etapa de reacéo (Arbour et al., 2000; Figueiredo et al.,
2008; Paudel et al., 2011).

Na técnica de PCR, o método de touchdown tem a finalidade de
empregar sucessivas temperaturas decrescentes de hibridizacao,
proporcionando a interagdo mais especifica entre os primers e o DNA alvo, nos
ciclos iniciais de reacdo (Korbie e Mattick, 2008). O emprego do touchdown foi
uma modificacdo adotada nas condicdes de amplificacdo da segunda etapa da
PCR, devido ao surgimento de produtos inespecificos nas rea¢des iniciais do
estudo.

Outro problema observado na técnica de PCR multiplex, quando dois ou
mais DNAs alvos estavam presentes simultaneamente nos tubos de reacédo
[como para os tubos controles positivos contendo os DNAs das quatro (Sistema
1) ou das trés (Sistema 2) espécies de Candida], foi o favorecimento das
amplificagbes para os alvos com pesos moleculares mais baixos (menor
namero de pares de base). Para solucionar a questdo, foram avaliadas
diferentes substancias, entre as quais BSA, glicerol e DMSO, com o objetivo de
melhorar a sensibilidade para as amplificacbes de baixo peso molecular
(principalmente C. lusitaniae e C. pelliculosa) e a eficiéncia das reacdes
(Henegariu et al., 1997). Os melhores resultados foram obtidos com DMSO a

5%, que possibilitou a detec¢do de até quatro espécies de Candida em uma
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mesma reacdo, com bandas de amplificacdo de intensidades semelhantes e
definidas.

A PCR do tipo multiplex possui a vantagem de amplificar
simultaneamente alvos diferentes, que podem ser varios genes de um unico
micro-organismo ou de organismos diferentes.

Em estudo que empregou a PCR multiplex para identificacdo de oito
espécies de leveduras em 237 culturas de sangue positivas, a técnica foi capaz
de identificar corretamente os patégenos em 234 amostras (98,7%), sendo
necessarias apenas 6 horas para realizar o teste (Li et al. 2003).

Lau et al. (2008) utilizaram essa técnica em dois rounds (multiplex-
tandem PCR), para a deteccdo e identificacdo de fungos em frascos de
hemocultura, demonstrando boa correlacédo entre os dois métodos. Os autores
identificaram fungos em 100% dos frascos de hemocultura positivos (n=44) em
menos de 24 horas, ndo observando reatividade em 200 hemoculturas com
crescimento de bactérias e em 30 negativas (sem micro-organismos
presentes). O limiar de deteccao observado foi de 10 UFC/ml para C. albicans,
demonstrando boa sensibilidade da técnica de PCR. Em 2010, 0 mesmo grupo
avaliou a metodologia em amostras clinicas de 109 pacientes com candidemia
(255 amostras de sangue total em EDTA, 29 amostras de soro e 24 amostras
de plasma) observando sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo de 75%, 97%, 95% e 85%, respectivamente para
sangue total; os valores observados para soro e plasma foram mais elevados.
Estes autores, portanto, recomendaram o emprego da técnica de PCR em

amostras de soro ou plasma, discordando de Avni et al. (2011), que
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demonstraram, em trabalho publicado com resultados de meta-analise, que
sangue total € mais adequado para diagnostico de candidemia por PCR.

No estudo realizado por Enomoto et al. (2009), foi desenvolvida uma
PCR multiplex para identificar, diretamente das amostras clinicas de pacientes
neonatos, oito patdgenos (Streptococcus do grupo B, E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus metacilina-resistente, Ureaplasma urealyticum, virus herpes simplex,
Cytomegalovirus e C. albicans). Os autores observaram sensibilidade de 50%,
especificidade de 93%, valor preditivo negativo de 96% e valor preditivo
positivo de 38%, demonstrando a necessidade de aprimoramento da PCR que,
de acordo com os autores, poderia ser atraves da utilizacdo de duas etapas de
amplificacdo, como a técnica empregada no presente estudo.

Lucignano et al. (2011) encontraram melhores resultados, utilizando uma
metodologia de real time PCR multiplex comercial (LightCycler SeptiFast test,
Roche), que permite a identificagdo de mais de 20 bactérias e fungos (cinco
espécies de Candida e Aspergillus fumigatus). A deteccdo do patdgeno foi
realizada diretamente em amostras clinicas (sangue), sendo a positividade do
teste mais elevada para a deteccdo de Candida quando comparado as
culturas. Entretanto, a técnica falhou na deteccao deste patdgeno em quatro
casos, nos quais as culturas foram positivas.

Pasqualini et al. (2012) utilizaram a mesma metodologia para avaliar 291
pacientes com suspeita de septicemia; os resultados do SeptiFast e das
hemoculturas foram concordantes em 82% dos casos (289 amostras foram
concordantes negativas e 32 amostras concordantes positivas), mas o sistema
falhou na identificacdo de alguns patdgenos, entre 0s quais nove micro-

organismos que nao estdo inclusos no kit, e portanto, ndo poderiam ser
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identificados. Em relacdo a detecgcdo de Candida, ndo foi possivel obter uma
avaliacdo adequada do teste, uma vez que houve somente um caso positivo
para C. albicans, que foi isolada também pela hemocultura.

Esses resultados demonstram que a técnica de PCR em tempo real do
tipo SeptiFast (Roche), € promissora, particularmente em relagdo ao tempo de
deteccao, pois fornece resultados em apenas 6 horas; a técnica, entretanto,
ainda apresenta limitacbes em relacdo a sensibilidade de deteccdo do
patdgeno nas amostras clinicas e necessita ampliar o nimero de patdégenos
envolvidos em infec¢cdes nosocomiais, além da necessidade de mais estudos
para avaliar particularmente as infec¢des por Candida e Aspergillus.

No presente estudo, a nested PCR multiplex demonstrou a capacidade
de detectar até 150fg de DNA das sete espécies de Candida, correspondendo
a aproximadamente quatro genomas da levedura ou quatro unidades
formadoras de colénia (UFC), resultado também observado por outros autores
em técnicas de PCR do tipo nested (Ahmad et al., 2002; Carvalho et al., 2007).

Deste modo, o limiar de detec¢éo da técnica atingiu valores esperados,
uma vez que ensaios baseados na metodologia de PCR, devem idealmente ter
a capacidade de detectar in vitro pelo menos 10 UFC/ml (Avni et al., 2011).
Para tanto, foi necessaria a realizacdo da técnica de PCR do tipo nested. A
primeira etapa de amplificacdo (ITS) atingiu um limiar de deteccdo de um
picograma de DNA de Candida sp. nos ensaios de sensibilidade por diluicdo de
DNA; este limiar € insuficiente para o diagnostico de candidemia, visto que
nesta infeccéo, a “quantidade” de leveduras circulantes em 10 ml de sangue

periférico parece estar entre 10 e 25 UFC (Telenti et al., 1991).
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Pfeiffer et al. (2011) revisaram registros de pacientes com hemoculturas
consecutivas positivas para Candida, entre 1987 e 1991, realizando analise
estatistica descritiva e analise de regressao logistica. Os autores observaram
gque a média de UFC/ml nas hemoculturas iniciais dos pacientes era muito
variavel, mas em 58% deles, foi igual a um, concluindo que as técnicas
moleculares seriam inadequadas para o diagnéstico de candidemia nesses
casos, por ndo atingirem este limiar de deteccdo (LUFC/ml). Entretanto, os
préprios autores admitem que a técnica de PCR seja capaz de detectar menos
de 10 UFC/ml, pela escolha de alvos multicopias (DNA ribossomal) e pela
possivel presenca de DNA de micro-organismos mortos no sangue total, que
nado sdo detectados pelas hemoculturas. No presente estudo, o limite de
deteccado da técnica empregada ficou abaixo de 10 UFC/mI, estando dentro do
limite recomendado pela literatura.

Quanto a avaliacdo da especificidade da técnica, ndo foram observadas
reacOes cruzadas com bactérias e outros fungos patogénicos envolvidos em
episédios de sepse. Em alguns relatos, como os de Carvalho et. al. (2007) e
Lau et al. (2008), também foram realizados testes para avaliacdo de possiveis
reacdes cruzadas com micro-organismos nédo relacionados a Candida que,
como neste estudo, ndo foram observadas, sugerindo boa fidelidade dos
primers aos alvos e especificidade dos sistemas de amplificagéo.

Por outro lado, devido a elevada sensibilidade da técnica de PCR com
dupla amplificacdo na deteccdo de patdgenos em amostras clinicas, os riscos
de ocorrer reacdes falso-positivas sdo elevados (Colom et al., 2006). Com o
objetivo de evitar o aparecimento dessas reacOes, especialmente pela

possibilidade de contaminagdo entre amostras (carryover), foram utilizados
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todos os procedimentos que minimizam esses riscos durante a realizacdo das
amplificacbes, bem como a inclusdo de controles negativos em todas as
reacoes (Wahyuningsih et al., 2000; Ahmad et al., 2002).

Por essa mesma razao, foi avaliada a possibilidade de amplificactes
inespecificas em amostras de sangue de individuos sem risco para infeccbes
fungicas. Para tanto, foram incluidas neste estudo amostras de DNA extraidas
de sangue de 28 criancas sem infeccdo, ndo se observando o aparecimento de
tais reacdes nas amostras desta populagéo.

Os resultados deste estudo demonstraram que a PCR apresentou
positividade maior que as hemoculturas (23,6% contra 14,5%), dados também
encontrados por outros autores (Ahmad et al.,, 2002, Del Negro, 2008).
Entretanto, as duas metodologias ndo apresentaram discordancia
estatisticamente significante (p=0,063), situacdo provavelmente ocasionada
pelo pequeno nimero de amostras analisadas (n=55). Entretanto, observa-se
uma tendéncia a discordancia entre as técnicas, pois o valor de p ficou muito
proximo do nivel de significancia (0,05). E muito provavel que se o nimero de
pacientes do estudo fosse maior, a diferenca seria significante, com vantagem
para a técnica molecular.

Del Negro (2008) também observou positividade maior da PCR em
relacdo as hemoculturas (25,9% contra 15,5%, p= 0,031) em estudo realizado
no Instituto da Crianca do HC-FMUSP, em pacientes pediatricos com risco
elevado de desenvolver candidemias. O estudo empregou uma nested PCR do
tipo uniplex, que apresentou concordancia de 88,9% com as hemoculturas na
identificacdo das espécies de Candida, mas somente a técnica molecular

detectou dois casos de dupla candidemia.



54

Ahmad et al. (2002), demonstraram positividade de 56% em pacientes
com suspeita de candidemia e com hemoculturas negativas, quando foram
avaliados pela metodologia de semi-nested PCR para a identificagcédo de C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata. A técnica identificou dupla
candidemia em cinco desses pacientes. Do mesmo modo, no presente estudo,
foram observados trés casos de dupla candidemia (Figuras 7 e 8), 0s quais
tiveram resultados de hemocultura negativos. Os amplificados, nesses casos,
foram confirmados por sequenciamento, observando-se similaridade de 99 a
100% quando comparados as sequéncias de cepas de referéncia de Candida,
disponiveis no GenBank (Tabela 4 e Anexo E).

Esses amplificados apresentaram elevados indices de similaridade com
sequéncias do GenBank, confirmando que as amplificacées pela PCR foram
especificas; entretanto, ndo se descarta a possivel contaminacdo das amostras
de sangue nas quais foram detectadas mais de uma espécie de Candida.
Como nos trés casos de dupla candidemia, uma das espécies era C.
parapsilosis; esta levedura esta frequentemente presente na microbiota da pele
dos pacientes, podendo ter ocorrido contaminagao das amostras de sangue no
momento das coletas, se as assepsias do local ndo foram adequadas.

Por outro lado, a técnica de PCR tem possibilitado a identificacédo de
casos de candidemia com mais de uma espécie de Candida, nos quais as
hemoculturas sé isolam uma espécie, como demonstrado por outros autores
(Ahmad et al., 2002; Alam et al., 2007; Del Negro et al., 2010).

Em estudo retrospectivo realizado por Pulimood et al. (2002), com o
objetivo de demonstrar a frequéncia de isolamento de mais de uma espécie de

Candida da corrente sanguinea, analisou-se 0s registros laboratoriais de um
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hospital terciario nos EUA. Em 303 pacientes com candidemia, foram
identificadas, por hemoculturas, duas ou mais espécies de Candida em 5,2%
de casos. Klotz et al. (2007) também observaram que infeccao polimicrobiana
em pacientes com candidemia é relativamente comum, verificando em analise
de 8000 episadios, que cerca de 23% das infec¢cdes eram polimicrobianas, e
destas, 4% eram casos com mais de uma espécie de Candida.

Em meta-analise sobre o diagnostico de candidiase invasiva por PCR
realizada por Avni et al. (2011), foram incluidos 54 estudos totalizando 4.694
pacientes; observou-se que a técnica molecular apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade quando analisados pacientes com candidemia
confirmada (hemoculturas positivas). Entre os pacientes com suspeita clinica
de candidemia provavel ou possivel, foi encontrada positividade mais elevada
guando comparada as hemoculturas (85% contra 38%, e 67% contra 29%,
respectivamente). Os autores concluiram que a PCR realizada diretamente em
amostras clinicas para a deteccdo de Candida spp., € metodologia aceitavel
para a prética clinica.

Pletz et al. (2011), em artigo de revisao, discutem se a PCR é capaz de
melhorar o diagndstico em pacientes com sepse, observando as limitacbes e
vantagens da metodologia. Entre as principais limitacdes estdo o custo,
devendo ser bem avaliados quais 0s patdogenos a serem identificados, para
minimizar o numero de amplificacfes; e a possibilidade de resultados falso-
positivos por contaminacdo do tipo carryover. Para estes autores, a principal
vantagem da PCR é a viabilizacdo mais rapida dos resultados, de 6-8 horas

contra 2-4 dias, possibilitando o inicio precoce da terapéutica.
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Em 2006, foi publicada uma avaliacdo do emprego da PCR para
diagnostico de infecgdes fungicas invasivas pelo “UK-Irish Fungal PCR
Consensus Group”, sendo analisadas amostras de sangue “batizadas” com
quantidades conhecidas de conidios de Aspergillus fumigatus e leveduras de
C. albicans (0 a 10°); essas amostras foram enviadas a sete centros de
pesquisa, para se avaliar o método de extracdo de DNA, a sensibilidade e a
especificidade das PCRs (real time PCR) em cada laboratério. Para C.
albicans, o método de extracdo publicado por Loefler et al. (1997; 2002) foi
satisfatorio, entretanto concluiu-se que técnicas de extracdo automatizadas séo
preferiveis para diminuir a possibilidade de contaminacdo das amostras; em
relagdo aos ensaios de PCR para Candida, dois métodos [Light-Cycler (Roche)
e o sistema TagMan (Applied Biosystems)] atingiram bons limites de deteccdo
(10 UFC/ml de sangue) e de especificidade, demonstrando serem métodos
consistentes (White et al., 2006). Os limites de deteccdo, bem como a
metodologia de extracdo de DNA, considerados pelos autores como
adequados ao diagnéstico molecular de candidemias, foram semelhantes aos
do presente trabalho, além de sugerir a utilizacdo de dois rounds de
amplificagéo para aumentar a sensibilidade da PCR.

No presente estudo, o tempo para a detecgdo de Candida nas amostras
sanguineas dos pacientes foi de aproximadamente 24 horas, tempo menor
guando comparado ao tempo exigido pelas hemoculturas, levando-se em conta
a necessidade da identificacdo fenotipica da espécie (72-96 horas). A
possibilidade de fornecer resultados em tempo relativamente curto €
promissora, visto que o diagnostico precoce € de extrema importancia para a

terapéutica correta do paciente.
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Alam et al. (2007) compararam resultados encontrados por marcadores
sorologicos (pesquisa de manana, anticorpos anti-manana e 1,3-3-D-glucana) e
pela semi-nested PCR, utilizando amostras de soros de pacientes com
hemoculturas positivas para Candida, e de pacientes com suspeita clinica de
candidemia sem culturas positivas. Os autores encontraram sensibilidade de
88% pela semi-nested PCR, e de 41%, 47% e 47%, respectivamente para o0s
trés marcadores, no primeiro grupo de pacientes. Naqueles com suspeita
clinica e hemoculturas negativas, a positividade foi de 53% pela PCR, e 16%,
29% e 29%, respectivamente para 0s marcadores sorologicos. Esses
resultados reforcam o valor da PCR empregada no diagnostico de
candidemias.

O teste molecular apresentou menor custo quando comparado ao
método de hemocultura, que necessita de duas plataformas automatizadas
(Bactec e Vitek™ 2), além de meios de cultura cromogénicos, fatores que
elevam o valor de seu custo direto (R$ 60,00).

Em relagcdo ao método molecular, o custo direto foi mais baixo do que o
da hemocultura mesmo quando o célculo foi aplicado para o processamento de
apenas uma amostra (R$ 42,40). E este custo diminuiu cerca de 40% com a
realizacdo da técnica de PCR multiplex para 10 amostras simultaneamente
(Anexo F). Considerando-se que em uma rotina laboratorial de diagndstico
molecular esta seria a situacdo mais proxima da realidade, verifica-se que a
técnica molecular apresenta vantagem em relacdo ao custo. Enquanto para a
PCR o processamento de varias amostras contribui para diminuir os custos, o

mesmo nao ocorre para as hemoculturas.



58

A busca por ferramentas para o diagnostico precoce de infeccdes
hematogénicas por Candida tem como objetivo melhorar o prognéstico dos
pacientes, visto que a demora no inicio do tratamento empirico pode aumentar
os indices de mortalidade. Em estudo realizado por Zilberberg et al. (2010),
foram analisados os tratamentos aplicados a 90 pacientes com candidemia,
internados em UCIs, observando que terapia antifingica inadequada (demora
no inicio do tratamento e/ou dose incorreta) foi utilizada em 88,9% dos
pacientes. A mortalidade foi maior nesses pacientes quando comparados
agueles com terapia fungica precoce (28,8% contra 0%), e 0s custos
decorrentes foram maiores, pelos dias a mais de hospitalizac&o.

Pelos resultados obtidos nesse estudo, a PCR multiplex do tipo nested
demonstra bom potencial para ser aplicada ao diagnostico de candidemias. A
técnica apresentou maior capacidade de deteccdo do agente patogénico do
que as hemoculturas, permitiu a liberacdo dos resultados em menor tempo, e
ainda possibilitou a identificacdo de dupla candidemia, com menor custo.

Alguns aspectos da técnica de nested PCR multiplex ainda podem ser
melhorados, tais como o tempo de extracdo do DNA das amostras clinicas,
podendo empregar-se métodos automatizados e diminuindo ainda mais o
tempo de realizacdo da técnica. Em relacdo ao emprego de sistemas fechados
para as amplificacdes, como a PCR em tempo real, os resultados poderiam ser
liberados mais rapidamente ainda, além de diminuir os riscos de contaminagao

das amostras.
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7. CONCLUSOES

- A técnica de nested PCR multiplex apresentou limiar de deteccdo adequado
para o diagnéstico de candidemias, atingindo cerca de quatro genomas de

Candida por ml de sangue.

- A técnica apresentou especificidade de 100%, ndo demonstrando reatividade
cruzada com material genémico de outros micro-organismos ou reacdes falso-

positivas quando avaliada com amostras de criancas sem infec¢ao.

- Em relacéo a identificacdo das espécies de Candida, a técnica molecular foi

100% concordante com as hemoculturas.

- A nested PCR multiplex demonstrou ser uma alternativa promissora ao
método convencional de cultura, pois foi mais sensivel na deteccdo do

patdgeno, e disponibilizou os resultados em menor tempo e com menor custo.



60

8. ANEXOS



Anexo A

?‘;%
b "

APROVACAO

A Comissoo de Flico pare Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAZPesq dao Dirsloda Clinice co Hospital das Chinicas e do Foculaads de
Medicing da Univarsicade o Sdo Poulo, em sessdie de 11/08/2010, APROVOU ¢
Protocolo de Pescuisa n* 0426/10, intitvlado: "VAUDACAO DA PCR MULTIPLEX NA
DETECCAO E IDENTIFICACAO DE CANDIDA SPP. EM INFECCOES DE CORRENTE
SANGUINEA DE PACIENTES PEDIATRICOS GRAVEMENTE DOENTES' apresen-ado pelo
Lepartameanto de DERMATOLOGIA. inclusive o Termo do Consentimeanto Livie o

Fsclarecido.

Cabe o nesqulsadar ewborar ¢ aprasentar & CAPPesq, os
relatdrios parciais e fincl sobre o pesquisa |Resoluciio do Conselho Nacional de
Savde r® 196, de 10/10/1994, inciso IX.2, ledra "¢

Pasguisadon [u) Resporsdvel: Glida Mara Barbare Del Negro
Pesquisador |a) Executanta: Cleison Ledesma Taira
CAPPesq, 12 de Agosto de 2010

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissao de
Etico para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissao de Ebca pars Andlze ce Pjetos oo Pesquiza do HCFMLSE ¢ da FAMUSP Diretorie Cf nikea du
Heupilal daxs Clinices da Faculdade de Medicrs da Uriversidade de S30 P2uke Rug Oviow Pres de Campos,
275, 5 undar - CEF 05403 010 - 53¢ Paulo — SP Fona: 211 2069 8447 Fax: 011 2069 6192 el
cappesaihenet uso br! secretanacappesq2@hcrol vsp.br
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Anexo B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor{a), como ja lhe foi falado seu filho{a) tem uma infecgio
que nds acreditamos seja causada por um fungo. A pesguisa que queremos
realizar vai testar se os pacientes realmente est3o com um fungo no sangue.
Estes testes s3o feitos com andlise de DNA que & separado das células do
sangue.

E por este motivo que estamos solicitando a sua autorizag3o para coletar 1
mililitro de sangue de uma veia do brago do seu (sua) filho (a). O sangue sera
colhido de uma dnica vez com seringas e agulhas que usamos e jogamos fora
(descartaveis), de uma veia do brago. Vamos aproveitar um dia em que o seu filho
tiver que colher outros exames de sangue para nao termos que picar o brago dele
50 para a pesquisa. No local da picada da agulha o seu (sua) filho (a) podera
sentir um pouco de dor e, 3s vezes podera ficar uma pequena mancha roxa que
depois de alguns dias sumira sozinha.

E preciso ficar claro que o (a) senhor (a) podera desistir de participar desta
pesquisa a qualquer momento, sem nenhum prejuizo para o atendimento médico do
seu (sua) filho (a) na Instituico. Os resultados dos exames serdo enviados para o
prontudrio médico do seu filho e também serdo fomecidos ao senhor (a) a qualquer
momento gue forem solicitados, sempre obedecendo as regras de sigilo profissional,
para resguardar seu filho (a), evitando constrangimentos.

No caso de eventuais danos a salde causados pela pesguisa, o ICr-HC-
FMUSP fomecera a assisténcia necessana. Nesta pesguisa, 0s eventuais damos
seriam apenas aqueles referentes a coleta de sangue de veia do brago para a
pesquisa. Em caso de qualquer divida ou problema, favor contatar a Dra. Maria
Esther Jurfest Rivero Ceccon ou o Dr. Artur Figueiredo Delgado, que sd0 os médicos
responsaveis pela pesquisa no ICr, nos telefones (011) 2661-8589 ou 2661-8590.

S50 Paulo, de de 20 .

Assinatura do participante:

Assinatura do pesquisador responsavel:
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Anexo C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a),

A equipe médica do Instituto da Crianga esta iniciando uma pesquisa que
val testar se 0s pacientes intemados na Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal
{UCINE) & na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica (UTI) estio com um fungo
no sangue, que pode representar uma doenca grave e deve ser diagnosticada
rapidamente para iniciar o tratamento médico. Estes testes s3o feitos com analise
de DNA que & separado das células do sangue.

O(A) seu(sua) filho{a) vai realizar uma cirurgia de pequeno porte, ndo tem
nenhuma doenga infecciosa e o projeto também precisa testar o sangue de
criangas sem infeccdo como grupo confrole.

E por este motivo que estamos solicitando a sua autorizagio para coletar
de 1 a 2 mililitros de sangue de uma veia do brago do seu (sua) filho (a). O sangue
sera colhido de uma Unica vez com seringas e agulhas que Usamos e jogamos
fora (descartaveis), de uma veia do brago. Vamos aproveitar o dia em gue o seu
filho tiver que colher outros exames de sangue para ndo termos que picar o brago
dele s para a pesquisa. No local da picada da agulha o seu (sua) filho (a) podera
sentir um pouco de dor e, as vezes podera ficar uma pequena mancha roxa que
depois de alguns dias sumira sozinha.

E preciso ficar claro que o (a) senhor (3) poderda desistir de participar desta
pesquisa a qualguer momento, sem nenhum prejuizo para o atendimento médico do
seu (sua) filho (a) na Instituicio. Os resultados dos exames serdo enviados para o
prontudrio médico do seu filho e também serdo fomecidos ao senhor (a) a qualquer
momento que forem solicitados, sempre obedecendo 3s regras de sigilo profissional,
para resguardar seu filho (a), evitando constrangimentos.

Mo caso de eventuais danos & salde causados pela pesquisa, o ICr-HC-
FMUSP fomecerd a assisténcia necessaria. Mesta pesquisa, os eventuais danos
seriam apenas agueles referentes 3 coleta de sangue de veia do brago para a
pesquisa. Em caso de qualquer divida ou problema, favor contatar o Dr. Antonio
José Gongalves e Leal, preceptor da Cirurgia Pediatrica do Instituto da Crianga (ICr)
pelo telefone 26618616,

Sio Paulo, de de 20__

Assinatura do parficipante:

Assinatura do pesquisador responsavel:
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Anexo D1: Tabela com dados demograficos e condic¢des clinicas dos pacientes

do estudo
Pacientes Idade Género Doenca de base A.A.E. C.V.C.

1 I.H.S.N 58 dias M Ma formacao congénita Sim Sim
2 P.R.B.S 19 dias M Ictiose, prematuridade Sim Sim
3 L.A.G.D 14 dias F Prematuridade Sim Sim
4 RV.LG.S 9 dias M Hérnia de diafragma congénita Sim Sim
5 D.M.G.S 35 dias M Hérnia diafragma congénita, prematuridade Sim Sim
6 G.LT 55 dias M Enterocolite necrosante Sim Sim
7 S.M.B 27 dias F Doenca das membranas hialinas Sim Sim
8 S.M.B 27 dias M Doenca das membranas hialinas Sim Sim
9 AJ.F.L 33 dias M Gastroesquize, prematuridade Sim Sim
10 E.\V.G.S.S 55 dias M Osteogénese Imperfecta, cirurgia intestinal Sim Nao
11 M.C.G 14 dias M Prematuridade Sim Sim
12 1.J.S 44 dias F Atresia de eséfago Sim Sim
13 V.0.L 3 meses F Cardiopatia Sim N&o
14 CS.Ss 35 dias M Faceite, sepse Sim Sim
15 D.S.G 33 dias M Infeccao bacteriana Sim Sim
16 E.M.G 22 dias F Sindrome da insuficiéncia respiratéria Sim Sim
17 F.S.T 14 dias M Infeccao bacteriana Sim Sim
18 JV.SS 14 dias F Recém-nascido pré-termo Sim Sim
19 JADG 17 dias M Recém-nascido pré-termo Sim Sim
20 L.G.T 6 dias F Desconforto respiratério ndo especificado Sim Sim
21 MKT.R 9 dias M Sindrome da insuficiéncia respiratéria Sim Sim
22 N.F.S 40 dias F Sindrome da insuficiéncia respiratéria Sim Sim
23 S.AC 6 dias F Sindrome da insuficiéncia respiratéria Sim Sim
24 Y.GS.C 7 dias F Transtornos cardiovasculares Sim Sim
25 Y.V.C.R. 20 meses F Leucemia linfoide aguda Sim Sim
26 F.HRA 38 meses M Transplante medula 6ssea, neuroblastoma Sim Sim
27 A.O.R 182 meses F Osteossarcoma, choque séptico refratério Sim N&o
28 AV.M.R.G 12 meses F insuficiéncia respiratoria, sepse Sim Sim
29 L.S.S 41 meses M Choque séptico, disfuncao renal Sim Sim
30 C.Cs.O 30 dias M Hepatite aguda grave, laringite Sim N&o
31 L.C.S. 20 meses M Linfoma n&o Hodgkin Sim Sim
32 P.OCsS 136 meses M Malformagéo de vértebra toracica Sim Sim
@ LCS  Tmeses  m Srdememwadetcénoacombiecs g o
34 L.F.A 181 meses F Lupus eritematoso sistémico Sim Sim
35 C.S.A. 11 meses F Hidrocefalia com derivacéo Sim Sim




65

Pacientes Idade Género Doenca de base A.A.E. C.V.C.
36 F.W.E 165 meses M Imunodeficiéncia Imunoglobulina D Sim Sim
37 wW.S.C 144 meses M Hepatite grave Sim Sim
38 JV.RO 120 meses M Purpura febril Sim N&o
39 MEFQ 16 meses F Pneumonia intersticial, linfopenia Sim Sim
40 M.EAS. - F Sindrome Cri-Du-Chat, pneumonia Sim Sim
41 W.SM. - F Choque séptico, transplante hepatico Sim Sim
42 M.E.F.Q 16 meses F Pneumonia intersticial, linfopenia Sim Sim
43 C.H.N.L 192 meses M Leucemia linfatica aguda, encefalopatia Sim N&o
44 N.S.S. 22 meses M Cirrose hepatica Sim Sim
45 N.AS.C. 151 meses F Hepatite auto-imune Sim Sim
46 R.P.B.R 25 meses M Transplante hepéatico Sim Sim
47 L.G.AR. 4 meses M Sindrome de Alagille Sim Sim
48 D.N.P. 59 meses M Meduloblastoma disseminado Sim Sim
49 C.G.D.A. 33 meses M Insuficiéncia renal aguda Sim Sim
50 J.P.S.S. 30 meses M Desnutri¢do crdnica grave Sim Sim
51 N.T.D. 16 meses F Hidrocefalia com derivacéo Sim Sim
52 H.S.R. 10 meses F Sindrome genética a/e Sim Sim
53 J.S.R. 101 meses F Neuroblastoma Sim Sim
54 S.R.B.S. 62 meses F Glioma de tronco cerebral Sim Sim

A.A.E=antibioticoterapia de amplo espectro

C.V.C.=cateter venoso central

Anexo D2. Tabela com os resultados das hemoculturas e da nested PCR
multiplex, terapéutica antifingica e evolucdo dos pacientes do estudo

Pacientes Hemoculturas PCR A.F. Evolucéo
1 I.LH.S.N Negativa Negativa Sim Alta
1 I.LH.S.N Negativa Negativa Sim Alta
2 P.R.B.S C. parapsilosis C. parapsilosis Sim Obito
3 L.A.G.D Negativa Negativa Sim Alta
4 RV.LGS S. epidermidis C. parapsilosis + C. tropicalis  Sim Alta
5 D.M.G.S Negativa C. tropicalis Sim Alta
6 G.LT Negativa C. parapsilosis + C. tropicalis  Sim Obito
7 S.M.B S. epidermidis Negativa Sim Alta
8 S.M.B Negativa Negativa Sim Alta
9 AJ.FL Negativa Negativa Sim Alta
10 E.WV.G.S.S Negativa Negativa Sim Alta
11 M.C.G C. albicans C. albicans Sim Alta
12 1.J.S C. albicans C. albicans Sim Alta
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Pacientes Hemoculturas PCR A.F. Evolucéo
13 V.O.L Negativa Negativa Sim Alta
14 CS.S Negativa Negativa Sim Obito
15 D.S.G Negativa Negativa Sim Obito
16 E.M.G Negativa Negativa Sim Alta
17 F.S.T Negativa Negativa Nao Obito
18 JV.S.S Negativa Negativa N&o Alta
19 J.AD.G Negativa Negativa N&o Alta
20 LG.T Negativa Negativa N&o Alta
21 M.K.T.R Negativa Negativa N&ao Alta
22 N.F.S Negativa Negativa Nao Alta
23 S.A.C Negativa Negativa Nao Alta
24 Y.G.S.C Negativa Negativa Nao Alta
25 Y.V.CR. C. tropicalis C. tropicalis Sim Obito
26 F.HRA Negativa C. parapsilosis Sim Obito
27 A.O.R Negativa C. tropicalis + C. parapsilosis  Sim Obito
28 AV.M.R.G Negativa Negativa Sim Alta
29 L.S.S Negativa Negativa N&ao Alta
30 C.Cs.0 S. aureus Negativa N&ao Alta
31 L.C.S. C. albicans C. albicans Sim Alta
32 P.O.C.S Negativa Negativa N&ao Alta
33 L.C.S Negativa Negativa Sim Alta
34 L.F.A Negativa Negativa Sim Obito
35 C.S.A C. albicans C. albicans Sim Alta
36 F.W.E Negativa Negativa Nao Alta
37 W.S.C Negativa Negativa Sim Obito
38 JV.R.O Negativa Negativa Sim Alta
39 M.E.F.Q Negativa Negativa N&ao Alta
40 M.E.AS. Negativa Negativa N&o Alta
41  W.S.M. Negativa Negativa Sim Obito
42 M.E.F.Q Negativa Negativa N&o Alta
43  C.HN.L Negativa Negativa N&o Obito
44 N.S.S. Negativa Negativa Nao Alta
45 N.A.S.C. Negativa Negativa Sim Alta
46 R.P.B.R Rhodotorula sp. Negativa Sim Alta
47 LG.AR. Negativa Negativa Sim Obito
48 D.N.P. C. krusei C. krusei Sim Obito
49 C.G.D.A P.aeruginosa Negativa N&o Alta
50 J.P.S.S. Negativa Negativa Sim Alta
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Pacientes Hemoculturas PCR A.F. Evolucéo
51 N.T.D. C. albicans C. albicans Sim Obito
52 H.S.R. Negativa Negativa Sim Alta
53 J.S.R. Negativa Negativa Sim Alta
54 S.R.B.S. Negativa Negativa Sim Obito

A.F.= terapia antifingica apos suspeita de infeccao fungica

Anexo E. Alinhamento entre as sequéncias génicas dos amplificados obtidos
pela PCR multiplex das amostras dos pacientes e sequéncias de cepas de
Candida disponiveis no GenBank

Candida parapsilosis genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, complete
sequence, strain: LEMI7662 (gb JN997459.1) x sequenciamento do
DNA amplificado do paciente F.H.R.A.

Length=593

Score = 551 bits (298), Expect = le-153

Identities = 298/298 (100%), Gaps = 0/298 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 TGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCAACCGATTATTTAATAGTCAAA 60

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et e et e et
Sbjct 205 TGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCAACCGATTATTTAATAGTCAAA 264

Candida tropicalis genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, complete
sequence, strain: ATCC 66029 (gb EU266571.1) x sequenciamento
do DNA amplificado do paciente F.H.R.A.

Length=521

Score = 665 bits (360), Expect = 0.0

Identities = 360/360 (100%), Gaps = 0/360 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 2 CAATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATT 61

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
Sbjct 89 CAATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATT 148

Candida metapsilosis genes for ITS1l, 5.8S rRNA, ITS2, complete
sequence, strain: CBS 10907 (gb FJ872019.1) x sequenciamento do
DNA amplificado do paciente A.O.R.

Length=555

Score = 544 bits (294), Expect 2e-151

Identities = 298/300 (99%), Gaps = 0/300 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTTATTAATTGTCAACTTGATTAACTAATAGTCA 60

FErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrer  rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
Sbjctl51 GCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTATTTAATTGTCAACTTGATTAACTAATAGTCA 210

Candida tropicalis genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, complete
sequence, strain: ATCC 66029 (gb EU266571.1) x sequenciamento do
DNA amplificado do paciente R.V.L.G.

Length=521
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Score = 647 bits (350), Expect = 0.0

Identities = 355/357 (99%), Gaps = 2/357 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 2 CAATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTC-AACTTGATT 60
CErrrrerrerrerrerrerrerrertertertertertertert et et rrtrrird

Sbjct 89 CAATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATT 148

Candida parapsilosis genes for ITS1l, 5.8S rRNA, ITS2, complete
sequence, strain: ATCC MYA-4646 (gb HQ263346.1) x sequenciamento
do DNA amplificado do paciente R.V.L.G.

Length=502

Score = 538 bits (291), Expect = 9e-150

Identities = 296/298 (99%), Gaps 2/298 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 TGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCAACCGATTATTTAATAGTC-AA 59

Frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e rrrr e et r e
Sbjct 113 TGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCAACCGATTATTTAATAGICAAA 172

Candida tropicalis genes for ITS1l, 5.8S rRNA, ITS2, complete

sequence, strain: ATCC 750 (gb AY939810.1) x sequenciamento do

DNA amplificado do paciente D.M.G.S.

Length=526

Score = 658 bits (356), Expect = 0.0

Identities = 356/356 (100%), Gaps = 0/356 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 3 AATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATTT 62

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrr et ettt ettt et
Sbjct 93 AATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATTT 152

Candida parapsilosis genes for ITS1l, 5.8S rRNA, ITS2, complete
sequence, strain: LEMI 7662 (gb JN997459.1) x sequenciamento do
DNA amplificado do paciente G.L.T.

Length=593

Score = 525 bits (284), Expect = T7e-146

Identities = 294/298 (99%), Gaps = 3/298 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 TGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCAACCGATTATTTTATAGTC--A 58

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer reeeed
Sbjct205 TGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTATTTAATGTCAACCGATTATTTAATAGTCAAA 264

Candida tropicalis genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, complete

sequence, strain: ATCC 66029 (gb EU266571.1) x sequenciamento do

DNA amplificado do paciente G.L.T.

Length=521

Score = 643 bits (348), Expect = 0.0

Identities = 354/357 (99%), Gaps = 0/357 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 2 CAATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATT 61

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrr ettt ettt
Sbjct 89 CAATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGATT 148
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Anexo F. Calculo dos custos da nested PCR multiplex

Custo obtido para a extracdo de DNA das amostras sanguineas

Quantidade

Descricdo do ma~terial para as utilizada por Valor por Valor para 10
extracoes extragdo extracdo extracoes
Tubo tipo Falcon de 15ml 01 R$ 0,78 R$ 7,80
Pipeta plastica graduada 01 R$ 0,09 R$ 0,90
Microtubo de 1,5ml 03 R$ 0,15 R$ 1,50
Sais tampéo lise 0,01g R$ 0,004 R$ 0,04
Proteinase K 4,39 mg R$ 1,75 R$ 17,50
EDTA 0,1g R$ 0,29 R$ 2,90
Liticase 0,02 mg R$ 3,00 R$ 30,0
Tris 0,1g R$ 0,034 R$ 0,34
Luva descartavel 02 R$ 0,28 R$ 2,80
*Ponteira 1.000 pl 05 R$ 0,11 R$ 1,10
*Ponteira 100 pl 05 R$ 0,75 R$ 7,50
Kit de extracdo de DNA 01 R$ 10,93 R$ 109,30
Total R$ 18,17 R$ 181,70

* ponteiras com filtro

Custo do “mix” de reagentes da nested PCR multiplex para uma amostra sanguinea

Descricdo do material Lﬁilfiigzgadoer Valor unitéario dos Valor paraa PCR de 1
para o preparo do mix P materiais amostra
amostra

Tubos de 1,5 ml 06 R$ 0,05 R$ 0,30
Tubos de 0,2 ml 16 R$ 0,11 R$ 1,72
*Ponteira 1000 pl 02 R$ 0,10 R$ 0,20
*Ponteira 100 pl 04 R$ 0,20 R$ 0,80
*Ponteira 10 pl 31 R$ 0,15 R$ 4,65
Tag polimerase 20U R$ 0,63/U R$ 12,60
dNTP 9 ul R$ 0,13 R$ 1,14
Primers 18 R$ 0,004 R$ 0,072
Total R$ 21,48

* ponteiras com filtro; U = unidade



70

Custo do “mix” de reagentes da nested PCR multiplex para 10 amostras sanguineas

Descricédo do

material para o Qua}r)udade valor unitario do Valor de 10 amostras
. utilizada material

preparo do mix
Tubos de 1,5 ml 30 R$ 0,05 R$ 1,50
Tubos de 0,2 ml 53 R$0,11 R$ 5,83
*Ponteira 1000 pl 02 R$ 0,10 R$ 0,20
*Ponteira 100 pl 04 R$ 0,20 R$ 0,80
*Ponteira 10 pl 49 R$ 0,15 R$ 7,35
Taq polimerase 66,25 U R$ 0,63/U R$ 41,80
dNTP 26,5 pl R$ 0,13 R$ 3,40
Primers 58,5 pl R$ 0,004 R$ 0,24
Total R$61,12

* ponteiras com filtro

Custo para a deteccdo dos amplificados em géis de agarose

Material utilizado Quantidade Valor parauma  Valor para 10 amostras (2

para a detecc¢éo utilizada amostra (1 gel) géis)
Gel de agarose 0,19 R$ 0,28 R$ 0,56
Marcador peso

5ul R$ 1,09 R$ 2,18

molecular 100 pb
*Ponteira 10 ul 06 R$ 0,18 R$ 0,81
Corante GelRed 20ul R$ 0,38 R$ 0,38
Tampéo TAE 300 ml R$ 0,54 R$ 1,08
Luva descartavel 02 R$ 0,28 R$ 0,28
Total R$ 2,75 R$ 5,29

pb = pares de base; * ponteiras sem filtro

Custo final do teste molecular para 1 e para 10 amostras simultaneas

No. Extracdo “Mix” de Deteccéao dos Total Por Adicional
amostras de DNA reagentes  amplificados amostra de 20%
1 R$ 18,17 R$ 21,48 R$ 2,75 R$ 42,40 R$ 42,40 R$50,88

10 R$ 181,70 R$ 61,12 R$ 5,29 R$ 248,11 R$24,81 R$29,77
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