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RESUMO 

Lyra, Juliana Maria Azevedo. Teste Molecular para Detecção de Fungos 
Patogênicos Relevantes para a Saúde Humana. 2014. Universidade Federal de 
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. 
 
 
Infecções fúngicas tem aumentado sua incidência, principalmente em 
imunocomprometidos. No Brasil, os fungos são responsáveis por cerca de 10% das 
infecções hospitalares, sendo as espécies de Candida responsáveis por cerca de 50% 
dos casos, seguidas pelo Aspergillus e Cryptococcus neoformans. O diagnóstico 
fúngico é dado pelo exame direto, que possui reduzida sensibilidade, e cultura que é 
tecnicamente laboriosa e demorada. A detecção do genoma de fungos apresenta 
diversas vantagens como a instalação precoce da terapia antifúngica diminuindo a 
mortalidade relacionada à infecção fúngica, e o tempo de internação dos pacientes em 
unidades de saúde. Este estudo tem como objetivo o desenvolvimento e avaliação de 
teste molecular para a detecção de infecção fúngica em pacientes 
imunocomprometidos através de PCR do tipo multiplex utilizando a sequência ITS 
como alvo, e sequências de rDNA específicas para detecção de 6 espécie de fungos 
de importância para a saúde humana: A. fumigatus, C. albicans, C. glabrata, C. 
tropicalis, C. parapsilosis e C. neoformans. Dos 84 pacientes analisados, 46 foram 
adultos em tratamento oncológico e 38 neonatos. Das 144 amostras de sangue 
submetidas a PCR convencional com os iniciadores para a detecção da região ITS, 84 
foram positivas e 60 negativas. As amostras positivas foram submetidas a PCR 
multiplex para a determinação da espécie do fungo. 46 foram positivas para uma ou 
mais espécie fúngica, sendo as espécies mais encontradas a C. parapsilosis (23,8%), 
C. glabrata (19,0%), C. neoformans (14,2%), C. tropicalis e C. albicans (ambas 4,7% 
dos casos). A baixa frequência de C. albicans possivelmente está relacionada ao uso 
profilático do antifúngico fluconazol. A PCR convencional apresentou sensibilidade de 
67,3% (53,2-79,0), especificidade de 47,2% (36,6-58,0), valor preditivo positivo de 
44,0% (33,4-55,3) e valor preditivo negativo de 70,0% (56,6-80,8) em relação ao 
diagnóstico da doença, baseado na clínica, comprovação microbiológica e teste 
terapêutico. As curvas melting da PCR em tempo real utilizando o sistema de detecção 
SYBR Green obtidas pela amplificação da sequência subclonada de rDNA de cada 
espécie em plasmídeo apresentaram formato alargado, possivelmente devido a 
homologia entre o iniciador e diferentes regiões das sequências de rDNA das espécies 
de fungos estudadas, principalmente nas espécies de Candida, permitindo a 
amplificação inespecífica em diferentes temperaturas de anelamento avaliadas. As 
curvas de amplificação das sequências subclonadas de rDNA de cada espécie 
utilizando o sistema TaqMan apresentaram reprodutibilidade, e especificidade nos 
experimentos  utilizando o par de iniciador e sonda especifico para uma dada espécie 
com sequências de rDNA clonadas das demais espécies de fungos analisadas, 
executando o teste para C. neoformans, mostrando o potencial do teste para utilização 
em amostras clínicas.  
 
 
Palavras-chave: PCR multiplex. PCR em Tempo Real. Diagnóstico. ITS. 

  



ABSTRACT 

Lyra, Juliana Maria Azevedo. Molecular Test for Detection of Pathogenic Fungi of 
Relevance to Human Health. 2014. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 
Pernambuco, Brazil. 

 

Fungal infections have increased its incidence, especially in immunocompromised 

patients. In Brazil, the fungi are responsible for about 10 % of nosocomial infections, 

with Candida species account for about 50% of cases, followed by Aspergillus and 

Cryptococcus neoformans. Fungal diagnosis is made by direct examination, which 

has reduced sensitivity, and culture that is technically laborious and time consuming. 

The detection of the fungal genome has several advantages as the early onset of 

antifungal therapy decreased mortality related to fungal infection, and length of stay 

of patients in healthcare facilities. This study aims at the development and evaluation 

of molecular test for the detection of fungal infection in immunocompromised patients 

by multiplex PCR using ITS sequence targeted and specific rDNA sequences for 

detection of 6 species of fungi of importance to the human health: A. fumigatus, C. 

albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis and C. neoformans. Of the 84 

patients studied, 46 were adults undergoing cancer treatment and 38 neonates. 144 

of blood samples with conventional PCR primers for detection of the ITS region, 84 

were positive and 60 negative. The positive samples were subjected to multiplex 

PCR to determine the species of fungus. 46 were positive for one or more fungal 

species and the species most commonly found in C. parapsilosis (23.8%), C. 

glabrata (19.0%), C. neoformans (14.2%), C. tropicalis and C. albicans (both 4.7% of 

cases). The low frequency of C. albicans is probably related to the prophylactic use 

of antifungal fluconazole. Conventional PCR had a sensitivity of 67.3% (53.2 to 79.0) 

, specificity of 47.2% (36.6 to 58.0), positive predictive value of 44.0% (from 33.4 to 

55,3) and negative predictive value of 70.0% (56.6 to 80.8) compared to diagnosis 

based on clinical, microbiological and therapeutic proof test. The melting curves of 

real-time PCR using SYBR Green obtained by amplification of rDNA subcloned 

sequence of each species present in plasmid extended, possibly due to the 

homology between the initiator sequences and regions of rDNA of fungal species 

format studied, especially in Candida species, allowing nonspecific amplification at 

different annealing temperatures evaluated. The amplification curves of the 

subcloned rDNA sequences of each type using the TaqMan system showed 

reproducibility and specificity of the experiments using the pair of primer and probe 

specific for a species with cloned rDNA sequences of other species of fungi analyzed 

by running test for C. neoformans, showing the potential for use in clinical test 

samples. 

Keywords: multiplex PCR. Real-Time PCR. Diagnosis. ITS.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os fungos patogênicos podem causar infecções no homem que resultam 

desde uma simples alergia ao óbito dependendo da integridade do sistema 

imune do paciente. Indivíduos imunocomprometidos, como pacientes em 

quimioterapia, transplantados, portadores do HIV e recém-nascidos prematuros 

são mais susceptíveis a infecções por fungos encontrados no meio ambiente. 

Os fungos são responsáveis por cerca de 10% das infecções 

hospitalares, sendo as espécies de Candida responsáveis por cerca de 50% 

dos casos, seguidos pelo Aspergillus, Cryptococcus neoformans e 

Pneumocystis Carinni.  A Candida albicans é a espécie mais prevalente nas 

infecções hospitalares. As espécies não-albicans mais freqüentes são a 

C.glabrata, C.tropicalis, C.parapsilosis e em menor frequência a C. krusei. 

Pacientes neutropênicos em quimioterapia e neonatos correspondem a 

dois importantes grupos de risco para as infecções nosocomiais. 

Neutropenia febril é uma complicação infecciosa cuja incidência varia 

com o protocolo antineoplásico adotado. Os sítios de infecção mais comuns 

são o sangue por espécies de Candida e o trato respiratório inferior por 

Aspergillus. Os episódios de neutropenia febril com comprovação 

microbiológica podem chegar a cerca de 40% dos casos; sendo a intensidade 

da neutropenia um fator de risco para desfecho desfavorável. Nestes 

pacientes, a mortalidade por infecção fúngica aumenta quanto mais demorado 

for o início do tratamento específico, e na ocorrência de resistência ao 

tratamento por algumas espécies principalmente C.glabrata e C.krusei. O uso 

profilático de fluconazol parece reduzir a incidência e a mortalidade de infecção 

fúngica invasiva em pacientes com câncer, contudo, essa prática pode estar 

influindo na seleção de espécies resistentes a esse antifúngico.  

Óbitos de crianças no período neonatal representam mais de um terço 

da taxa global de mortalidade infantil. As infecções constituem a principal causa 

de óbitos de recém-nascidos nos países em desenvolvimento. Os fatores de 

risco frequentemente associados à sepse neonatal incluem a prematuridade, 

devido à imaturidade do sistema imunológico, procedimentos invasivos 

diagnósticos e/ou terapêuticos, ventilação mecânica, nutrição parenteral, 

antibiótico de amplo espectro, cirurgia, longa permanência hospitalar e não 
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segmento das normas de prevenção de infecção hospitalar. Dados da literatura 

sugerem que práticas inadequadas durante trabalho de parto, parto e no pós-

atendimento, colocam os recém-nascidos em grande risco de infecções e de 

morte logo após o nascimento. 

O quadro clínico do paciente com infecção sistêmica por Candida e 

outros fungos como o Aspergilus é inespecífico e o diagnóstico laboratorial 

através de métodos convencionais microbiológicos podem não ser conclusivos. 

A presença do fungo pode ser confirmada pelo exame direto e cultura de 

amostras biológicas, contudo a sensibilidade baixa do exame direto e as 

dificuldades técnicas de cultivo tornam a confirmação microbiológica por vezes 

difícil. Métodos moleculares para detecção de fungos surgem como forma de 

diagnóstico específico, rápido e de alta sensibilidade, características essas 

importantes para o estabelecimento de medida terapêutica em pacientes 

imunocomprometidos. Com o advento da PCR multiplex, da PCR em tempo 

real e melhoras na eficiência da automação, os custos das técnicas de biologia 

molecular estão decrescendo enquanto que o seu uso vem aumentando.  

Diversas sequências do genoma de fungo vem sendo consideradas 

como marcadores moleculares para identificação de infecção fúngica, incluindo 

microssatélites, DNA mitocondrial, o gene da protease aspártica secretada e 

regiões que transcrevem o DNA ribossômico, sendo a principal delas a região 

ITS que apresenta múltiplas cópias no genoma do fungo. 

Esta região ITS é de particular importância para o diagnóstico de fungos 

por ter áreas altamente conservadas e áreas de alta variabilidade entre 

diferentes espécies de fungo, o que pode possibilitar o diagnóstico diferencial 

dentre as espécies e também a tipificação de uma mesma espécie.  

Nesse contexto, esse trabalho desenvolveu e avaliou teste molecular para 

detecção de infecção fúngica, utilizando PCR convencional, e PCR em tempo 

real usando o sistema SYBR Green e também o sistema TaqMan de detecção.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

2.1 INFECÇÕES FÚNGICAS: 

 

Nos últimos anos as infecções fúngicas têm aumentado sua incidência 

principalmente em pacientes imunocomprometidos, com doenças neoplásicas, 

portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV), receptores de 

transplantes de órgãos e em pacientes hospitalizados (Bille et al., 2005; Louie 

et al., 2008; Kuleta et al., 2009). Os métodos invasivos utilizados no 

atendimento de pacientes em unidades hospitalares, como sondas venosas 

para infusão de medicação, demais sondas e respiradores contribuem para o 

rompimento de barreiras anatômicas naturais, aumentando a possibilidade de 

infecções nosocomiais (Ribeiro et al., 2006; Bailey et al., 2009).  

O indivíduo com sistema imune comprometido permite que organismos 

não patogênicos para a população em geral (sendo com frequência 

pertencentes a microbiota humana) invadam os tecidos, proliferem e causem 

doenças (Siegel et al., 2007; Brasil, 2010). Nesse contexto estão incluídos os 

fungos, os quais são responsáveis por cerca de 10% das infecções 

hospitalares (Colombo et al., 2003a). Em pacientes internados em unidades de 

terapia intensiva (UTI) as infecções invasivas por Candida estão associadas à 

alta morbidade e mortalidade com taxa global de mortalidade entre 40-60% 

(Guery et al., 2009; Delaloye and Calandra, 2014). 

A neutropenia prolongada presente nos pacientes com câncer e em 

terapia com corticosteróides, antineoplásicos, radioterapia, e pacientes em 

terapia imunossupressiva para prevenção à rejeição de enxertos facilitam 

infecções fúngicas invasivas (IFI), que se não diagnosticadas em tempo podem 

levar o paciente ao óbito (Mauricett and Ito, 2009). Outro efeito colateral da 

quimioterapia para o tratamento de câncer é a mucosite causada por fungos 

oportunistas na cavidade oral, que se não tratada pode levar a disseminação 

hematogênica (Boktour et al., 2004). Em crianças com leucemia, a infecção 

bacteriana é a mais prevalente, contudo, a incidência das infecções fúngicas 

pode chegar a 10%, com uma taxa de mortalidade de até 25% nos Estados 

Unidos (Bailey et al., 2009).  
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Em recém-nascidos de baixo peso ao nascer (<1000 g) a incidência da 

candidemia é de 4%, e a disseminação na corrente sanguínea está associada 

com uma mortalidade atribuível de 38% e uma mortalidade bruta de 30% a 

75% nesta população específica (Shetty, 2005). Muitos fatores de riscos 

específicos para candidemia pré, peri e pós-natais foram identificados em 

pacientes de UTI neonatal tais como a estrutura imatura da pele, uso 

prolongado de antibióticos, procedimentos invasivos, uso de cateteres 

vasculares, nutrição parenteral, ventilação mecânica, uso de corticóide 

sistêmico, prematuridade, baixo peso ao nascer, cirurgias do trato 

gastrointestinal e colonização fúngica preexistente (Saiman, 2001). 

No Brasil, os fungos são responsáveis por cerca de 10% das infecções 

hospitalares, sendo as espécies de Candida responsáveis por cerca de 50% 

dos casos, seguidas pelo Aspergillus e Cryptococcus neoformans (Colombo et 

al., 2003a). 

 

2.1.1 Infecçao por candida albicans 

 

A C. albicans é espécie de fungo normal da microbiota endógena 

gastrointestinal, respiratória e de áreas genito-urinárias e o agente etiológico 

mais encontrado dentre as infecções fúngicas em pacientes oncológicos. Além 

disso, é a quarta causa mais comum de infecções sanguíneas nos Estados 

Unidos (Boktour et al., 2004; Bailey et al., 2009). No Brasil 4,3% do total das 

infecções hematológicas correspondem a fungemia causada pela C. Albicans 

(Colombo et al., 2003b). 

 

2.1.2 Infecção por candida não albicans 

   

     As demais espécies do gênero Candida também foram encontradas 

causando infecções fúngicas invasivas em pacientes imunocomprometidos, 

sendo as espécies não-albicans mais freqüentes a C.tropicalis, C.parapsilosis, 

C.glabrata e em menor frequência a C. krusei (Colombo et al., 2003b; CDC, 

2012a; Oberoi et al. 2012). 

A C. tropicalis é importante causa de candidemia em pacientes com 

neutropenia e portadores de doenças malignas hematológicas, ocorrendo em 
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60-80% dos pacientes infectados (Gil et al.,2007). Nos países da America 

Latina, incluindo o Brasil, esta é a segunda espécie mais isolada nas 

candidemias, juntamente com a C. parapsilosis (Pfaller and Diekema, 2007). 

A C. parapsilosis coloniza a pele humana, sendo frequentemente isolada 

das mãos de profissionais de saúde e de soluções de nutrição parenteral 

contaminadas. É responsável por 7-15% dos casos de candidemia nos Estados 

Unidos (Colombo et al., 2006; Pfaller and Diekema, 2007). Em países da 

América Latina a C. parapsilosis tem sido reconhecida como a segunda 

principal causa de infecção invasiva (Godoy et al., 2003).  

A C. glabrata ocupa o segundo lugar entre as espécies do gênero 

Candida mais isoladas nos Estados Unidos, com frequência entre 20-25% dos 

casos, e nos países da América Latina é responsável por entre 4-7% dos casos 

(Pfaller and Diekema, 2007). No Brasil a C. glabrata é a quarta espécie mais 

encontrada em pacientes com candidemia representando um total de 4-5% das 

infecções por candida (Goldani and Mario 2003; Colombo et al., 2011). A 

frequência de isolamento de C. glabrata parece estar associada à idade dos 

pacientes, sendo frequente em recém-nascidos, e nos pacientes com uso do 

antifúngico fluconazol profilático, especialmente em pacientes portadores de 

neoplasias (Colombo and Guimarães, 2003). 

A espécie do gênero Candida mais isolada em infecções hospitalares 

em todos os continentes é a C. albicans, mas variações geográficas no padrão 

etiológico das infecções invasivas por espécies de candida não-albicans foram 

documentadas. Na América do Norte a C. glabrata é a espécie predominante 

(Colombo et al., 2003a; Delaloye and Calandra, 2014). C. parapsilosis e C. 

tropicalis são mais frequentes no hemisfério sul (América do Sul, Austrália e sul 

da Europa), do que no hemisfério norte (norte da Europa ou América do Norte) 

(Colombo, 2003b; Arendrup, 2010). No Brasil, a frequencia de infecção fungica 

por C. tropicalis e C. parapsilosis também é mais prevalente do que a por C. 

glabrata (Godoy et al., 2003; Goldani and Mario 2003; Colombo et al., 2011). 
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2.1.3 Infecção por fungos não Candida 

 

O gênero Cryptococcus pode causar complicações importantes como a 

meningite e meningoencefalite. Aproximadamente 50% das infecções por 

Cryptococcus spp. em pacientes com câncer se apresenta na forma de 

meningoencefalite, sendo o agente etiológico mais isolado o C. neoformans 

(Buchanan and Murphy, 1998; Kufe et al.,2003; Brown et al., 2007).  A infecção 

por HIV também é um fator crucial que predispõe ao desenvolvimento da 

criptococose (Sabitti and May, 2012). A incidência de criptococose em 

pacientes com HIV no mundo varia em torno de 5-30% e as maiores 

incidências ocorrem no Sudeste dos EUA e África Equatorial, destes pacientes 

10-25% morrem no início da terapia e 30-60% em doze meses (Martinez et 

al.,2001).  

O Aspergillus fumigatus é o agente etiológico responsável por 

aproximadamente 90% das aspergiloses invasivas diagnosticadas em todo o 

mundo (CDC, 2012b).  Porém, muitas outras espécies, incluindo A. flavus, A. 

niger, A. terreus e A. nidulans podem causar doenças (Sharma and Chwogule, 

1998; Jalava et al., 2003). 

A aspergilose invasiva é infecção oportunista, sendo a forma mais grave 

da doença. Este tipo de infecção surge em doentes imunocomprometidos, 

particularmente nos doentes com leucemia, com aplasia medular, nos 

submetidos a transplante de medula e de órgãos sólidos, e nos indivíduos com 

tratamentos prolongados de quimioterapia ou à base de corticosteróides 

(Richardson & Warnock, 2003; Jalava et al., 2003; Ali et al., 2006; Kousha et 

al., 2011).  

Na maioria dos casos de aspergilose invasiva é difícil determinar se a 

infecção foi adquirida dentro ou fora do ambiente hospitalar. No entanto, parece 

provável que alguns indivíduos colonizados por Aspergillus spp. antes da sua 

admissão no hospital possam desenvolver doença invasiva quando ficam 

neutropénicos (Richardson and Warnock, 2003; Pemán et al., 2006). 

A taxa de mortalidade causada pelo Aspergillus spp. chega a 50% na 

presença de neutropenia induzida pela quimioterapia e pode exceder 90% em 

pacientes submetidos à transplantes de medula óssea (Ali et al., 2006; Kousha 

et al., 2011). 
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2.2 DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO FÚNGICA 

  

A presença de fungos em amostras biológicas de pacientes com 

suspeita de infecção pode ser observada em exame microscópico direto. O 

referido teste permite a visualização de estruturas fúngicas, sendo um 

importante instrumento de diagnóstico (Mauricett el al., 2009). Diferentes tipos 

de amostras podem ser utilizados no exame direto dependendo do local da 

infecção. A identificação de fungos é facilitada por meio de diferentes 

colorações, tais como: hidróxido de potássio 20% com ou sem adição de tinta 

Parker ou de dimetilsulfóxido (DMSO) e coloração por Giemsa (Ribeiro et al., 

2006). 

Os resultados devem ser interpretados de acordo com o tipo de material 

e o local da lesão. Muitas vezes, o fungo é da flora local, não tendo significado 

clínico o seu achado no exame direto (McLintock et al., 2004). O exame direto 

pode fornecer identificação completa (gênero e espécie) ou parcial do fungo, 

quando apenas o gênero ou o grupo pode ser identificado. Em ambos os 

casos, fornecem informações importantes para a escolha da conduta 

terapêutica (Ribeiro et al., 2006). A sensibilidade do exame direto varia de 

acordo com o sítio anatômico, número de espécimes clínicos examinados, 

adequação da coloração empregada, estágio da doença, qualidade da objetiva 

e sistema óptico, qualidade e quantidade de material biológico (McLintock et 

al., 2004). Além disso, reagentes e corantes podem estar contaminados com 

leveduras e fungos filamentosos do meio ambiente, que em geral não 

necessitam de nutrientes especiais e se multiplicam em soluções usadas na 

rotina do laboratório (Ferreira, 2001).  

Em consequência da baixa sensibilidade do exame direto, a etiologia da 

infecção fúngica em muitos casos requer a cultura do material biológico para o 

isolamento e a identificação da espécie (Benjamin et al., 2000).  

A cultura em meio de ágar Sabouraud permite a inserção de antibióticos, 

que evitam o crescimento de bactérias, e do teste antimicótico, para 

identificação do crescente número de fungos resistentes às drogas usuais de 

tratamento (Speers, 2006). Outra vantagem da cultura é a disponibilidade de 

material fúngico para estudos de tipagem e caracterização de cepas em 

ambiente hospitalar (McLintock et al., 2004). O fator limitante do método deve-
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se ao tempo necessário para o crescimento do fungo, que pode chegar a duas 

ou três semanas (Speers, 2006; Oberoi et al. 2012).  

O método padrão-ouro para o diagnóstico da maioria das espécies de 

fungos invasivos em neonatos é a cultura do sangue, de líquidos estéreis ou de 

fragmentos de tecido, contudo, a hemocultura não é forma de diagnóstico 

efetiva, como seria necessário no diagnóstico de infecções fúngicas invasivas 

(IFI), sendo a coleta e o transporte das amostras as principais limitações, que 

pode diminuir a viabilidade celular e acarretar na indução de resultados falsos 

negativos (Benjamin et al., 2000).  

Testes sorológicos para pesquisa de anticorpos contra antígenos 

fúngicos (por exemplo, antimanana) são limitados pela ocorrência de 

resultados falsos negativos, especialmente em pacientes imunocomprometidos, 

que constituem a maioria daqueles com maior suscetibilidade à infecção 

fúngica (Wheat, 2006). 

Diagnóstico sorológico para identificação de antígenos da parede celular 

fúngica como galactomanana (GM), manana, β-glucano foram desenvolvidos 

para serem usados como primeiro diagnóstico de infecções fúngicas invasivas. 

Esses antígenos fúngicos podem ser retirados rapidamente da circulação pela 

formação de complexos imunes e por endocitose mediada por receptor de 

células de Kupffer no fígado, limitando a sensibilidade dessas técnicas (Ribeiro 

et al.,2006; Keutgen et al.,2007; Theel and Doern, 2013). Alguns medicamentos 

podem causar resultados falsos positivos como o antibiótico piperacilina-

tazobactam e os β-lactâmicos, incluindo ampicilina, amoxicilina e amoxicilina-

clavulanato (Delabesse et al.,2005). A proteína GM presente no leite e cereais 

ao atravessar a parede intestinal lesada por quimioterapia pode também 

originar resultados falso-positivos. Índices mais elevados de falso-positivos são 

registrados em pacientes pediátricos, possivelmente devido à dieta baseada 

em leite (McLintock et al., 2004). Outras causas de falsa positividade incluem a 

nutrição parenteral com proteínas de grãos de soja e bacteremia por bactérias 

Gram positivas (Miyazaki et al., 1995; Delabesse et al.,2005). A hemólise, 

hemodiálise usando membranas de celulose, fator reumatóide e concentrações 

elevadas de bilirrubina ou triglicérides séricos também são inibidores desses 

ensaios (Keutgen et al., 2007).  
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Testes comercialmente disponíveis para detecção de antígeno fungico 

apresentam bons níveis de especificidade, mas a sensibilidade fica em torno de 

50% dos casos comprovados (Wheat, 2006). Pacientes com infecção 

disseminada podem apresentar baixas concentrações séricas do antígeno 

circulante, dificultando sua detecção (Delabesse et al.,2005). 

Os métodos de biologia molecular surgiram como alternativa para a 

detecção rápida de infecção fúngica que são difíceis ou até impossíveis de 

serem detectadas pelos métodos convencionais microbiológicos e sorológicos. 

Pode-se destacar que a principal técnica de biologia molecular utilizada para 

diagnóstico de microrganismos é a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

(Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al.,1988; Nussbaum et al., 2010). 

A técnica PCR simples convencional consiste na amplificação de 

sequências de DNA “in vitro” a partir de reduzidas concentrações de molde de 

DNA, entendendo-se aqui por DNA genômico de microrganismo em amostras 

clínicas, e iniciadores específicos complementares às extremidades 5´ das 

sequências do gene alvo do microrganismo sob investigação, sendo o princípio 

da reação baseado nos elementos básicos da replicação do DNA (Mullis and 

Faloona, 1987; Saiki et al.,1988; Griffiths et al., 2010).  

O desenho de iniciadores específicos é essencial para o sucesso da 

reação de PCR. Erros no desenho dos iniciadores podem resultar na possível 

formação de dímeros de iniciadores (amplificação inespecífica a partir do 

anelamento das extremidades 3´complementares dos iniciadores sobre si 

mesmos), assim como, na detecção de falsos positivos decorrente da limitação 

de ajuste da temperatura de anelamento devido às diferentes temperaturas de 

dissociação (TM) iniciador-molde de DNA (Luo and Mitchell, 2002). 

A literatura tem relatado níveis de sensibilidade de 100% para o 

diagnóstico de infecção fúngica em amostras de sangue em modelo animal 

(Denveter et al.,1995), e em pacientes neutropênicos (Hebart et al.,2000; Avini 

et al., 2010). 

A PCR multiplex, variante da PCR simples, consiste na amplificação de 

múltiplos alvos em uma única reação, utilizando mais de um par de iniciadores 

(Rashmi et al., 2013). As vantagens da reação da PCR multiplex podem ser 

ilustradas nos seguintes casos: (1) na amplificação simultânea de sequência 

alvo em gene humano (controle interno da preparação da amostra), e alvo em 
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gene do microrganismo para detecção da infecção; (2) na identificação de 

espécies diferentes, para diagnóstico de infecção múltipla por diferentes 

espécies de um mesmo microrganismo; e (3) por diferentes tipos de 

microrganismos infectantes (Chamberlin et al., 1994; Luo and Mitchell, 2002, 

Lehmann et al., 2007; Lamoth et al., 2010; Nussbaum et al., 2010, Mandhaniya 

et al., 2011). O diagnóstico de infecção fúngica em amostra de cultura de 

sangue de pacientes suspeitos utilizando PCR convencional multiplex e 

comparados com testes microbiológicos (exame direto e cultura) tem 

apresentado sensibilidade e especificidade em torno de 95-100% e 85-100% 

respectivamente (Chang et al., 2001; Luo and Mitchell, 2002). Essa técnica tem 

a vantagem de promover a redução do tempo e trabalho dentro do laboratório 

de pesquisa e diagnóstico, além da redução na quantidade de amostra e 

reagentes utilizados, e redução dos custos finais (Lehmann et al., 2007; Louie 

et al., 2008).  

A PCR em tempo Real (qPCR), outra variante da técnica de PCR 

convencional, tem a vantagem de quantificar a expressão gênica, ou seja, a 

carga infecciosa. Os sistemas de detecção mais utilizados são o SYBR Green 

e o TaqMan. O sistema SYBR Green utiliza o fluoróforo de mesmo nome, que 

tem a propriedade de emissão de luz ao se intercalar com as bases 

nitrogenadas dos ácidos nucléicos em DNA fita dupla. As vantagens da 

utilização do SYBR Green são: baixo custo, facilidade no uso e maior 

sensibilidade em relação a PCR convencional. A limitação desse sistema deve-

se a ligação inespecífica do fluoróforo em DNA dupla fita, de forma que 

dímeros dos iniciadores e outros produtos inespecíficos também contribuem 

para a fluorescência total do sistema, podendo superestimar a concentração do 

fragmento alvo e/ou inviabilizar a detecção de baixas cópias de DNA alvo 

(Gachon et al., 2004; Kubista et al., 2006).   

O sistema de detecção TaqMan utiliza, além dos iniciadores nas 

extremidades da sequência alvo para a amplificação do fragmento gênico de 

interesse, sonda de DNA complementar e altamente específica a região interna 

da sequência alvo, marcadas com fluoróforos, as quais liberam fluorescência 

apenas na formação do produto de PCR de interesse. A sonda utilizada na 

reação apresenta em uma extremidade um fluoróforo e na outra extremidade 

um supressor - quencher - molécula que absorve energia do fluoróforo na 
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forma de luz e a dissipa na forma de calor quando estão próximos, ou seja, 

quando ambos estão ligados a sonda na ausência de reação de amplificação 

da sequência alvo. Durante a etapa de amplificação da sequência alvo, a 

degradação da sonda leva ao distanciamento da molécula quencher do 

fluoroforo, que emite fluorescência em um comprimento de onda superior ao da 

excitação promovida pelo laser, que ao ser detectada é convertida em sinal 

elétrico.  Softwares específicos interpretam o sinal elétrico com a visualização 

de curva de produção de cópias de fragmentos, permitindo a quantificação das 

mesmas (Novais and Pires-Alves, 2004; Cuenca-Estrella et al., 2009).  

Dados da literatura, quanto a sensibilidade e especificidade da qPCR 

usando o sistema TaqMan para diagnóstico de infecção fúngica em amostras 

clínicas, tem sido bastante variados, principalmente devido aos diferentes 

desenhos experimentais, incluindo tipo de amostras e padrão-ouro utilizado. O 

diagnóstico utilizando o sistema TaqMan com par de iniciadores únicos (forma 

simples), utilizando como padrão-ouro cultura e resultados clínicos mostram 

melhores taxas de sensibilidade e especificidade (91,6% e 94,4% 

respectivamente), do que estudos utilizando PCR multiplex e comparados 

exclusivamente com diagnóstico microbiológico (50-63% e 41-81% 

respectivamente) (Cuenca-Estrella et al., 2009; Mandhaniya et al., 2011; Grif et 

al., 2012).  

Com o advento da PCR multiplex (Luo and Mitchell, 2002), da PCR em 

tempo real (Pryce et al., 2003) no diagnóstico de fungos e incremento na 

eficiência da automação, os custos das técnicas de biologia molecular estão 

decrescendo enquanto que o seu uso vem aumentando para a detecção de 

patógenos importantes para a saúde humana (Kubista et al., 2006). Métodos 

moleculares baseados na PCR representam uma ferramenta importante para a 

detecção precoce das infecções fúngicas invasivas, principalmente, quando a 

metodologia utilizada envolve uma etapa de hibridação específica seguida da 

PCR (Eriksson et al, 2009). 
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2.3 ALVOS MOLECULARES PARA DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO FÚNGICA 

 

Diversos genes que codificam diferentes regiões do genoma de fungos 

podem ser usados como marcadores moleculares para identificação de uma 

infecção fúngica. 

A região dos microssatélites tem sido utilizada para determinação de 

espécies do gênero Candida e Aspergillus usando PCR multiplex, isto se dá 

devido a variabilidade existente nesta região gênica entre diferentes espécies 

pertencentes a um mesmo gênero (Tran-Dinh and Carter 2000; Sampaio et al., 

2005).  

O DNA mitocondrial dos fungos (mtDNA) é formado por subunidades 

maior (LSU) e menor (SSU), encontrado na matriz mitocondrial de estruturas 

chamadas nucleóidos, que podem conter de 4 a 5 cópias e considerado 

marcador molecular para estudo da variabilidade entre gêneros e espécies de 

fungos, em ensaios de polimorfismo no comprimento do fragmento de restrição 

(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) (Hamari et al., 2003; 

Juhász et al., 2007). 

A protease aspártica secretada (SAP) é codificada por 10 genes e está 

relacionada à formação de biofilme, sendo importante alvo para diagnóstico 

devido ao número de cópias do gene e a relação direta com a resistência da 

candida aos principais antimicóticos utilizados no tratamento contra infecção 

fúngica, permitindo a identificação de casos graves da doença e ajuste no 

tratamento (Kumamoto et al., 2005). O gene que transcreve a proteína da 

parede das hifas (HWP1) (Staab et al., 1999) e o gene para as sequências 

similares a aglutininas (ALS) (Hoyer et al., 2008) que codificam glicoproteínas 

associadas a superfície celular também estão envolvidos no crescimento do 

biofilme em candida, podendo ser detectados por técnicas de biologia 

molecular como PCR convencional em tempo real (Nailis et al., 2011) visando 

relacionar a presença destes genes a maior virulência do fungo devido a sua 

resistência a antimicóticos (Calderone and Fonzi, 2001). 

A maioria dos ensaios para detecção fúngica utiliza como alvo os genes 

de cópias múltiplas visando aumentar o limite de detecção da reação 

(Jordanides et al., 2005; Gurtner et al., 2007; Lamoth et al., 2010; Mandhaniya 

et al., 2011). 
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As regiões gênicas mais utilizadas em biologia molecular para detecção 

de fungos são as que transcrevem os DNA ribossômicos (rDNA), porque 

encontram-se em grande número de repetições consecutivas (‘tandem’) (White 

et al., 1990; Ribeiro et al., 2006). 

O rDNA dos fungos consiste em 3 genes, o gene da subunidade maior 

(25S), o gene da subunidade menor (18S) e o gene 5.8S.  A região ITS 

(“Internal Transcribed Spacer”) é uma região conservada do genoma dos 

fungos que se encontra em múltiplas cópias. A ITS possui duas regiões: a ITS-

1 localizada entre o gene 18S e o 5.8S, a qual é amplificada pelos 

oligonucleotídeos universais ITS1 e ITS2; e a região ITS2 localizada entre o 

gene 5.8S e o 25S, sendo amplificada pelos iniciadores ITS3 e ITS4. O 

fragmento total da ITS, incluindo a região 5.8S, é obtido na amplificação dom 

os iniciadores ITS1 e ITS4, e apresenta tamanho variando entre 600 a 800 

pares de bases (Figura 1) (White et al., 1990; Gardes and Bruns, 1993; 

Mercure et al.,1993). 

 
Figura 1 - Diagrama do rDNA de fungos pontuando iniciadores ITS1 e ITS4 utilizados na 
amplificação das regiões ITS1 e ITS2. 

 
Adaptada de White et al.( 1990). 

 
Esta região ITS é de particular importância para o diagnóstico de fungos 

por ter áreas altamente conservadas e áreas de alta variabilidade entre 

diferentes espécies de fungo, o que pode possibilitar o diagnóstico entre eles 

(White et al., 1990; Khot et al.,2009). 

 

2.4 VALIDAÇÃO DE TESTE DIAGNÓSTICO 

 

A impressão clinica sugere uma hipótese diagnostica (característica que 

separa indivíduos, indica desfecho, tratamento e mudança de padrão pós-

tratamento) que deve ser confirmada com testes paraclínicos. A identificação 

de casos depende de uma boa organização e estrutura para o processo 
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diagnóstico; a qualidade da formulação e a validação do método. Esses 

critérios previamente estabelecidos para definição de doença são chamados de 

“padrão ouro”. Desta forma uma definição diagnóstica clínica ou testes já 

aprovados e em uso no mercado podem ser usados como padrão ouro para 

comparação de resultados de novos testes diagnósticos (Almeida, 2008; Burd, 

2010). 

Novos testes diagnósticos devem ser capazes de categorizar 

corretamente as pessoas realmente doentes como positivas (sensibilidade) e 

as realmente sadias como negativas (especificidade), sendo a fração dos 

resultados positivos que identificam doentes o valor preditivo positivo, e a 

fração dos resultados negativos que indicam indivíduos sadios o valor preditivo 

negativo do teste (Branscum et al., 2005; Burd, 2010).  

A validação de um teste pode ser: (1) interna, quando se compara um 

novo teste diagnóstico, em condições específicas de laboratório, com um 

método de referência no mercado; tendo a finalidade de separar os indivíduos 

doentes dos sadios e de diferenciar doenças; (2) externa, quando se avalia o 

desempenho do teste novo em diferentes condições, i.e., diferentes ambientes, 

metodologia executada por diferentes profissionais, utilização de diferentes 

materiais etc; permitindo analisar a reprodutibilidade a partir da repetição do 

teste (Burd, 2010). 

O processo de validação de teste diagnóstico inclui cinco etapas ou 

fases bem definidas. A fase I inclui o desenvolvimento, otimização e 

padronização das técnicas a serem utilizadas no teste diagnóstico, não 

apresenta grupo controle, tem a finalidade de verificar a viabilidade da técnica, 

e se é de fácil manuseio para ser incluída no mercado; a fase II visa estimar a 

acurácia, incluindo os cálculos de sensibilidade, especificidade e valores 

preditivos com base no “padrão ouro” para cada doença ou teste diagnóstico a 

ser testado, nesta etapa devem ser incluídos como controle do teste amostras 

sabidamente negativas (controle negativo); a fase III também estima a 

sensibilidade, especificidade e valores preditivos do teste diagnóstico em 

validação, mas a população alvo são casos suspeitos; a fase IV inclui a 

validação laboratorial com base na reprodutibilidade do teste diagnóstico e 

eficácia clinica; e a fase V visa a comercialização do teste diagnóstico incluindo 

a estimativa de custo-efetividade na rede de saúde, seu monitoramento, e 
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observação da manutenção do critério de validação, utiliza como controle tanto 

indivíduos sadios como doentes, incluindo aqueles com co-morbidade e 

apresentando qualquer forma ou gradiente da doença a ser diagnosticada com 

o teste diagnóstico (Filho, 2012). 

As etapas de validação de novos testes são, portanto, importantes para 

consolidação de métodos de investigação de doenças em saúde pública, pois 

só a partir disto se torna possível aplicar técnicas diagnósticas adequadas para 

estudos na população visando à identificação e posterior tratamento de 

indivíduos portadores de doenças em sua fase pré-clínica, identificação 

doenças em população de difícil diagnóstico como nos imunocomprometidos e 

determinação da gravidade de doenças.   (Crowther et al., 2006) 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A infecção fúngica não diagnosticada representa risco de morte em 

pacientes imunocomprometidos em uso de quimioterapicos (pacientes 

oncológicos) ou imunosupressores (transplantados), recém-nascidos de alto 

risco, idosos com redução da capacidade motora e comorbidades, portadores 

de HIV, dentre outros. O exame direto é pouco sensível, principalmente, em 

diagnóstico de fungimia.  A cultura é o padrão-ouro da infecção, mas além de 

ser tecnicamente laboriosa e demorada, sofre influencia da forma de coleta e 

meio de transporte da amostra. A dificuldade em firmar o diagnóstico 

microbiológico de infecção fúngica induz ao tratamento de exclusão, i.e., o 

diagnóstico é confirmado pela ausência de melhora clínica do paciente após 

uso de antibióticos de largo espectro, e pela melhora clínica com uso de terapia 

antifúngica. Nesse contexto, um teste molecular específico, sensível e rápido é 

indicado no diagnóstico de casos suspeitos, no controle de pacientes 

transplantados e na pesquisa de fontes de infecção fúngica hospitalar. A 

sensibilidade e a rapidez do teste molecular para infecção fúngica representam 

vantagens em relação a hemocultura, permitindo a instalação precoce da 

terapia antifúngica, contribuindo para diminuir a mortalidade relacionada à 

infecção fúngica, e o tempo de internação desses pacientes em unidades de 

saúde, levando a uma redução nos custos hospitalares.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliação de desempenho de teste molecular para a detecção de 

infecção fúngica em pacientes imunocomprometidos. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estabelecer condições de reação de PCR convencional simples e 

multiplex para detecção de infecção fúngica; 

 Determinar a sensibilidade e especificidade dos testes moleculares para 

detecção de fungos patogênicos em pacientes imunocomprometidos 

com suspeita de infecção fúngica; 

 Definir a frequência das diferentes espécies de fungos detectados; 

 Avaliar a concordância entre o teste molecular e o padrão-ouro 

composto pelo diagnóstico micológico, clínica e teste terapêutico; 

 Estabelecer as condições experimentais de PCR em tempo real 

utilizando o sistema SYRB Green® e TaqMan® para detecção das 

espécies de fungo. 
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5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

5.1. CONSTRUÇÃO DE CONTROLES PLASMIDIAIS POSITIVOS PARA 

TESTE DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO FÚNGICA 

 

5.1.1. Isolados de fungo 

 

Material inativado de isolados dos fungos Aspergillus fumigatus, Candida 

albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e 

Cryptococcus neoformans foram gentilmente cedidos pelo Setor de Micologia 

do Laboratório Central de Saúde Pública do estado de Pernambuco, através da 

Sra. Élcia Cauas. Os referidos fungos foram utilizados para testes com os 

iniciadores específicos obtidos na literatura para amplificação das diversas 

espécies fúngicas estudadas, com o objetivo de subclonagem do fragmento 

amplificado para a construção de controles positivos para o teste de 

diagnóstico da infecção fúngica. 

 

5.1.2. Extração de DNA genômico 

 

Massa de isolados de cultura fúngica foram submetidas a lise celular 

com 700 µL do reagente DNAzol BD (Invitrogen, São Paulo, Brasil), e a 

precipitação de DNA com 200 µL de isopropanol em temperatura ambiente por 

5 minutos. O precipitado foi obtido por centrifugação a 3.000 x g durante 6 

minutos e lavado com etanol 75% e, após rápida secagem, foi ressuspenso em 

250 µL de água tratada com DEPC (Dietil Pirocarbonato, livre de RNA, DNA e 

resíduos de proteínas). Na presença de impurezas, o DNA extraído foi 

submetido à purificação com solução de fenol-clorofórmio, visando à remoção 

de inibidores da reação da DNA polimerase presentes no sangue. A purificação 

consistiu em adicionar 1 volume da solução de DNA com partes iguais de uma 

solução de fenol-clorofórmio,  homogeneizar no vórtex e centrifugar por 5 

minutos a 13.000 x g. Em seguida, a fase superior aquosa (que contém o DNA) 

foi transferida para um microtubo limpo e adicionado a 1 volume de clorofórmio 

para remoção de traços de fenol da preparação. O conteúdo de DNA foi 

recuperado da fase superior após nova centrifugação. O DNA genômico obtido 
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foi precipitado com a adição de acetato de sódio 3 M em um volume 

correspondente a 1/10 do volume do sobrenadante acrescidos de 2 volumes de 

etanol 100% permanecendo cerca de 18 h em -20°C. Após a centrifugação a 

13.000 x g, a 4oC, o precipitado de DNA foi lavado com álcool 70 %, seco e 

ressuspenso em 30 µL de água DEPC. O DNA foi quantificado em 

espectrofotômetro e a qualidade determinada pela visualização em gel de 

agarose a 1%.  

 

5.1.3. Reação em cadeia da DNA polimerase  

 

O DNA genômico extraído de cada isolado de fungo (A. fumigatus, C. 

albicans, C. glabrata C. tropicalis, C. parapsilosis e C. neoformans) foi 

inicialmente submetido à reação em cadeia da DNA polimerase (PCR), com 

iniciadores específicos para o elemento genético ITS, que consiste em 

sequência conservada da região intercalante do gene ribossomal comum as 

espécies de fungo de acordo com o descrito na literatura (Luo and Mitchell, 

2002). O volume total da reação foi de 25 μL e incluiu 1,5 mmol de cloreto de 

magnésio (MgCl2), 25 pmoles de cada iniciador (senso 

5´cgagctgcgcgatggcgaac 3’ e anti-senso 5´taggtgctggtggtccgaag 3’), 200 µmol 

de cada dNTP´s e 1,25 unidades de DNA polimerase. As condições para 

amplificação do elemento ITS no aparelho termociclador foram: um ciclo de 

94oC por 3 minutos; 40 ciclos de 94 oC por 1 minuto para desnaturação; 60 oC 

por 1 minuto para anelamento e 72 oC por 1 minuto para extensão; e, 

finalmente, um ciclo de 7 minutos a 72 oC. O produto de PCR foi visualizado 

em gel de agarose a 2,5 % sob luz UV e a reação foi considerada positiva 

quando a banda corada por brometo de etídio correspondia a 600 pb.   

O DNA genômico de cada espécie de fungo isolada (A. fumigatus, C. 

albicans, C. glabrata C. tropicalis, C. parapsilosis e C. neoformans) também foi 

submetido a PCR com iniciadores específicos complementares a região do 

gene DNA ribossomal conforme descrito por Luo e Mitchell (2002) e 

apresentados na tabela abaixo (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Sequência dos iniciadores utilizados nas reações de PCR para detecção de diferentes espécies fúngicas.  

Luo and Mitchell (2002). 

 

5.1.4. Reação de Ligação 

 

Os produtos das PCRs para o alvo ITS e rDNA obtidos com cada uma 

das sequências de DNA dos fungos estudados foram inseridos no vetor 

pCR2.1 incluso no kit TA Cloning® (Invitrogen) seguindo o fluxograma 

apresentado na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fungo                                   

 

Nome Tamanho 
fragmento 

Inicializadores Acesso no 
GenBank 

Multiplex 

1 

Aspergillus 

fumigatus 

AFUM1 + 

AFUM2 
385 pb 

5’-CGCCGAAGACCCCAACATGAACGC-3’ (Fwd) 

5’-TAAAGTTGGGTGTCGGCTGGC-3’ (Rev) 

AF176662, 

F078889 

Candida 

albicans 

CALB1 + 

CALB2 
273 pb 

5’-TTTATCAACTTGTCACACCAGA-3’ (Fwd) 

5’-ATCCCGCCTTACCACTACCG-3’ (Rev) 

L47111,  

L28817 

Candida 

glabrata 

CGL1 + 

CGL2 
423 pb 

5’-TTATCACACGACTCGACACT-3’ (Fwd) 

5’-CCCACATACTGATATGGCCTACAA-3’ (Rev) 

AB032177, 

F167993 

Multiplex 

2 

Candida 

tropicalis 

CTR1 + 

CTR2 
360 pb 

5’-CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT-3’ (Fwd) 

5’-TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT-3’ (Rev) 

AF287910, 

F268095 

Candida 

parapsilosis 

CPA2 + 

CPA3 
297 pb 

5’-GCCAGAGATTAAACTCAACCAA-3’ (Fwd) 

5’-CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC-3’ (Rev) 

AF287909,  

L47109 

Cryptoccocus 

neoformans 

CN4 + 

CN5 
136 pb 

5’-GAAGGGCATGCCTGTTTGAGAG-3’ (Fwd) 

5’-ATCACCTTCCCACTAACACATT-3’ (Rev) 

M94516, 

 M94517 
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Figura 2. Estratégia de construção dos controles positivos do teste molecular para 
detecção de infecção fúngica. Plasmídeo recombinante formado pela ligação do vetor 
pCR2.1 com as sequências gênicas dos fungos A. fumigattus (AFUM), C.albicans(CALB) 
, C. glabrata (CGL), C. tropicalis (CTR), C. parapsilosis (CPA), C. neoformans (CN) e o 

elemento de inserção ITS. 

 
LYRA, Juliana (2014). 
 

A reação de ligação do inserto no vetor foi realizada na proporção de 1:1 

que foi calculado como segue: 

 

X ng Produto de PCR =   (Y pb Produto de PCR)(50 ng pCR®2.1 vector)          (1) 

                      (Quantidade de pb do pCR®2.1 vector: ~3900) 

 

Foram misturados 2 μL de vetor (25 ng/μL), 1μL de tampão (10x), 1 μL 

de T4 DNA ligase (4.0 Weiss u/μL) e a concentração adequada do produto de 

PCR de acordo com o seu tamanho, para um volume final de 10 μL. A reação 

foi incubada a 14 °C por 12 horas. 
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5.1.5. Transformação bacteriana 

Células competentes de Escherichia coli XL1-Blue em volume de 100μL 

foram misturadas a 10 μL da reação da ligação, incubadas por 30 minutos em 

gelo, colocadas em choque térmico a 42 °C, por 45 segundos, e imediatamente 

colocadas no gelo por 2 minutos. Ao tubo foram adicionados 900 μL do meio de 

cultura líquido (Luria-Bertani, LB) e, posteriormente, incubado a 37°C em estufa 

por 1 hora. As placas de meio LB sólido acrescidas de ampicilina (100 mg/mL 

LB) foram sensibilizadas com solução X-Gal/IPTG por 30 minutos antes de 

serem usadas na semeadura das bactérias transformadas. Esta solução foi 

preparada com 50 µL de X-Gal em dimetilsulfóxido (DMSO) acrescido de 25 µL 

de isopropiltiogalactosídeo (IPTG) e 25 µL de LB líquido. Colônias brancas 

foram consideradas positivas, ou seja, que apresentam a interrupção do gene 

da β-lactamase devido à inserção do fragmento de DNA de interesse. 

 

5.1.6. Extração do plasmídeo 

 

Os clones bacterianos recombinantes positivos foram inoculados em 3 

mL de meio seletivo (LB líquido com ampicilina) a 37 oC para extração de 

plasmídeo e averiguação da subclonagem do DNA de interesse. O precipitado 

de bactérias obtido de uma cultura noturna através de centrifugação a 6.000 x 

g por 10 minutos foi ressuspenso em 100 µL da solução GTE (50 mM glicose, 

10 mM Tris, 1 mM EDTA) mais 1 µg/µL de RNAse e incubados em temperatura 

ambiente por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado 200 µL da solução 0,2 M 

de Hidróxido de sódio (NaOH) / 0,2% Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) e 

colocadas em gelo por 3 minutos. A precipitação de proteínas e DNA foi obtida 

incubando a solução com 150 µL acetato de potássio por 10 minutos. A 

purificação do plasmídeo foi realizada adicionando igual volume de uma 

solução de fenol-clorofórmio e centrifugando por 2 minutos a 13.000 x g. O 

sobrenadante foi removido para tubo limpo, e acrescido de igual volume de 

clorofórmio visando à remoção de restos de fenol e possível inibição das 

reações subsequentes. Finalmente, o plasmídeo foi concentrado através da 

precipitação com 0,6 volume de isopropanol P.A. por 10 min. O plasmídeo 
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precipitado foi lavado com álcool 70%, seco a temperatura ambiente e 

ressuspenso em 100 µL de água destilada autoclavada. 

 

5.1.7. Quantificação do DNA 

 

A quantificação foi realizada utilizando 2 µL da solução de plasmídeo e 

498 µL de água destilada (diluição de 1/250) em cubeta de quartzo no 

espectrofotômetro Eppendorf Bio photometer®. A leitura da absorbância foi 

realizada no comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, sendo a concentração 

de DNA determinada conforme a reação abaixo considerando a leitura a 260 

nm: 

 

[DNA] = A260 x 50 (DNA fita dupla) x 250 (fator de diluição) µg/mL  (2) 

 

A qualidade da preparação foi aferida através da relação entre as 

leituras na faixa 260/280 nm, que denota a relação entre DNA/proteína na 

solução. Uma relação entre 1,8-2,0 representa um bom grau de pureza da 

preparação.  

 

5.1.8. Restrição dos Plasmídeos 

 

  Todos os plasmídeos foram clivados com as enzimas Xba I e Hind III 

(Pharmacia Biotech®) para detecção do inserto subclonado, na reação foram 

usados 1x tampão, 3µg de cada plasmídeo isoladamente, 5 U (Xba I), 9 U 

(Hind III) e água destilada para um volume final de 15 µL. O produto de 

digestão foi analisado em gel de agarose. Foi considerado positivo os clones 

que apresentaram duas bandas, uma correspondendo ao vetor (~3900 pb) e 

outra ao inserto (~250 pb).  
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5.1.9. Sequenciamento 

  Todos os plasmídeos construídos foram sequenciados. Cada reação 

incluiu 10 ng do DNA plasmidial, 1 µL do iniciador M13Rev (3,3 pmol/µL, 

oligonucleotídeo complementar a sequência do vetor que flanqueiam o sítio de 

inserção do fragmento clonado, 0,5 µL Big Dye, 1 µL Save Money Tampão 

(Amersham®) e o volume ajustado com água destilada à 10 µL. A reação foi 

incubada nas seguintes condições: 92 ºC por 2 minutos, 40 ciclos envolvendo 

92 ºC por 15 segundos, 55 ºC por 10 segundos, e 60 ºC 4 minutos. As 

amostras foram precipitadas com álcool isopropílico, lavadas e ressuspensas 

em 10 µL do reagente High Dye Formamide. A corrida de sequencimento foi 

realizada no equipamento ABI3100 (Applied Biosystems). Posteriormente os 

plasmídeos foram quantificados em espectofotômentro (Nanodrop, Thermo) 

 

5.2. AVALIAÇÃO DO TESTE DE PCR CONVENCIONAL PARA 

DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO FÚNGICA  

 

5.2.1. População de estudo 

 

 A avaliação do teste molecular para detecção de infecção fúngica em 

amostra clínica foi realizada em 84 pacientes de três hospitais do Estado de 

Pernambuco, sendo 37 pacientes neonatos do Hospital Agamenon Magalhães 

(HAM), 43 pacientes adultos em tratamento oncológico do Hemocentro de 

Pernambuco (HEMOPE) e apenas 4 (3 adultos em tratamento oncológico e um 

neonato) do Hospital Esperança (HE) com um total de 144 amostras de sangue 

coletadas desses pacientes. A amostra utilizada foi sangue, devido à relação 

entre o risco de óbito na presença de fugemia em pacientes 

imunocomprometidos. 

 Os critérios de inclusão para os pacientes do HAM foram neonatos 

internados na Unidade de Terapia Intensiva neonatal no período de janeiro de 

2010 a dezembro de 2010 com suspeita de infecção, cujos genitores 

concordaram em participar do estudo, expressando a concordância pelo TCLE 

e autorizaram a coleta de 0,5 mL de sangue do infante para diagnóstico 

molecular de infecção fúngica. A coleta foi realizada no momento da suspeita 
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de infecção (menor expectativa de infecção fúngica), e após uma média de 

cinco dias de antibioticoterapia sem melhora do quadro clínico antes do início 

do tratamento antifúngico (maior expectativa de infecção fúngica), configurando 

primeira e segunda amostra de um mesmo evento. A avaliação clínica dessas 

crianças, incluindo exame radiológico, avaliação microbiológica e resposta a 

tratamento antifúngico, foi realizada pelo médico Moacir Batista Jucá. 

 Os critérios para inclusão dos pacientes do HEMOPE foram: episódios 

de neutropenia febril em pacientes internados com diagnóstico de neoplasia, 

definidos pela contagem de neutrófilos abaixo de 500/mm3 ou apresentando 

uma contagem menor que 1000/mm3 com tendência a redução; febre, não 

relacionada a transfusão de hemoderivados, definida por temperatura > 37,5 °C 

independente do tempo de duração Além disso foram incluídos os que 

concordaram em participar do estudo e assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido-TCLE. Para cada episódio de neutropenia febril (evento) 

foram colhidas uma ou duas amostras de sangue do paciente com intervalo de 

3 a 5 dias entre elas a depender do início da administração de antifúngicos, i.e., 

a amostra foi coletada após antibióticoterapia antes do uso de antifúngico. No 

HEMOPE os pacientes oncológicos com neutropenia febril fizeram uso 

profilático com Anfotericina B, podendo interferir no diagnóstico de algumas 

espécies de Candida sensíveis ao antifúngico. A avaliação clínica dos 

pacientes oncológicos adultos, incluindo exame radiológico, avaliação 

microbiológica e resposta a tratamento antifúngico foi realizada pelo médico 

oncologista Heberton Medeiros Teixeira.  

Os pacientes entraram na pesquisa em fluxo continuo durante o período 

do estudo, conforme os critérios de inclusão mencionados. Vários eventos de 

um mesmo paciente foram identificados pela data da coleta da primeira 

amostra. 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas do Centro de 

Pesquisas Aggeu Magalhães sob registro CAAE 0065.0.095.172-09. 

 

5.2.2. Padrão-ouro do teste  

 

A infecção fúngica foi definida pela hemocultura positiva, imagem 

radiológica sugestiva, fundo de olho sugestivo, antígenos circulantes e resposta 
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clínica. O principal critério foi a resposta clinica, definida como 

desaparecimento da febre em até 72 horas após introdução do antifúngico. 

 

5.2.3. Diagnóstico micológico 

 

 O diagnóstico micológico (exame direto e cultura) foi realizado no Setor 

de Micologia do Laboratório Público Central de Pernambuco (LACEN-PE). O 

exame direto foi realizado em esfregaço de sangue periférico tratado com 

solução KOH a 20-30 %, seguidos de pesquisa de tinta nankin e coloração de 

Giemsa. As amostras de sangue também foram cultivadas em meio Sabouraud 

com e sem antibiótico, e em meio BHI com antibiótico e incubadas a 37 oC por 

14 a 21 dias. Métodos automatizados foram utilizados na identificação de 

leveduras (ID32C, BioMerieux AS) e determinação de fungigrama para 

leveduras (ATB Fungus 3, BioMerieux AS). Os testes foram cegos para quem 

realizou as reações moleculares, i.e., os resultados das culturas foram 

disponibilizados apenas ao final do estudo. 

 

5.2.4. PCR convencional multiplex  

 

DNA genômico obtido de amostras de sangue periférico (300 a 500 µL) 

de pacientes com suspeita de infecção fúngica foram submetidas a PCR com 

iniciadores direcionados para uma região alvo do DNA humano (GAPDH – 

Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) visando atestar a ausência de inibidores 

de PCR na preparação de DNA da amostra, i.e, como controle positivo da 

extração de DNA.  

As amostras positivas para o gene constitutivo humano GAPDH foram 

submetidas a PCR para detecção do elemento fúngico ITS, conforme descrito 

acima. Nessa etapa foi incluído DNA humano de indivíduo sadio, como controle 

de especificidade da reação.  

As amostras positivas para infecção fúngica (PCR para alvo ITS positiva) 

foram submetidas a PCR tipo multiplex (pesquisa de mais de um alvo em 

mesma reação) para determinação da espécie de fungo infectada. Nessa 

etapa, as amostras foram submetidas a duas reações de PCR multiplex com 

iniciadores específicos (Tabela 1) para a identificação das espécies Candida 
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glabrata, Candida tropicalis e Candida parapsilosis na multiplex 1, e para as 

espécies de Aspergillus spp, Criptococcus neoformans e Candida albicans na 

multiplex 2. As condições de PCR para cada reação específica foram conforme 

descrito por Luo e Mitchell (2002) com discretas modificações ajustadas às 

condições estruturais e ambientais de execução testadas durante etapas de 

otimização.  O volume total da reação foi de 20 μL e incluiu 1,5 mmol de MgCl2, 

10 pmoles de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP e 0,75 unidades de DNA 

polimerase. As condições para amplificação foram: um ciclo de 94 oC por 3 

minutos; 40 ciclos de 94 oC por 1 minuto para desnaturação; 60 oC por 1 minuto 

para anelamento e 72 oC por 1 minuto para extensão; e, finalmente, um ciclo 

de 7 minutos a 72 oC. O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose a 

2,0 % sob luz UV, sendo considerados positivos os resultados onde as bandas 

visualizadas correspondiam ao tamanho do fragmento indicado na Tabela 1.  

Os controles negativos utilizados foram uma mistura da reação sem 

amostra de DNA e uma mistura contendo DNA humano de indivíduo sadio. Os 

controles positivos utilizados para cada fungo testado foram plasmídeos na 

concentração de 10 ng por reação.    

 

5.3. AVALIAÇÃO DA PCR EM TEMPO REAL (QPCR) NO DIAGNÓSTICO DE 

INFECÇÃO FÚNGICA  

  

 A avaliação das condições de qPCR simples foram estabelecidas 

utilizando os plasmídeos contendo a sequência parcial de rDNA de cada fungo 

testado empregando ambos os sistemas SYBR Green® e TaqMan®. 

 

5.3.1. Sistema de detecção SYBR Green  

 

Esse sistema tem como princípio a propriedade intercalante do corante 

SYBR-Green na estrutura dupla fita do DNA. As etapas de otimização da 

reação incluíram: (1) o estabelecimento das condições ótimas da concentração 

dos iniciadores na reação para o diagnóstico de cada espécie de fungo 

estudada; (2) comprovação da temperatura de anelamento para amplificação 

de cada reação, do protocolo obtido na literatura e do modificado durante o 

processo de análise na PCR convencional; (3) testes para verificar o limite de 
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detecção do DNA plasmidial nas condições previamente estabelecidas para 

cada uma das seis espécies de fungos testados.  

A análise realizada foi do tipo plus-minus objetivando um teste qualitativo 

e o equipamento utilizado um ABI7500 (Applied Biosystems, EUA) disponível 

do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães.  

 

5.3.1.1. Determinação da concentração dos iniciadores 

 

 Testes preliminares com diferentes concentrações dos iniciadores (25 

pmol, 12 pmol, 6 pmol, 3 pmol e 1,5 pmol) foram realizadas para definir quais 

as condições ideais de cada PCR individualmente. Foram utilizados os 

seguintes pares de iniciadores: CALB1 + CALB2, CTR1 + CTR2, CPA2 + 

CPA3, CGL1 + CGL2, CN4 + CN5 e AFUM1 + AFUM2. Em cada reação foram 

utilizados controles negativos da reação com ou sem DNA humano, e os 

plasmídeos específicos para cada reação considerando os pares de iniciadores 

e a espécie de fungo investigada. Todas as amostras foram aplicadas em 

duplicata. 

A concentração dos componentes testados na reação (20 µL) foi: 10 µL 

de Power SYBR Green PCR Master Mix (2×), 7 µL de água DEPC e 1 µL do 

plasmídeo (25 ng); e, 1 µL do iniciador senso e 1 µL do iniciador anti-senso de 

cada espécie nas concentrações testadas. As condições iniciais para a 

amplificação foram as seguintes: 95 ºC / 10 min, 40 ciclos de temperatura, 

sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C / 1 min e 72 °C / 1 min.  

 

5.3.1.2. Determinação da temperatura de anelamento dos iniciadores 

 

Além da temperatura padrão de anelamento do termociclador (60 °C), 

foram testadas duas temperaturas adicionais de anelamento dos iniciadores 

com o objetivo de avaliar a ocorrência de aumento na eficiência da reação 

associada ao aumento da temperatura. As temperaturas avaliadas foram de 62 

°C e 65 °C. A temperatura de anelamento de 62 °C foi utilizada para todos os 

conjuntos de iniciadores estudados: CALB1 + CALB2, CTR1 + CTR2, CPA2 + 

CPA3, CGL1 + CGL2, CN4 + CN5 e AFUM1 + AFUM2 com seus respectivos 

plasmídeos na reação. A temperatura de 65 °C não foi utilizada com o par de 
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iniciadores que detectam A. fumigatus e C. parapsilosis visto que a eficiência já 

foi reduzida com a temperatura de 62 °C comparada com a de 60 °C. As 

concentrações dos reagentes utilizados foram: 10 µL de Power SYBR Green 

PCR Master Mix (2X) 1 µL do iniciador senso (5 pmol), 1 µL do iniciador anti-

senso (5 pmol) de cada espécie, 7 µL de água DEPC e 1 µL do plasmídeo (10 

ng). Em todos os testes foram incluídos controles negativos da reação e todas 

as amostras foram aplicadas em duplicata. As condições para a amplificação 

foram as seguintes: 95 ºC / 10 min, 40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C / 15 

seg, 62 °C / 1 min ou 65 °C / 1 min e 72 °C / 1 min. 

 

 5.3.1.3. Determinação da concentração do DNA plasmidial das espécies de 

fungo estudadas e estabelecimento da curva padrão do teste 

 

Diferentes diluições dos plasmídeos pCALB, pCTR, pCPA, pCGL, pCN e 

pAFUM foram testadas a fim de estabelecer a curva padrão e identificar a 

menor concentração de DNA fúngico que poderia ser detectada na reação. As 

concentrações dos reagentes foram: 10 µL de Power SYBR Green PCR Master 

Mix (2X) 1 µL do iniciador senso (5 pmol), 1 µL do iniciador anti-senso (5 pmol) 

de cada espécie (CALB1 + CALB2, CTR1 + CTR2, CPA2 + CPA3, CGL1 + 

CGL2, CN4 + CN5 e AFUM1 + AFUM2) , 7 µL de água DEPC e 1 µL do 

plasmídeo (12,5 ng) e nas seguintes diluições: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000 e 

1/100.000. Em todos os testes foram incluídos controles negativos da reação e 

todas as amostras foram aplicadas em duplicata. Foram para isso testadas as 

2 melhores temperaturas de anelamento obtidas nos testes de otimização dos 

iniciadores: 60°C e 62°C. 

 As condições para a amplificação foram: 95 ºC / 10 min, 40 ciclos de 

temperatura, sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C / 1 min ou 62 °C / 1 min e 72 °C /1 

min. 

 

5.3.1.4. Determinação da concentração do DNA humano + DNA plasmidial das 

espécies de fungo estudadas 

 

Diferentes concentrações de DNA humano foram aplicadas juntamente 

com os plasmídeos a fim de verificar a inibição da reação pela quantidade de 
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DNA total (humano e do fungo) na amostra. As concentrações dos reagentes 

foram: 10 µL de Power SYBR Green PCR Master Mix (2X) 1 µL do iniciador 

senso (5 pmol), 1 µL do iniciador anti-senso (5 pmol) de cada espécie, 7 µL de 

água DEPC, 1 µL do plasmídeo (10 ng) e 1 µL DNA humano nas seguintes 

concentrações: 200 ng, 100 ng e 50 ng. Em todos os testes foram incluídos 

controles negativos da reação e todas as amostras foram aplicadas em 

duplicata. As condições para a amplificação foram as seguintes: 95 ºC / 10 min, 

40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C / 1 min e 72 °C / 1 min. 

 

5.3.1.5. Teste de formação de dímeros com diferentes pares de iniciadores 

 

Foram realizadas PCRs do tipo multiplex incluindo em cada reação: o 

plasmídeo contendo a sequência do fungo analisado, seu respectivo par de 

iniciadores e um par de iniciadores diferente com a finalidade de verificar 

reação cruzada entre os diferentes pares de iniciadores. Para este teste foram 

escolhidos os conjuntos de iniciadores e plasmídeos que apresentaram os 

melhores resultados na curva padrão. 

Para a reação com o plasmídeo pAFUM foram incluídos os seguintes 

pares de iniciadores: AFUM + CALB, AFUM + CTR e AFUM + CGL. Para a 

reação com o pCALB os seguintes pares de iniciadores: CALB + AFUM, CALB 

+ CTR e CALB + CGL; para a reação com o pCGL, os seguintes pares de 

iniciador: CGL+ AFUM, CGL+CALB e CGL + CTR; e, para o pCTR: CTR + 

AFUM, CTR + CALB e CTR + CGL. Em cada reação foram usados 10ng de 

plasmídeo e 5 pmol de cada iniciador. Os controles negativos usados foram 

todas as combinações dos iniciadores aplicadas em diferentes reações sem os 

plasmídeos. As condições para a amplificação foram as seguintes: 95 ºC /10 

min, 40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C / 1 min e 72 °C /1 

min, sendo todas as amostras aplicadas em duplicata. 

 

5.3.1.6. Teste de reação cruzada utilizando diferentes plasmídeos com os 

iniciadores CALB1 e CALB2 em PCR do tipo multiplex 

 

Os pares de iniciadores CALB1 e CALB2 (sendo este último o que 

apresentou os melhores resultados nos testes anteriores com seu respectivo 
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plasmídeo) foram utilizados para um teste com diferentes plasmídeos em 

diferentes reações, visando identificar a ocorrência de resultados inespecíficos 

e a ocorrência de reação cruzada entre as diferentes espécies de fungo 

analisadas. As reações foram as seguintes:  

Reação 1: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB 

Reação 2: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pAFUM 

Reação 3: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL 

Reação 4: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCTR 

Reação 5: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL + pCTR 

 

5.3.2. Sistemas de detecção TaqMan® 

 

Baseados nos resultados obtidos no sistema SYBR Green foram 

realizados testes para análise do tipo quantitativa absoluta utilizando o sistema 

TaqMan com sondas específicas desenhadas com o auxílio do programa 

Primer Express versão 2.0 

(http://home.appliedbiosystems.com/support/tutorials/TaqMan/TaqMan_probes

_121502.cfm) e checadas com o banco de dados do GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov).  

As sondas foram desenhadas observando os critérios: (1) Tamanho 

entre 20 e 27 pares de bases; (2) Não ter mais que 4 bases repetidas; (3) 

Distância de 10 a 20 bases do iniciador que ira anelar na sequência alvo; (4) 

TM de aproximadamente 10 °C acima do TM dos iniciadores, sendo o TM dos 

iniciadores entre 58-60 °C; e (5) Conteúdo de Guanina e Citosina (G +C%) de 

40-80 %; sendo o critério mais relevante a sequência com menor homologia 

entre as diversas espécies utilizadas, independente dos demais critérios. Todas 

as sondas utilizadas foram conjugadas com a fluorescência FAM e o quencher 

MBG, exceto a sonda para o ITS, que foi conjugado com o VIC. 

 

5.3.2.1. Determinação de curva padrão com diferentes concentrações dos 

plasmídeos analisados com seus respectivos pares de iniciadores e sondas 

 

Depois de estabelecido o protocolo de reação, foram realizados três 

experimentos em dias diferentes para determinar a curva padrão utilizando 

http://home.appliedbiosystems.com/support/tutorials/taqman/taqman_probes_121502.cfm
http://home.appliedbiosystems.com/support/tutorials/taqman/taqman_probes_121502.cfm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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cada sonda com seu respectivo par de iniciador e plasmídeo contendo as 

sequências de rDNA da espécie de fungo testada em diluições seriadas em 

duplicata. A equação da reta da curva produzida em função das diferentes 

concentrações de plasmídeos e seus respectivos ciclos de amplificação 

referência (CT, Cycle Threshold) foi utilizada na determinação das 

concentrações de DNA de fungo nas amostras. 

As condições dos reagentes da PCR para cada reação foram: 10 µL de 

TaqMan Master Mix (2X) 1 µL do iniciador senso (5 pmol), 1 µL do iniciador 

anti-senso (5 pmol), 6 µL de água DEPC, 1 µL da sonda específica (250 nM) e 

1 µL do plasmídeo (100 ng até 0,001 ng). As reações foram testadas para as 

seguintes espécies fúngicas: A. fumigatus, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata 

e C. neoformans. As condições para a amplificação foram: 95 ºC / 10 min, 40 

ciclos de temperatura, sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C / 1 min e 72 °C / 1 min. 

 

5.3.2.2. Reação cruzada entre os iniciadores com rDNA dos diferentes 

plasmídeos analisados  

 

Foram realizados testes com os iniciadores de cada fungo (CALB, CTR, 

CGL, CN e AFUM) e suas respectivas sondas em presença de rDNA das 

demais espécies de fungo subclonadas em plasmideo, visando avaliar a 

possível reação cruzada entre os iniciadores e sondas e as sequências de DNA 

de outra espécie de fungo. 

As condições dos reagentes da PCR para cada reação foram: 10 µL de 

TaqMan Master Mix (2X) 1 µL do iniciador senso (5 pmol), 1 µL do iniciador 

anti-senso (5 pmol), 6 µL de água DEPC, 1 µL da sonda específica (250 nM) e 

1 µL de plasmídeo em duas diferentes concentraçõs: 10 ng e 1 ng. As 

condições para a amplificação foram: 95 ºC / 10 min, 40 ciclos de temperatura, 

sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C / 1 min e 72 °C / 1 min. 

 

5.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para avaliação do teste molecular na identificação da infecção fúngica 

foram utilizadas tabelas do tipo 2×2 para calculo da sensibilidade, 

especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo utilizando o 
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programa EpiInfo 6.04. A concordância entre os testes foi avaliada pelo índice 

Kappa. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. CONSTRUÇÃO DE CONTROLES PLASMIDIAIS POSITIVOS PARA 

TESTE DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO FÚNGICA 

 

Sete controles positivos para o teste molecular de infecção fúngica, 

construídos conforme descrito em materiais e métodos, tiveram sua sequência 

confirmada pelo seqüenciamento do plasmídeo recombinante. 

A lista de plasmídeo utilizando durante o estudo está mostrada na tabela 

2.  

 

Tabela 2 - Lista de plasmídeos recombinantes contendo sequência de rDNA de 
espécies de fungos construídos neste estudo como controle positivo do teste 
molecular. 

Plasmídeo Concentração A260 A280 260/280 260/230 

pCALB 4200,1ng/µL 84,003 41,811 2,01 2,37 

pCTR 4338,4ng/µL 86,768 43,206 2,01 2,39 

pCGL 4522,9ng/µL 90,459 44,934 2,01 2,39 

pCPA 4970,8ng/µL 99,416 49,56 2,01 2,36 

pCN 5146,1ng/µL 102,921 50,904 20,02 2,38 

pAFUM 5274,9ng/µL 105,498 52,617 2,01 2,36 

LYRA, Juliana (2014). 

 

As condições de PCR convencional simples e multiplex publicadas foram 

reproduzidas utilizando como DNA alvo cada plasmídeo contendo a sequência 

do rDNA das espécies de fungo subclonada (Figura 3).  
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Figura 3 - Imagem de gel de agarose de PCR convencional usando 

plasmídeos controles com sequência fúngica subclonadas. Gel de 

Agarose 2,5% Parte superior do Gel- PCR Multiplex 1 mostrando, 

CGL = controle positivo para Candida glabrata; CTR = controle 

positivo para Candida tropicallis; CPA = controle positivo para 

Candida parapisilosis; PM = peso molecular 100pb; CN = controle 

negativo da reação de PCR. Parte inferior do Gel- PCR Multiplex 2 

mostrando, AFUM = controle positivo para Aspergillus fumigatus; 

CALB = controle positivo para Candida albcans; CNeo = controle 

positivo para Cryptococcus neoformans; PM = peso molecular 

100pb; CN = controle negativo da reação de PCR. 

 

LYRA, Juliana (2014) 

 

6.2. AVALIAÇÃO DO TESTE MOLECULAR CONVENCIONAL NO 

DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO FÚNGICA  

 

Dos 84 pacientes analisados na pesquisa, 46 foram adultos e 38 

neonatos. Dos 46 pacientes adultos foram analisadas 82 amostras distribuídas 

em 74 eventos de infecção, i.e, 8 das amostras são segundas amostras 

coletadas de um mesmo evento, visando aumentar a probabilidade de sucesso 

na cultura. Dos 38 pacientes neonatos foram analisadas 62 amostras 

distribuídas em 58 eventos, sendo 4 delas segundas amostras de um mesmo 

evento. Considerando o critério clinico e microbiológico, a frequência de 

eventos de infecção por fungo foi de 39,2% em pacientes oncológicos adultos e 
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de 37,9% em neonatos. A frequência de eventos ITS positivos em pacientes 

adultos oncológicos foi de 67,6% (50 eventos) e 50% em pacientes neonatos 

(29 eventos). 

Considerando os critérios microbiológico e clinico, incluindo resposta ao 

tratamento antifúngico,  como padrão-ouro para definição de infecção fúngica, 

55 amostras foram coletadas de pacientes considerados clinicamente com 

infecção fúngica, e 89 amostras de pacientes sem infecção fúngica. A 

sensibilidade do teste para detecção da infecção fúngica utilizando a sequência 

ITS foi de 54,5 % para o grupo neonato e 75,8% para pacientes adultos em 

quimioterapia. O valor preditivo positivo foi 44%, e o valor preditivo negativo foi 

de 70% quando analisados os grupos de neonatos e adultos em uso de 

quimioterápicos juntos, mais detalhes na tabela 3. 

 

Tabela 3 - Indicadores de desempenho da PCR convencional (VPP, valor preditivo positivo; 
VPN, valor preditivo negativo; N, número de amostras; *, número de pacientes 
testados). 

 PCR    X       N    Sensibilidade (%)    Especificidade (%)          VPP (%)                VPN (%) 

Padrão-ouro 

Neonatais (51*)       62   54,5% (32,7-74,9)    57,5% (41,0-72,6)   41,4% (24,1-60,9)    69,7% 

(51,1-83,8) 

Adultos (49*)           82   75,8% (57,4-88,3)    38,8% (25,5-53,8)    45,5% (32,2-59,3)    70,4% 

(49,7-85,5) 

Neonatais e            144   67,3% (53,2-79,0)    47,2% (36,6-58,0)    44,0% (33,4-55,3)    70,0% 
(56,6-80,8) 
Adultos (100*)      

LYRA, Juliana (2014). 

 

           A PCR convencional mostrou concordância baixa em relação ao 

diagnóstico de infecção fúngica considerando a clínica associada ao 

diagnóstico microbiológico e resposta ao tratamento antifúngico como padrão 

ouro (Tabela 4).  
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Tabela 4 - Concordância entre PCR convencional e dados clínicos 
das amostras dos pacientes analisados. 

N         Concordância    Kappa       p-value 

Neonatais  62 0,564516   0,112407  0,181542 

Adultos 82 0,536585 0,131065       

0,084834 

Neonatais e Adultos     144 0,548611 0,131403      

0,043587 

LYRA, Juliana (2014) 
 

 Considerando o primeiro evento de infecção nos 38 pacientes neonatos, 

15 amostras (39,5%) foram ITS positivas e dessas, 7 (46,7%) coincidiram com 

o resultado clínico e/ou microbiológico; das 23 primeiras amostras ITS 

negativas em neonatos 14 (60,9%) tiveram resultado coincidente com o padrão 

ouro do teste. Em relação ao primeiro evento infeccioso dos 46 pacientes 

adultos oncológicos, 18 (34,8%) amostras foram ITS positivas, das quais 12 

(66,7%) amostras também apresentaram resultado positivo na clínica e/ou 

microbiológico; e das 28 amostras negativas 11 (39,3%) apresentaram o 

resultado negativo também quando utilizado o padrão ouro para diagnóstico. 

 

A espécie do fungo foi determinada nas 84 amostras positivas para ITS 

usando a PCR multiplex conforme apresentado na metodologia. Dessas, 38 

amostras apresentaram resultado negativo para todos os seis tipos de fungos 

testados sendo 9 (23,7%) delas provenientes de pacientes neonatos e 29 

(76,3%) provenientes de pacientes adultos oncológicos. A C. glabrata foi a 

espécie mais prevalente dentre os pacientes neonatos (50% dos eventos), já 

as infecções em pacientes adultos imunocomprometidos apresentaram maior 

diversidade de espécies identificadas, sendo a C. parapsilosis a mais 

prevalente, seguida por C. neoformans e C. glabrata (Tabela 5).  
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Tabela 5 - Distribuição de espécies fúngicas diagnosticadas pelo PCR convencional 
multiplex em pacientes imunocomprometidos em diferentes unidades hospitalares em 
Pernambuco. 

 Organismo                                 Neonatos (n) 

(HAM) 

Adultos(n) 

(HEMOPE + HE) 

Total(n) 

Aspergillus fumigatus 0 0 0 

Candida albicans 1 1 2 

Candida glabrata 8 5 13 

Candida tropicalis 1 2 3 

Candida parapsilosis 3 9 12 

Cryptoccocus neoformans 1 6 7 

C. albicans +  C. neoformans 1 0 1 

C. tropicalis + C. parapsilosis 1 0 1 

C. glabrata + C. parapsilosis 2 1 3 

C. parapsilosis + C. neoformans 1 2 3 

C. albicans  + C. parapsilosis + C. 

neoformans 

1 0 1 

Total 20 26 46 

LYRA, Juliana (2014). 

 

6.3. SISTEMA DE DETECÇÃO SYBR GREEN ® 

 

Considerando as condições da PCR convencional, a qPCR, utilizando o 

sistema SYBR Green, mostrou variações na especificidade dos iniciadores 

obtidos na literatura (Luo and Mitchell, 2002) a julgar pela média das 

temperaturas melting obtidas em diferentes experimentos com diferentes 

concentrações de iniciadores e de sequência alvo, conforme mostrado na 

Tabela 6.  
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Tabela 6. Desempenho das curvas melting obtidas em diferentes 
experimentos com os plasmídeos pCALB, pCTR, pCGL, pCN, pCPA e 
pAFUM e seus respectivos pares de iniciadores. * TM = Temperatura 
de Melting. 

  Curva melting 1 Curva melting 2 

Alvo 
Média 
TM* 

Desvio padrão 
TM 

Média 
TM 

Desvio padrão 
TM 

pCALB 81,06 0,61     

pCTR 79,24 1,34   

pCGL 78,67 0,33   

pCN 80,38 0,41   

pCPA 79,54 1,42 74,04 0,15 

pAFUM 79,23 1,91 88,40 0,56 

 LYRA, Juliana (2014). 

 

Reações realizadas com plasmídeos contendo rDNA dos diversos 

fungos na presença de iniciadores nas concentrações de 25 pmol, 12 pmol, 5 

pmol, 3pmol e 1,5 pmol apresentaram curvas melting com formas semelhantes 

para cada sistema e amplitudes reduzidas nas concentrações de 3 e 1,5 pmol, 

sendo a concentração de 5 pmol de cada iniciador considerada em futuros 

experimentos.  

 

Testes com diferentes temperaturas de amplificação foram realizados 

com o objetivo de aumentar a especificidade da reação. Reações realizadas 

com os plasmídeos controles a temperaturas de 60oC, 62oC e 65oC 

apresentaram curvas melting com formas semelhantes para amplificação do 

rDNA de C.albicans (Figura 4A), C. tropicalis (Figura 4B), C. glabrata (Figura 

4C) e C. neoformans (Figura 4D), mas com menor amplitude em temperaturas 

maiores de 620C. Não houve amplificação do fragmento de rDNA de C. 

parapsilosis (Figura 4E) em temperaturas maiores que 60oC, e o aumento da 

temperatura de amplificação não foi traduzido em melhora da especificidade da 

amplificação para o rDNA de A.fumigatus (Figura 4F).  Não obstante, a forma 

das curvas difere do esperado, excetuando a curva melting do sistema para 

detecção do C.neoformans, que foi a única bem definida (Figura 4D). As 

reações para identificação de C. albicans, C. tropicalis e C.glabrata 

apresentaram alargamento da base da curva melting, sugerindo a ocorrência 

de hibridização dos iniciadores em diferentes regiões da sequência alvo (Figura 

4A, 4B e 4C). Enquanto, as reações de amplificação das sequências de rDNA 

de C. parapsilosis e A. fumigatus apresentaram dois picos, sugerindo a 
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formação de dímeros e, possível, hibridização em sequência inespecífica 

(Figura 4E, 4F). 

 

Figura 4 - Curva melting dos fragmentos de rDNA dos diversos fungos estudados  amplificados 

com temperatura de anelamento de 60oC (coluna 1), 62ºC (coluna 2) e de 65ºC (coluna 3).  
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CN 
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AFUM 

  

 

LYRA, Juliana (2014). 

 
A amplitude da curva melting de cada sistema variou com diferentes 

concentrações de DNA plasmidial (Figura 5). Por outro lado, a forma das 

curvas melting resultantes das amplificações realizadas apenas na presença de 

plasmídeo recombinante e respectivos iniciadores, sugere que o desenho do 

iniciador utilizado para a detecção especifica das espécies (sequência de 

bases e tamanho) permite a hibridização em outras regiões do rDNA da 

espécie em cada sistema testado. A dificuldade no desenho de iniciadores 

D 

E 

F 
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específicos para cada espécie de fungo deve-se a homologia entre as 

sequências de Candidas, e, possivelmente, devido à existência de múltiplas 

cópias de sequências gênicas nessa região.  

 

Figura 5 - Reações de amplificação das sequências de rDNA  de (A) C. albicans,  (B) C. 

tropicalis, (C) C. glabrata, (D) C. neoformans, (E) C. parapsilosis e (F) A. fumigatus  nas 

concentração de 10 ng, 1ng, 0,1ng, 0,01ng, 0,01ng e 0,001ng dos respectivos plasmideos 

recombinantes e pares de iniciadores. 
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LYRA, Juliana (2014). 

 

A formação de picos inespecíficos observada com os iniciadores do 

sistema de detecção de A.fumigatus e C.parapsilosis inviabilizou a utilização 

desses sistemas no diagnóstico de infecção fúngica. Ademais, em reações 

multiplex, os iniciadores AFUM1 e AFUM2 formaram dímeros com os 

iniciadores para detecção de espécies de Candida como demonstrado no tubo 

de reação contendo apenas reagentes da reação e diferentes pares de 

iniciadores (Figura 6A, 6B e 6C). Por outro lado, reação multiplex com 

iniciadores para detecção de C.albicans e C.tropicalis não apresentaram 

formação de dímeros, a julgar pela curva (baseline) obtida na reação com 

ambos pares de iniciadores e sem plasmideo recombinante, e a curva em 

forma de sino correspondendo a reação na presença dos respectivos 

plasmideos recombinantes (Figura 6D). Da mesma forma, nas reações 

multiplex com iniciadores para detecção conjunta de C.albicans e C.glabrata 

(Figura 6E) e para detecção conjunta de C.tropicalis e C.glabrata (Figura 6F) 

não foram observados a formação de dímeros.  
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Figura 6 - Curva de melting da PCR em tempo real usando o sistema SYBR Green contendo: (A) 

Os iniciadores AFUM 1+ AFUM2 e CALB1 +CALB2; (B) Os iniciadores AFUM 1+ AFUM2 e 

CTR1 + CTR2; (C) Os iniciadores AFUM 1+ AFUM2 e CGL1+ CGL2; (D) Os iniciadores CALB1 + 

CALB2, CTR1 + CTR2 e os plasmídeos pCALB e pCTR; (E)  Os iniciadores CALB1 + CALB2, 

CGL1+ CGL2 e os plasmídeos pCALB e pCGL; (F) Os iniciadores CTR1 + CTR2, CGL1+ CGL2 

e os plasmídeos pCTR e pCGL. 

(A) Iniciadores AFUM +CALB (B) Iniciadores AFUM + CTR 

 
 

(C) Iniciadores AFUM + CGL (D) Iniciadores CALB + CTR + pCALB 

+ pCTR 
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(E) Iniciadores CALB + CGL + pCALB + 

pCGL 

(F) Iniciadores CTR + CGL+ pCTR + pCGL 

 
 

LYRA, Juliana (2014). 

 

A possível reação inespecífica resultante da mistura de cada par de 

iniciador com sequências de rDNA de outras espécies na forma de plasmideos 

recombinantes (pCALB, pCTR, pCGL e pCN) também foi investigada. Reações 

com iniciadores para detecção de C.albicans (Figura 7A) e C.tropicais (Figura 

7B) apresentaram curva melting de grande amplitude na presença dos 

respectivos plasmídeos recombinante (pCALB e pCTR); e curvas de pequena 

amplitude com rDNA subclonado de outras espécies fúngicas, contudo, a 

correspondente curva de amplificação dessas reações inespecíficas teve 

origem ao final da reação de amplificação (CT>30, curvas não mostradas), 

quando possivelmente já existe uma diminuição de oferta de alguns 

nucleotídeos, favorecendo o surgimento dessas curvas inespecíficas. Os 

iniciadores para detecção de C.glabrata não apresentaram amplificação 

inespecífica (Figura 7C). Por outro lado, o teste de especificidade com 

iniciadores de C. neoformans e cada um dos plasmídeos com rDNA 

subclonados dos demais fungos mostrou a presença de bandas inespecíficas 

para todas as reações analisadas (Figura 7D). Devido à possibilidade de 
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infecção mista em amostras clínicas, a reação para detecção de C.neoformans 

com esses iniciadores não foi mais considerada. 

 

Figura 7 - Curva melting com (A) Anelamento entre os iniciadores CALB1 + CALB2 e os 

plasmídeos pCALB, pCTR, pCGL e pCN; (B) Anelamento entre os iniciadores CTR1 + CTR2 e 

os plasmídeos pCTR, pCALB, pCGL e pCN; (C) Anelamento entre os iniciadores CGL1 + CGL2 

e os plasmídeos pCGL, pCALB, pCTR e pCN; (D) Anelamento entre os iniciadores CN4 + CN5 

e os plasmídeos pCN, pCALB, pCTR e pCGL. 

  

  

LYRA, Juliana (2014). 

 

Os iniciadores usados para detecção de C. albicans foram submetidos a 

testes preliminares para avaliar se esses iniciadores anelavam nas sequências 

das demais espécies desse gênero, devido à similaridade das sequências 

genômicas de espécies do gênero Candida. Teste de reação cruzada entre 
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diferentes amostras de DNA plasmidial (pCALB, pCGL, pCTR) com os 

iniciadores CALB1 e CALB2 apresentaram curvas de melting semelhantes em 

todas as combinações, não sendo visualizado um segundo pico, confirmando a 

ausência de reação cruzada com os demais plasmídeos. Não afastando, 

contudo, a possibilidade do iniciador reconhecer outras áreas do genoma da 

mesma espécie de fungo para o qual foi concebido, devido a existência de 

repetições na região alvo para o teste molecular (Figura 8).  

 

Figura 8 - Teste de reação cruzada entre diferentes amostras de DNA plasmidial com os 

iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB (A), iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pAFUM (B), 

iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL (C), iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + 

pCTR (D) e iniciadores CALB1 e CALB2 +  pCALB + pCGL + pCTR (E). 

  

  

A B 

C D 
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LYRA, Juliana (2014). 

 

Na prática, a amostra biológica submetida à pesquisa de genoma de 

microrganismo é constituída de grande quantidade de DNA genômico humano 

acrescido ou não de menor quantidade relativa de DNA exógeno no caso de 

infecção. Nesse contexto, é necessário determinar no protocolo de reação a 

concentração de DNA da amostra que deve ser utilizada. A concentração ideal 

seria a maior possível para identificar pequenas quantidades de DNA de 

patógeno dissolvido em DNA humano, e a menor possível para evitar inibição 

da reação de PCR. Desta forma, testamos diferentes concentrações de DNA 

humano juntamente com o DNA plasmidial de cada fungo em concentrações 

fixas para avaliar a interferência de grandes quantidades de DNA na reação. 

Em todas as amostras foi notada diminuição da eficácia da reação com o 

aumento da quantidade de DNA na amostra de 50 ng para 200 ng (Figura 9).  
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Figura 9 - Curva incluindo 10 ng de DNA plasmidial e diferentes concentrações de DNA humano: 

200 ng (linha vermelha), 100 ng (linha amarela) e 50 ng (linha verde) e sua respectiva curva de 

Melt. A. pCALB, B. pCTR, C. pCGL, D. pCPA, E.pCNEO, F. pAFUM.  

 
  

   

LYRA, Juliana (2014). 

 
 

6.4. SISTEMAS DE DETECÇÃO TAQMAN® 

 

Com base nos resultados do teste utilizando o sistema SYBR Green 

para detecção de infecção fúngica, foi decidido: (1) utilizar o sistema TaqMan 

de detecção, (2) desenhar novos iniciadores para detecção de A. fumigatus e 

C. neoformans, além de (3) desenhar sondas para cada sistema usando como 

quencher a molécula MGB, permitindo a utilização de sondas pequenas de 

sequências não-homologas entre as espécies testadas.  

Os testes para estabelecimento da curva padrão com os plasmídeos e 

sondas usados para a detecção de C. albicans, C. tropicalis. C. neoformans e 

A. fumigatus, apresentaram reprodutibilidade nos três testes realizados em dias  

A B C 

D E F 



66 
 

diferentes, o threshold para cada curva foi calculado com base na média 

individual de cada experimento, sendo o threshold  da C. albicans= 0,0180, C. 

tropicalis =0,057, C. glabrata = 0.035, C. neoformans = 0,333 e A. fumigatus = 

0,0350 (Figura 10). Em todos os experimentos foram utilizadas amostras 

diluídas no momento da reação. 

 

Figura 10 - Curvas de amplificação utilizando o sistema TaqMan para detecção de C. albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata, C. neoformans e A. fumigatus realizadas em diferentes momentos (triplicata). 

Exp.1: Experimento n.1 realizado em 08.01.2013. Exp.2: Experimento n.2 realizado em 09.01.2013. 

Exp.3: Experimento n.3 realizado em 11.01.2013.  

CALB                           Exp.1  Exp.2 Exp.3 

   

CTR                             Exp.1 Exp.2 Exp.3 

  
 

CGL                             Exp.1 Exp.2 Exp.3 

   

CN                               Exp.1 Exp.2 Exp.3 

   

AFUM                          Exp.1 Exp.2 Exp.3 
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LYRA, Juliana (2014). 

 

A reação com iniciadores e sondas específicos para detecção de C. 

albicans (Figura 11A) e de C. tropicalis (Figura 11B) na presença de alvos de 

DNA de diferentes espécies de fungo escolhidos dentre os plasmideos pCALB, 

pCTR, pCGL, pCPA, pCN ou pAFUM apresentaram curva de amplificação com 

CT (Cycle Threshold) maior que 32 em ambas diluições testadas, enquanto a 

teste de reação cruzada com o sistema de detecção para C. glabrata (Figuras 

11C) e C. neoformans (Figura 11D) apresentaram um CT de 31, definindo como 

ponto de corte de reação positiva o CT igual a 30, além desse valor a 

probabilidade da ocorrência de falsos positivos pode aumentar. 

A mistura da reação para a detecção de A. fumigatus não amplificou 

sequencias de rDNA das demais espécies de fungos avaliadas (Figura 11E). 

 

Figura 11 - Teste de reação cruzada e formação de dímeros entre os plasmídeos utilizados no 
estudo e os iniciadores e sondas para amplificação do DNA dos fungos: CALB, CTR, CGL, CN e 
AFUM. 

A CALB 

 

B CTR 
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LYRA, Juliana (2014). 
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7. DISCUSSÃO 

 

A ocorrência de casos de candidemia em hospitais terciários aumentou 

substancialmente nas últimas décadas em diferentes partes do mundo. As 

melhores casuísticas sobre a relevância de candidemia em hospitais terciários 

foram publicadas nos Estados Unidos. Durante os anos de 1980 a 1990, o 

Centro de Controle de Doenças de Atlanta, coletou dados de infecções 

fúngicas nosocomiais em 115 hospitais, reunindo um total de 30.477 infecções 

fúngicas documentadas. Neste universo, foi possível observar que nos anos 80 

houve um aumento da ordem de 400% na incidência de candidemia nos 

principais hospitais americanos (Beck-Sagué et al., 1993). 

Considerando apenas os critérios microbiológicos, nós encontramos 

uma frequência de infecção fúngica nos pacientes adultos em tratamento 

quimioterápico com neutropenia (39,2%) semelhante à observada em neonatos 

(37,9%), e inferiores as taxas observadas quando considerando a análise 

molecular tanto nos pacientes adultos (67,6%) quanto nos neonatos (50%), 

ilustrando a limitação dos testes microbiológicos como metodologia exclusiva 

para o diagnóstico de infecção fúngica. A expressão da doença fúngica é 

muitas vezes a fungemia, cuja dificuldade de diagnóstico pelo exame direto em 

amostra de sangue, e as limitações técnicas para o isolamento de espécies de 

fungo, principalmente filamentoso, devido ao meio de condicionamento, 

transporte, aporte de oxigênio, e período longo de cultivo sujeito à infecção 

secundária, em conjunto, torna difícil o diagnóstico microbiológico de infecção 

fúngica nesses casos (Benjamin et al., 2000; McLintock et al., 2004; Ribeiro et 

al., 2006). 

A freqüência de infecção fúngica foi superior a freqüência (15,4%) 

relatada por Jordanides e colaboradores (2005) dentre 78 pacientes adultos 

com câncer no Reino Unido usando qPCR, e semelhante a freqüência (46,3%) 

relatada por Dendis e colaboradores (2003) em 24 pacientes adultos 

neutropênicos internados em Hospital Universitário na Republica Tcheca 

diagnosticados com infecção fúngica utilizando técnicas moleculares (PCR e 

RFLP), e também a frequência (61,2%) observada por Mandhaniya e 

colaboradores (2011) em crianças com câncer em hospital da India usando a 
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qPCR, refletindo possivelmente a qualidade da atenção a saúde, incluindo 

estratégia de diagnóstico e tratamento dispensadas aos pacientes dos 

diferentes serviços de saúde dos diferentes países.  

No Brasil, estudo realizado por Colombo e colaboradores em seis 

hospitais terciários do Rio de Janeiro e São Paulo, envolvendo 145 episódios 

de candidemia, mostrou que as espécies mais frequentemente isoladas foram 

C. albicans (37%), C. parapsilosis (25%), C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e 

C. glabrata (4%), mostrando a relevância de infecções invasivas por C. 

parapsilosis e C. tropicalis no nosso meio (Colombo et al., 2003b). Em 2011, os 

mesmos autores estudando pacientes adultos e pediátricos atendidos em 

hospitais terciários localizados em cidades distribuídas no sul, sudeste e região 

central do Brasil mostraram maior frequência de C. albicans tanto em adultos 

(41%) quanto em crianças (40%); a frequência dos demais tipos de fungo 

encontrados variou de acordo com a idade do paciente. Em adultos a segunda 

espécie mais encontrada foi a C. tropicalis (24%) seguida da C. parapsilosis 

(21%), nos pacientes pediátricos a segunda espécie mais isolada foi a C. 

parapsilosis (21%) seguida da C. tropicalis (15%). 

A distribuição de espécies fúngicas identificadas no presente estudo 

diferiu da apresentada por Colombo e colaboradores. Além de não ter sido 

possível identificar a espécie de fungo pela PCR convencional em 38 das 84 

(45,2%) amostras positivas para ITS, as espécies mais identificadas foram C. 

parapsilosis (23,8%), C. glabrata (19%), C.neoformans (14,2%), C. tropicalis e 

C. albicans (ambas em 4,7% dos casos). A C. glabrata (50%) representou a 

espécie responsável pela maioria das infecções nos neonatos atendidos na 

unidade de terapia intensiva do HAM, refletindo possível fator ambiental 

relacionado à circulação dessa espécie, enquanto no grupo dos pacientes 

adultos com neutropenia as espécies de fungo mais frequentes foram as de C. 

parapsilosis, C. neoformans e C. glabrata, sugerindo a possível influencia da 

flora nosocomial dos hospitais HEMOPE e HE, mas também devido ao 

tratamento antifúngico profilático recebido pelos pacientes adultos em 

tratamento de câncer nessas unidades de saúde. 

Apesar de vários autores ter relatado que a C. albicans é o agente 

etiológico mais frequente da infecção oportunista nosocomial (Colombo et al., 

2003; Shetty, 2005; Bailey, 2009 and Oberoy, 2012), a distribuição da 
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frequencia de fungos parece estar relacionada à população estudada e a área 

geográfica. A infecção oportunista em pacientes neutropênicos de alto risco na 

Alemanha também apresentou diferenças quanto ao agente etiológico sendo 

causada na maioria por Aspergillus (22,8%) seguida por C.albicans (13%) e 

C.glabrata (5,4%) (Hebart et al., 2000).  

Os nove casos de infecção por múltiplas espécies de fungo encontrada 

em nosso estudo não é usual, mas Klingspor e Jalal (2006), utilizando PCR em 

tempo real para avaliação de amostras clínicas de pacientes com suspeita de 

infecção fúngica em um hospital universitário da Suécia, encontraram em dois 

pacientes infecções mistas (C. albicans e Aspergillus). 

Nosso estudo apresentou um teste molecular baseado em PCR 

convencional para detecção de infecção fúngica com sensibilidade de 67,3% 

(53,2-79,0), especificidade de 47,2% (36,6-58,0), valor preditivo positivo de 

44,0% (33,4-55,3) e valor preditivo negativo de 70,0% (56,6-80,8). Esse 

desempenho é inferior ao apresentado por Hebart e colaboradores (2000) cujo 

protocolo da PCR convencional, visando o diagnóstico de infecção fúngica, 

mostrou sensibilidade de 100%, especificidade de 73%, valor preditivo positivo 

de 36,8 e valor preditivo negativo de 100%. A diferença entre os dois testes 

está na utilização de uma etapa posterior de hibridização do produto de PCR 

amplificado com iniciadores para a região ITS do genoma de fungos, com 

sondas marcadas para a identificação da espécie, aumentando a 

especificidade e sensibilidade do método.  

Visando melhorar o desempenho do teste utilizado pelo nosso grupo, 

decidimos migrar para o sistema de detecção SYBR Green devido a sua 

melhor sensibilidade em relação a PCR convencional e ao seu menor custo em 

relação ao sistema TaqMan®, mas alguns resultados sugeriram a ocorrência 

de reações inespecíficas entre os iniciadores e entre iniciadores e outras 

sequências de DNA que não eram o alvo proposto, como mostrado em relação 

aos iniciadores AFUM para detecção de genoma de Aspergillus. A curva de 

melting mais alargada também sugeriu algum grau de inespecificidade dos 

iniciadores para espécies de Candidas que podem estar anelando em outra 

região do genoma da mesma espécie de Candida para o qual os iniciadores 

foram desenhados, isso pode ser explicado, em parte, pela presença de 
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sequencias de repetição características da região alvo escolhida (Khot et 

al.,2009).  

Devido a dificuldade em encontrar regiões apropriadas nas sequências 

de rDNA das diversas espécies estudadas para desenhar novos iniciadores 

com menor homologia em relação a outras sequências, foi proposta a utilização 

do sistema de detecção TaqMan®, que devido ao uso de sondas de DNA muito 

pequenas (~15pb) ancoradas no interior da sequência amplificada pelos 

iniciadores diminuem as chances da sonda se anelarem em outro local que não 

seja a sequência alvo, aumentando a especificidade da reação. Jordanides e 

colaboradores (2005) descreveram protocolo para diagnóstico de infecção 

fúngica utilizando a unidade ribossomal 18S como alvo e a metodologia da 

qPCR, tendo apresentado sensibilidade de 75%, especificidade de 70%, VPP = 

15% e VPN= 98%. Mas, recentemente, foi publicado outro protocolo de qPCR 

usando o sistema TaqMan® com sonda desenhada para região ITS do genoma 

de Aspergillus, testado em 83 pacientes com neutropenia febril com 

considerável risco de infecção por Aspergilose invasiva e os resultados 

mostraram uma positividade para 20 indivíduos (14,4%), representando uma 

sensibilidade de 91,6%, especificidade de 94,4%, valor preditivo positivo de 

73,3% e valor preditivo negativo de 98,5% quando comparados com cultura e 

resultados clínicos (Cuenca-Estrella et al., 2009). 

A metodologia do qPCR usando o sistema TaqMan® de detecção para 

diagnóstico molecular da infecção fúngica vem apresentando maior 

sensibilidade do que testes micológicos de diagnóstico e maior especificidade 

em relação ao sistema SYBR Green de detecção. De uma forma geral, o teste 

molecular para diagnóstico de infecção fúngica desperta menor interesse 

comercial, devido (1) as infecções fúngicas serem na sua maioria oportunistas 

e superficíais, i.e., não ultrapassam a barreira natural da pele; (2) a freqüência 

de infecção fúngica ser menor que infecção bacteriana e viral em ambiente 

hospitalar, ou ambulatorial, representando uma menor demanda para 

testagem; (3) a grande maioria dos casos de infecção fúngica responder bem a 

protocolos de tratamento conhecidos; (4) a população alvo para diagnóstico 

molecular de infecção fúngica ser basicamente pacientes 

imunocomprometidos, incluindo infectados por HIV, portadores de câncer em 

tratamento quimioterápico, e pacientes transplantados ou portador de doença 
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autoimune em tratamento imunossupressor; e (5) o custo do teste baseado no 

protocolo TaqMan® no diagnóstico da infecção fúngica, incluindo investimento 

de capital, formação de recursos humanos, despesas diretas (reagentes) e 

indireta (manutenção, custo predial, dentre outros) serem no conjunto altos. 

Diante desse cenário, a formulação de teste em placa para diferentes agentes 

etiológicos, incluindo os principais fungos, vírus e bactérias, poderia 

incrementar o diagnóstico rápido de infecção nessa população alvo, e também 

ampliar a indicação para realização da testagem em outras populações. Nesse 

aspecto, recai sobre a academia a responsabilidade no desenvolvimento 

biotecnológico de insumos para saúde e da busca de parceiros para traduzir a 

pesquisa de produto em benéficio social.   
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os experimentos de PCR convencional do tipo multiplex confirmaram as 

condições de reação previamente publicadas para diagnóstico de seis espécies 

de fungos (C.albicans, C.glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. neoformans e 

A. fumigatus) de importância médica para a saúde humana.  

O teste molecular baseado em PCR convencional multiplex para 

detecção de infecção fúngica apresentou uma sensibilidade de 67,3% (53,2-79,0), 

especificidade de 47,2% (36,6-58,0), valor preditivo positivo de 44,0% (33,4-55,3) 

e valor preditivo negativo de 70,0% (56,6-80,8), com uma concordância 

considerada leve em relação ao diagnóstico da doença, baseado na clínica, 

comprovação microbiológica e teste terapêutico. 

A distribuição das frequências das espécies fúngicas identificadas na 

população estudada diferiu em relação à população de estudo, sendo a C. 

parapsilosis mais frequente em pacientes adultos em tratamento quimioterápico 

atendidos no Hospital HEMOPE, e a C. glabrata em pacientes neonatos atendidos 

no Hospital Agamenon Magalhães. A baixa frequência de infecção por C. albicans 

pode ter sido influenciada pelo uso profilático de fungicida. 

 As curvas melting da PCR em tempo real para detecção de genoma de 

fungo utilizando o sistema de detecção SYBR Green apresentaram temperatura 

melting distintas para a reação de amplificação de cada espécie de fungo testada. 

A análise de diferentes concentrações de DNA humano acrescidas com 

o DNA plasmidial de cada fungo em concentrações fixas mostrou diminuição da 

eficácia da reação com o aumento da quantidade de DNA na amostra de 50ng 

para 200ng. 

 A formação de picos inespecíficos observada no sistema de detecção 

SYBR Green com os iniciadores de A.fumigatus e C.parapsilosis, cujas 

sequencias foram retiradas da literatura, inviabilizou a utilização desse sistema no 

diagnóstico da infecção por estes fungos. 

Os testes para estabelecimento da curva padrão utilizando o sistema 

TaqMan para a detecção de sequencias do genoma de C. albicans, C. tropicalis. 

C. neoformans e A. fumigatus (iniciadores desenhados no âmbito desse projeto) 

subclonadas em plasmideo apresentaram reprodutibilidade em três experimentos 
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em dias diferentes, podendo ser usados como controles positivos para 

diagnóstico de infecção fúngica em amostras clínicas.  

O valor do CT (cycle threshold) igual ou inferior a 30 representa o ponto 

de corte do teste diagnóstico, utilizando o sistema TaqMan, como definido no 

estudo, i.e., define a positividade da reação; por outro lado CT superior a 30 

aumenta a probabilidade de detecção de falsos positivos. 
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