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RESUMO

O objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo de extracdo de DNA para leveduras
do género Candida baseado em contagem no nimero de células, visto que o0 numero
reduzido de células viaveis na amostra, muitas vezes leva a ndo eficacia dos protocolos
normalmente utilizados para extrair o DNA. Para tanto, as leveduras foram reativadas
em caldo Sabouraud Dextrose seguido da padronizacdo de diluicdes seriadas e
contagem do nimero de células em Camara de Neubauer. Apdés a reativacdo, a extracao
do DNA foi realizada por meio do protocolo a base de solventes organicos. A qualidade
e concentracdo do DNA extraido foram determinadas em nanofotémetro. Também foi
realizada PCR multiplex de fragmentos da regido ITS4 do DNA ribossomal de Candida
para verificacdo da viabilidade de amplificagdo. Com base nas analises estatisticas, a
quantidade de celulas influéncia a qualidade do DNA (p<0,01), independente da
concentragdo obtida. O DNA obtido foi considerado viavel para utilizacdo em PCR
multiplex, demonstrando que o protocolo utilizado foi satisfatorio, podendo ser

utilizado para diversos fins no que diz respeito a analises moleculares.
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INTRODUCAO

Devido a importancia patogénica e por algumas das espécies de leveduras do
género Candida apresentarem poucas variacbes morfoldgicas dificultando sua
identificacdo por métodos microbioldgicos classicos, a utilizacdo de técnicas da biologia
molecular tem sido descritas para superar as limitacdes dos meétodos de identificacao
tradicionais e também caracterizar molecularmente estas espécies. Nesse sentido, a
extracdo de DNA é a primeira e principal etapa para se obter alta eficiéncia nos estudos
a nivel molecular (MARENGONI et al., 2006), entretanto devido o nimero reduzido de
células vidveis para extracdo, muitas vezes leva a ndo eficacia dos protocolos utilizados
para extrair o DNA.

Nesse sentido, a busca de métodos de extracdo de DNA de amostras com
nameros reduzidos de células, que possam ser réapidos, praticos, de menor custo, e
eficazes no que tange a quantidade, qualidade e possibilidade de amplificacdo por PCR
(Reacdo em Cadeia pela Polimerase), sdo de extrema importancia, visto que os Kits
comerciais disponiveis, apesar de resultarem em purificacdes de boa qualidade, tem
como desvantagem o alto custo por amostra (ARAUJO et al., 2009). Nesse contexto, 0
objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo eficiente de extracdo de DNA
leveduras do género Candida baseado em contagem do numero de células,

determinando a quantidade, qualidade e a viabilidade de amplificacdo do DNA extraido.

MATERIAL E METODOS

Isolados

Os isolados de Candida spp utilizados nesta pesquisa foram cedidos pelo
Laboratorio de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD/FCBA). As cepas foram previamente identificadas por testes microbioldgicos
classicos. Para garantir a pureza e viabilidade dos isolados, os mesmos foram cultivados
em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e em CHROMagar Candida.

Cultivo e Diluicéo

Os isolados foram reativados em caldo Sabouraud Dextrose por 48h a 35°C,
apos, foram repicados em Chromagar por 48h a 35°C. Novamente, os isolados foram
repicados para Agar Sabouraud por 48h a 35°C. Apds, foram transferidas
assepticamente trés coldnias para um tubo Falcon contendo 5 mL de caldo Sabouraud
Dextrose, os mesmos foram colocados no Shaker a uma rotacdo de 50 rpm a

temperatura ambiente por 18h. Os tubos de cultivo foram centrifugados por 5 minutos a



5500 rpm, descartado o sobrenadante, e centrifugados novamente por mais 1 minuto
para sedimentagdo das células. Em seguida foi feita padronizacdo por meio de dilui¢Ges
seriadas e contagem do numero de células utilizando-se Camara de Neubauer, conforme

a Figura 1.
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Figura 1. Esquema de dilui¢do seriada de amostra de leveduras

Extracdo de DNA

Ap0s a contagem das células, os tubos com as leveduras e dgua milliQ foram
centrifugados por 5 minutos a 10000 rpm para sedimentar as células. Em seguida, as
células foram ressuspendidas em 350uL de tampao PBS e transferidas para microtubos
polipropileno de 2mL e acrescentou-se 60uL de B-Mercaptoetanol e 800uL de tampéao
de extracao [3g de CTAB (3%); 5g PVP (5%); 18,689 de NaCl (2N); 10mL de Tris-HCI
(100mM); 2mL de EDTA (25mM e pH 8); completar para 100mL de agua MiliQ].
Esses microtubos contendo as células e solucdo foram incubados em banho-maria a
60°C por 1hora .

Posteriormente foram adicionados 675ul  de Fenol/Cloroférmio/Alcool
Isoamilico (25:24:1) e agitou por inversao por 10 minutos, em seguida 0s microtubos
foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm/4°C. A fase aquosa foi transferida
para outro microtubo de 1,5mL. Adicionou-se 600uL de solugdo de Acetato de Sodio e
alcool absoluto [25uL de Acetato de Sodio (3M e pH 5,2); 625uL de alcool absoluto] e
armazenado no freezer por 10 minutos.

Os microtubos foram retirados do freezer e centrifugados por 5 minutos a
12.000rpm/4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 500uL de etanol 70%
gelado e homogeneizou-se por inversdo. As amostras foram submetidas a centrifugacéo
por 5 minutos a 12.000 rpm/4°C, descartando o sobrenadante. ApoOs esta etapa, 0S
microtubos foram invertidos para a secagem do sedimento sobre papel absorvente por

10 minutos.



Ap0s a secagem, o DNA foi ressuspendido em 100uL de TE pH 8,7 com RNase
(Promega®) e incubados em banho-maria (37°C) por 60 minutos sendo posteriormente,
armazenados a —20°C. O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose
2%, e a pureza e concentracdo do DNA foram determinadas por meio de densidade

Optica em nanofotometro (260/280 nm).

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para avaliar a viabilidade do DNA, foi realizada a amplificacdo de fragmentos
da regido ITS4 do DNA ribossomal (WHITE et al., 1990), utilizada para identificacdo
molecular das espécies . Para tanto, foi realizada PCR Multiplex em que foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores especificos de quatro espécies distintas de
Candida (C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, C. glabrata) conforme descritos por Li et
al. (2003) e White et al. (1990).

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em termociclador BIORAD®
modelo MyCyclerTM Thermal Cycler. As solugdes de amplificacdo foram preparadas
em volume final de 25 pL, constituidos por 12,5 pL de PCR Master MIX (Kapa
Biosystems®), 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (10 pmoles) e 2 uL DNA
gendmico (10 a 20 ng). o programa de amplificacdo do termociclador foi: desnaturagéo
inicial de 94°C por 3°, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1°, anelamento a 55°C por
1’ e extensdo a 72°C por 1°, seguido da extensdo final a 72°C por 5°.0s produtos
resultantes das amplificacdes por PCR Multiplex foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2%.

Anélise estatistica

O experimento foi alocado em um delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e cinco de repeti¢cGes. Os dados foram analisados com o auxilio do
Software ASSISTAT versdo 7.7. (SILVA & AZEVEDO, 2006). A comparacdo de

médias foi feita pelo teste Tukey, sendo considerados significativos valores de P < 0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 foram apresentados as estimativas dos quadrados meédios, médias e
coeficiente de variacdo. O coeficiente de variacdo para a razéo foi de 4,66, indicando
boa preciséo, visto que a magnitude de tal parametro foi inferior a 10%.


http://www.biosystems.com.br/

Tabela 1. Estimativas dos quadrados médios, médias e coeficientes de variacdo experimental de
trés pardmetros avaliadas a partir do DNA extraido de leveduras do género Candida.
Dourados/MS, 2014

Fv GL Quadrados médios

NCEL RAZAO CONCENT
Diluicdes 3 6,6149** 0,1236** 3348,2460™
Residuo 16 0,0313 0,0052 1117,9537
Média - 0,6871 1,55 48,19
CV% - 25,75 4,66 69,38

F.V = Fonte de Variacdo; GL = Grau de Liberdade; NCEL = nlimero de céulas (10" cel/cm®); RAZAO =
razdo (260/280 nm); CONCENT = concentragdo (ng/uL); ** = significativo a (p<0,01) pelo teste F; ™ =
ndo significativo.

Néo foi observada diferenca significativa entre a concentragdo conforme
observado na Tabela 1. Houve diferenca significativa para os parametros, numero de
células e razdo, indicando que pelo menos duas médias sdo estatisticamente diferentes.
A diluicdo 1:10 apresentou melhores valores de absorbancia no que diz respeito a razéo
(média = 1,78), seguido pelas dilui¢bes 1:100, 1:1000 e 1:10000 (Tabela 2). Valores de
razdo de absorbancia entre 1,8 e 1,6 sdo os recomendados no que diz respeito a
qualidade do DNA. No entanto valores como 1,4 também podem ser considerados
satisfatorios para utilizagdo em PCR conforme descreve Regitano et al. (2001) e Lee et
al. (2010).

Tabela 2. Comparacéo entre as médias de trés caracteristicas a avaliadas a partir do DNA
extraido de leveduras do género Candida. Dourados/MS, 2014

Diluigdes Médias
NCEL (10" cel/cm®)  RAZAO (260/280 nm) CONCENT (ng/pL);
1:10 2,40a 1,782 84,68a
1:100 0,24a 1,48b 45,26a
1:1000 0,05a 1,46b 38,68a
1:10000 0,03a 1,47b 24,14a

NCEL = nGmero de células (10" cel/cm®); RAZAO = razéo (260/280 nm); CONCENT = concentracio
(ng/uL). Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
Tukey.

Apesar de nédo ter ocorrido diferencas significativas entre as concentracdes do
DNA, o método de extracdo utilizado foi capaz de proporcionar DNA de qualidade,
com concentragdes e pureza satisfatorias para utilizacio em PCR multiplex
de fragmentos da regido 1TS4 do DNA ribossomal de Candida, visto que o DNA foi
amplificado independente do nimero de células em que foi extraido. Entretanto deve-se
levar em consideracdo que os produtos amplificados provenientes na diluicdo 1:10
foram os que apresentaram bandas mais nitidas (Figura 2). A analise estatistica revelou
que as combinagdes, numero de células e qualidade do DNA, apresentaram diferencas
importantes entre si, evidenciando que o numero de células deve ser levado em
consideracdo para que se obtenha um DNA com melhor qualidade.



13 14 15 16 17 18 19 20

149 pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 2% de fragmentos de PCR Multiplex. M = Marcador de peso
Molecular de 100pb. No = Controle Negativo da Reacdo. Colunas 1, 5, 9, 13, 17 = Diluicdo 1:10.
Colunas 2, 6, 10, 14, 18 = Dilui¢do 1:100. Colunas 3, 7, 11, 15, 19 = Dilui¢do 1:1000. Colunas 4, 8, 12,
20 = Diluicdo 1:10000. A = Candida tropicalis (149pb), B = Candida albicans (402pb), C e D =
Candida krusei (475pb), E = Candida glabrata (632pb).

CONCLUSOES

A quantidade de células influéncia a qualidade do DNA, independente da
concentracéo obtida, e o protocolo desenvolvido para extragdo de DNA de leveduras do
género Candida demonstrou ser satisfatorio podendo ser utilizado para diversos fins no
que diz respeito a analises moleculares.
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