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“Cada segundo é tempo para mudar tudo para sempre.”

(Charles Chaplin)



Resumo

A incidéncia de candidemia tem aumentado nos ultimos anos e o espectro das
espécies de Candida tem mudado com a emergéncia das espécies ndo-albicans e
com o aumento da resisténcia antifingica. A técnica de PCR associada a analise
dos polimorfismos de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) e AP-PCR séo exemplos
de técnicas moleculares utilizadas para a deteccao da variabilidade genética desses
micro-organismos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar molecularmente
Candida spp. clinicamente importantes. Foram estudadas 82 leveduras do género
Candida, 73 isolados clinicos e nove cepas padréao de referéncia da “American Type
Culture Collection” (ATCC). O DNA gendmico foi extraido atraves de lise
mecanica/quimica e fenol-cloroférmio. Ap6s amplificacdo com iniciadores ITS1 e
ITS4, os produtos da PCR foram digeridos com as enzimas Ddel, Haelll, Bfal e
Mspl. Outra amplificacéo foi realizada com o iniciador arbitrario AP-4. A identificacéo
fenotipica revelou a frequéncia de 38% de C. parapsilosis, 33% de C. albicans,
27,5% de C. tropicalis e 1,5% de C. guilliermondii. Ap6s amplificacéo, foi possivel
identificar e diferenciar as espécies C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. famata e C.
glabrata. A diferenciacéo entre C. albicans, C. dubliniensis C. tropicalis, C. krusei e
C. parapsilosis nao foi bem evidenciada com as enzimas Ddel e Haelll. Porém, Mspl
conseguiu diferenciar C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. lusitaniae e C. famata, juntamente com Bfal que separou C.
albicans de C. dubliniensis. J4 a técnica de AP-PCR com o iniciador AP-4,
possibilitou a distingcdo das nove espécies cepas padrdo ATCC de Candida, pois
todas apresentaram perfis de amplificacdo com numero, intensidade e tamanho de
banda especifico, onde cada espécie foi alocada em grupo distinto e a relacdo de
similaridade variou de 38-69%, ratificando o poder de diferenciacéo das espécies. As
técnicas moleculares foram reprodutiveis e relativamente rapidas, de facil
interpretacdo e podem ser aplicadas na identificacdo de espécies clinicamente
importantes de Candida para auxilio no diagnéstico mais rapido e tratamento mais
eficiente.

Palavras-chave: Candidemia, AP-PCR, PCR-RFLP, Candida.



Abstract

The incidence of candidemia has increased in recent years and the spectrum of
Candida species has changed with the emergence of non-albicans species and
antifungal resistance increased. The PCR analysis of polymorphisms associated to
restriction fragment (PCR-RFLP) and AP-PCR are examples of molecular techniques
used for detection of genetic variability of these micro-organisms. The objective of
this study was to characterize molecularly Candida spp. clinically important. We
studied 82 Candida species, 73 clinical isolates and nine reference standard strains
of "American Type Culture Collection” (ATCC). Genomic DNA was extracted by
mechanical lysis/phenol-chloroform and chemistry. After amplification with primers
ITS1 and ITS4, the PCR products were digested with the enzyme Ddel, Haelll, Mspl
and Bfal. Another amplification was performed using the arbitrary primer AP-4. The
phenotypic identification showed the frequency of 38% of C. parapsilosis, 33% of C.
albicans, 27.5% of C. tropicalis and 1.5% of C.guilliermondii. After amplification, it
was possible to identify and differentiate the species C. lusitaniae, C. guilliermondii,
C. famata and C. glabrata. The differentiation between C. albicans, C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. krusei and C. parapsilosis was not clearly demonstrated by the
restriction with the enzymes Ddel and Haelll. However, Mspl able to distinguish C.
tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. lusitaniae and
C. famata, together with Bfal which separated C. albicans and C. dubliniensis.
Already the AP-PCR technique with the primer AP-4, enabled the differentiation of
the strains ATCC nine species of Candida, since all showed amplification profiles
with the number, intensity and size specific band where each species was allocated
in distinct group and the relation of similarity ranged from 38-69%, confirming the
power of differentiation of species. Molecular techniques were reproducible and
relatively fast, easy to interpret and may be applied in the identification of clinically
important species of Candida to aid in the diagnosis faster and more efficient
treatment.

Keywords: Candidemia, AP-PCR, PCR-RFLP, Candida.
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1.0 Introducéao
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Leveduras do género Candida sdo micro-organismos redondos ou ovalados,
Gram positivos, que causam uma variedade de infec¢cdes denominadas candidiases.
Clinicamente, essas infeccdes apresentam cronicidade variada, sintomas diversos, a
depender do estado do sistema imunoldégico do hospedeiro que esti
infectado.Candidemia € um termo utilizado na clinica médica quando a Candida se
encontra na corrente sanguinea. Essa infeccdo ocorre mais frequentemente, em
pacientes que estdo em tratamento quimioterapico, com doencas debilitantes,
acometidos pelo virus da imunodeficiéncia adquirida, ou que se encontram
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), principalmente nos limites
etarios, os idosos e o0s recém-nascidos. Em UTI neonatal, respondem por quase
80% das fungemias e a Candida esta entre os cinco patdbgenos mais comuns por
infecgbes da corrente sanguinea nosocomial, com taxa de mortalidade alta.

A incidéncia de candidemia tem aumentado nos ultimos anos e as espécies,
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata normalmente sdo as mais
frequentemente isoladas no laboratério clinico, sendo C. parapsilosis a espécie mais
prevalente entre os neonatos. Esse espectro tem mudado com a emergéncia das
espécies ndo-albicans e com o aumento da resisténcia antifungica. Nesse sentido,
torna-se importante a identificacdo desses micro-organismos em nivel de espécie. O
processo de identificacdo de leveduras através de técnicas bioquimicas tradicionais
€ demorado e pouco confiavel. Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje
disponiveis para a detec¢céo de variabilidade genética permitindo a obtencédo de um
namero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma
desses micro-organismos.

Sendo assim, nosso grupo, que vem trabalhando na linha de caracterizagéo
fenotipica de leveduras, identificando isolados clinicos bioquimicamente,
determinando fatores de viruléncia e susceptibilidade antifingica, se motivou a dar
inicio & caracterizacao genotipica e implantar metodologias de biologia molecular no
Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Clinica da Faculdade de Farmécia da
UFBA, sendo esse o primeiro trabalho de Candida que ser& publicado. Além disso,
os resultados desse trabalho contribuirdo para caracterizar o perfil epidemioldgico
das infec¢cbes por Candida permitindo, através da metodologia utilizada para

identificar as espécies mais prevalentes de uma forma mais rapida e confiavel.
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2.0 Revisao da literatura
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2.1 Patogénese da candidemia

O género Candida esta classificado no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae
(GUARRO, GENE, STCHIGEL, 1999; RIBEIRO et al., 2004; BUTLER et al., 2010).
Trata-se de micro-organismos eucariéticos, que se reproduzem assexuadamente por
brotamento ou gemulacdo, dando origem a células que se denominam
blastoconidios e fazem ciclo sexual incompleto. S&o unicelulares e pleomorficos
assumindo forma ovdide ou esférica. Além de colonizar o homem, podem ser
encontrada no solo, agua, vegetais, alimentos e em diversos ambientes, inclusive
hospitalares. Degradam proteinas e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio,
elementos essenciais para seu desenvolvimento (LACAZ et al.,, 2002; GIOLO,
SVIDZINSKI, 2010).

Estédo presentes na microbiota da pele e na mucosa do homem e podem ser
adquiridas através da passagem do feto via canal vaginal. Logo apds o nascimento,
sdo encontradas na cavidade bucal do recém-nascido e duas a trés semanas em
todo trato gastrointestinal da crianca. Posteriormente, habitam comensalmente o
organismo do homem, podendo ser encontradas no trato respiratério, intestinal,
mucosa vaginal, cavidade oral e pele (RIBEIRO et al., 2004; BARBEDO, SGARBI,
2010).

Os primeiros relatos de lesdes causadas por Candida no homem foram feitos
por Hipocrates (460 a 337 a.C.) e sua descricao referia-se as placas esbranquicadas
presentes na cavidade bucal de recém-nascidos e pacientes debilitados. Foram
observadas estas mesmas leses em criangas enfermas por Galeno (200 a 130
a.C.), ja que a manifestacdo clinica de candidiase bucal em recém-nascidos ja era
frequente na Europa no século XVIII. Em 1839, Langenbeck observou pela primeira
vez, em aftas bucais de um paciente com febre tifoide, leveduras do género Candida
e classificou erradamente esse micro-organismo como agente etiolégico da doenca
(HAZEN, 1995; SIDRIM, ROCHA, 2004).

David Gruby, em 1842, classificou esse micro-organismo no género
Sporotrichum, definiu a candidiase oral e apresentou o primeiro caso de candidiase
frente a Academia de Ciéncias de Paris, na Franca. Em 1846, Berg definiu a relacéo
da levedura com a candidiase oral e, aléem disso, demonstrou a presenca de

Candida na boca de criancas sadias. Charles Robin, em 1853, denominou esse
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micro-organismo de Oidium albicans. Anos depois, em 1861, Zenker, descreveu o
primeiro paciente acometido de infeccdo cerebral por disseminacdo hematogénica
por Candida na Alemanha. Ja em 1890, Zopf renomeou esse micro-organismo de
Monilia albicans e, somente em 1923, Berkhout transferiu essa espécie para o
género Candida e criou a espécie C. albicans (HAZEN, 1995; RIBEIRO et al., 2004).

Portanto, infeccdes causadas por leveduras do género Candida sao
denominadas candidiases e podem ser agudas ou crbnicas, com lesdes superficiais
ou profundas (SIDRIM; ROCHA, 2004; BARBEDO; SGARBI, 2010). A candidiase
mucocutanea acomete a cavidade oral e o canal vaginal, sendo a candidiase oral,
conhecida como “sapinho”, a forma mais comum nos seres humanos. As causas
predisponentes a infeccdo sdo as alteracbes na microbiota normal apdés uso de
antibioticos prolongados, pH baixo das secrecdes salivares dos recém-nascidos,
hipertrofia das papilas da lingua e glossite crénica. J4 na candidiase cutanea, ha o
comprometimento de areas Umidas do corpo, como espacos interdigitais, regides
das mamas, axilas, pregas das virilhas e debaixo de unhas (LACAZ et al., 2002;
ZAITZ et al., 2010).

Quando a infeccdo ocorre no sangue € chamada de candidemia, e neste
caso, pode ocorrer disseminacdo aos multiplos 6rgéos, resultando na formacéo de
micro-abscessos, abscessos renais e hepatoesplénicos, endocardite, meningite,
artrite, osteomielite, dentre outros (BARBEDO, SGARBI, 2010; VALLE et al., 2010).
A forma disseminada da candidiase ocorre em pacientes internados em Unidade de
Terapia Intensiva (UTIl), com doencas debilitantes, neoplasias, doencas
imunossupressoras e apoés transplantes de 6rgdos. Nesses casos, pode atingir
diferentes 6rgdos e tecidos como pulmdes, meninges, rins, bexiga, articulacdes,
figado, coracdo e olhos (SIDRIM, ROCHA, 2004; KONEMAN et al.,, 2008;
BARBEDO, SGARBI, 2010).

A capacidade do micro-organismo de provocar uma infec¢do no organismo do
hospedeiro estd relacionada com sua viruléncia e a evolucdo desse processo
patogénico resulta da interacdo entre os fatores de viruléncia do agente e 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, podendo ocasionar um quadro de doenca. A
patogenicidade do micro-organismo € mediada por diversos fatores que podem
desencadear respostas diferentes do hospedeiro e quando este for capaz de ser
oferer um habitat ideal para proliferacdo do micro-organismo, e consequentemente,

o estabelecimento da infeccdo. A caracterizacdo dos fatores de viruléncia de
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agentes infecciosos tem demonstrado ser complexa e multifatorial, podendo ser
esses fatores distintos em dois tipos: 0s que promovem colonizacdo e invasao e 0s
que causam danos ao hospedeiro. Alguns fatores de viruléncia compreendem
capacidade de adesdo e invasdo das células como producdo de biofilme,
dimorfismo, composicdo da parede celular e secrecdo de enzimas (MENDES-
GIANNINI et al., 1997; GIOLO, SVIDZINSKI, 2010).

A aderéncia dos micro-organismos patogénicos aos tecidos € considerada a
primeira etapa na colonizagéo e disseminacdo. A aderéncia de um micro-organismo
aos tecidos do hospedeiro também é avaliada de acordo com a sua capacidade de
formar biofilmes, na qual os micro-organismos formam agregados, gerando
estruturas multicelulares que aderem a superficies. Sua formacdo ocorre em
resposta a uma variedade de condi¢des, incluindo alta densidade celular, privagao
de nutrientes e estresse fisico ambiental (YANG, 2003; ALVARES, SVIDZINSKI,
CONSOLARO, 2007).

A capacidade de produzir enzimas hidroliticas é considerada como um
importante fator de viruléncia. Dentro do género Candida, as principais enzimas sao
as proteinases, que hidrolisam ligacdes peptidicas, e as fosfolipases, que hidrolisam
os fosfoglicerideos. Essas enzimas séo, portanto, capazes de promover destruicdo
nas membranas celulares por meios hidroliticos (CANDIDO, AZEVEDO, 2000;
YANG, 2003). O processo de adeséo e invasédo nos fungos envolve os componentes
da parede celular, tais como polissacarideos e glicoproteinas. Os produtos
exocelulares com atividade enzimatica possuem papel importante na patogénese de
uma infeccéo e a producédo de proteinases e fosfolipases séo indicadas como fatores
relacionados a instalacdo e a posterior disseminacédo no organismo do hospedeiro.
As proteinases e as fosfolipases possuem papel na aderéncia e na persisténcia do
patdogeno nas superficies de mucosas, na invasdo dos tecidos do hospedeiro e na
digestdo de imunoglobulinas (MENDES-GIANNINI, 1997; ALVARES, SVIDZINSKI,
CONSOLARO, 2007).

Fatores patoldgicos, fisiologicos, mecanicos e iatrogénicos, podem vir a
modificar o relacionamento que ocorre entre o hospedeiro e a microbiota autoctone,
tornando a levedura capaz de aderir, penetrar e se multiplicar. A suscetibilidade as
infecgbes por Candida esta relacionada com alteragbes no sistema imunolégico e
com o desequilibrio da microbiota. Os extremos do ciclo de vida humana, infancia e

velhice, constituem, sem duvida, as fases de existéncia do homem a ocorréncia de
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candidiase é mais comum, em decorréncia da imaturidade ou deficiéncia fisiolégica
do sistema imune (YANG, 2003; RIBEIRO et al., 2004).

A maioria dos autores sugere que grande parte dos casos de candidemia seja
adquirida por via enddgena, pela translocacdo da levedura através do trato
gastrointestinal, local onde ha colonizacédo por Candida em até 70% da populacdo
humana normal. A presenca de uma predisposicdo local e/ou generalizada que
provoque desequilibrio da microbiota ou lesdo da mucosa gastrointestinal pode ser
um agente facilitador de translocacdo da levedura até os capilares mesentéricos
(COLOMBO et al., 1996; RIBEIRO et al., 2004; GIOLO, SVIDZINSKI, 2010; BOW et
al., 2010) (Figura 01).

Figura 01: Esquema representativo da patogénese da
candidemia e candidiase invasiva.
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Fonte: BOW et al., modificado, 2010. (A) Penetragcdo de células de Candida no espaco
endovascular, através de translocagdo intestinal e/ou procedimentos invasivos; (B)
Multiplicacdo das células da levedura na corrente sanguinea; (C) Interagdo com
componentes solldveis do soro e neutrdéfilos circulantes; (D) Adeséo e penetragcao do micro-
organismo no endotélio vascular com acesso aos 6rgaos profundos, onde interagem com
células dendriticas (E); (F) Ativagdo da resposta imune.

Essas infeccbes também podem ser adquiridas por via exdégena, através do
contato das maos de profissionais de saude, em pacientes portadores de cateteres
vasculares em posicao central, implante de proteses contaminadas, bem como pela
administragcdo parenteral de solugbes contaminadas. A transmissibilidade de
Candida spp. e a alta prevaléncia de contaminacdo das maos de profissionais de
saude em UTls identificam esses profissionais como potenciais reservatorios na
transmissdo destes agentes a pacientes de alto risco (PFALLER et al.,, 1995;
COLOMBO, GUIMARAES, 2003; RIBEIRO et al., 2004;: BOW et al., 2010).
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2.2 Agentes etiologicos da Candidemia

Atualmente, existem cerca de 200 espécies de leveduras do género Candida
e, no inicio do século XX, acreditava-se que a Unica espécie patogénica para o
homem era C. albicans. No entanto, a partir da década de 1950, estudos
demonstraram outras espécies que possuem importancia médica e, atualmente,
cinco delas estdo envolvidas em 90% das infecgbes: C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei (SULLIVAN et al., 1996; CANTON, VIUDES,
PEMAN, 2001; COLOMBO, GUIMARAES, 2003; RIBEIRO et al., 2004; MALUCHE et
al., 2008; BARBEDO, SGARBI, 2010; BUTLER, 2010; VALLE et al., 2010).

Entretanto, um ndmero progressivo de casos de micoses superficiais e
sistémicas relacionadas a espécies emergentes de Candida tém sido descritos,
dentre elas: C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. kefyr, C. rugosa, C.
famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua, entre outras. Esse
fato se deve, em parte, ao avanco e aprimoramento das técnicas de identificacdo
micoldgicas, numero crescente de pacientes imunossuprimidos e, em paralelo, ao
aumento de patdgenos que emergiram como oportunistas (HAZEN, 1995; PFALLER
et al., 1995; COLOMBO, GUIMARAES, 2003; GODOY et al., 2003; PFALLER,
DIEKEMA, 2007; GOMEZ et al., 2010; VALLE et al., 2010).

C. albicans é comensal da vagina e do trato gastrointestinal de seres
humanos, sendo a espécie mais frequentemente isolada de infec¢des superficiais e
sistémicas em diferentes sitios anatdmicos e em casuisticas de todas as partes do
mundo (FRIDKIN, JARVIS, 1996; PFALLER et al.,, 2001; GODOY et al., 2003;
CAPRILES et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; BARBERINO et al., 2006; ZICKER
et al.,, 2011; NGUYEN et al.,, 2012). O seu potencial patogénico é bastante
conhecido e apresenta como principais fatores de viruléncia, capacidade de
aderéncia a diferentes mucosas e epitélios, producao de estruturas filamentosas que
auxiliam a invasao tissular, termotolerancia significativa e producdo de enzimas
como proteinases e fosfolipases. Habitualmente, se considera que a origem de C.
albicans causadora de infeccOes, seja a microbiota do trato digestivo humano,
porém diversos casos de transmissdo horizontal tém sido relatados (FRIDKIN,
JARVIS, 1996; RAMAGE et al., 2001; YANG, 2003).

Isolados clinicos de C. albicans sdo naturalmente sensiveis a todas as drogas

antifingicas de uso sistémico, porém casos de resisténcia adquirida a azolicos ja
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foram descritos, principalmente, em pacientes que foram expostos prolongadamente
a estes medicamentos. C. albicans foi o primeiro fungo que teve o seu genoma
sequenciado, 0 que possibilita uma variedade de experimentos e, por conseguinte,
um grande avanco na biologia deste fungo, principalmente na expressao dos genes
(FRIDKIN, JARVIS, 1996; TOBUDIC et al., 2010; BARBEDO, SGARBI, 2010).

A espécie C. dubliniensis foi descrita inicialmente em 1995 em Dublin, Irlanda,
onde pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA) eram
colonizados por este agente na cavidade oral. Com a utilizagdo de métodos
moleculares, foi reconhecida como uma nova espécie, apesar de possuir
caracteristicas fenotipicas e genotipicas semelhantes a C. albicans (MARIANO et al.,
2003; MIRHENDI et al., 2005; NEPPELENBROEK et al., 2006). Atualmente, ainda
sdo raros os casos de doencas sistémicas relacionadas a esta espécie, sendo a
maior parte dos casos associados a infec¢gées de mucosa oral (CHAVASCO et al.,
2006; BARADKAR, MARTHUR, KUMAR, 2008; BRITO et al., 2010). Existem
estudos baseados na diferenca de viruléncia entre C. dubliniensis e C. albicans, com
modelos em animais, sendo observado que a C. dubliniensis tem uma menor
capacidade de produzir hifas, resultando em menores niveis de colonizacdo e
invasdo tecidual, além de ter facilidade em desenvolver resisténcia a azolicos
(LINARES et al., 2007; LORETO et al., 2010).

Estudos mostram que C. tropicalis possui consideravel potencial bioldgico
como agente oportunista e frequentemente causa de candidemias em adultos,
especialmente em pacientes com linfoma, leucemia, complicacdes hematoldgicas
malignas, diabetes mellitus, apresentando-se mais virulenta que C. albicans, com
uma alta taxa de mortalidade. Em contrapartida, é raro encontrar esta espécie em
neonatos, porém o potencial de transmissdo nosocomial ndo é descartado (RANI et
al., 2002; GOLDANI, MARIO, 2003; NUCCI, COLOMBO, 2007). Em paises da
América Latina, particularmente no Brasil, esta espécie € extremamente frequente,
constituindo-se um dos principais agentes de candidemia. Os isolados clinicos desta
espécie sdo sensiveis a anfotericina B e, na grande maioria das vezes, aos
triazolicos (COLOMBO et al., 1999; GODOY et al., 2003; PFALLER et al., 20044a).

C. krusei € um patdégeno hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes
portadores de doengas hematolégicas malignas e/ou submetidos a transplante de
medula 6ssea, além de pacientes idosos. As casuisticas revelam que essa espécie é

mais frequente nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa do que na
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América Latina como agente etioldégico de candidemias (GOLDMAN et al., 1993;
GODOY et al., 2003; ALMIRANTE et al., 2005; BONATTI et al., 2009; LEROQY et al.,
2009). E intrinsecamente resistente ao fluconazol e, talvez, por conta disso, nota-se
0 aumento de fungemias por esse agente em pacientes neutropénicos expostos a
este antifingico, além de altas taxas de mortalidade. O fenoétipo de resisténcia
exibido por C. krusei € um problema para o tratamento de pacientes em geral,
principalmente grupos de imunocomprometidos e, assim como a C. glabrata, é
considerada uma importante espécie a ser monitorada com relacdo a resisténcia
antifingica (PFALLER et al., 2004b; PORTE et al., 2012).

J4 C. parapsilosis caracteriza-se como um micro-organismo ubiquo
comumente isolado do ambiente, do solo, da agua e de plantas, além de ser
encontrado frequentemente na pele humana, emergindo como um importante
patbgeno com transmissdo predominantemente  exdégena (COLOMBO,
GUIMARAES, 2003; ALMIRANTE et al., 2006; BARBEDO, SGARBI, 2010). Desde a
década de 1980, apresenta-se como um importante patdgeno hospitalar de
fungemias e, juntamente com a espécie C. tropicalis, sdo a principal causa de
candidemias em adultos na América Latina apds C. albicans. Sua frequéncia é ainda
maior em criancas e recém-nascidos prematuros, internados em UTI, com
prevaléncia de até 50%. Esta associada ao uso de cateteres e de nutricdo parenteral
com manifestacdes clinicas que incluem fungemias, endocardites, endoftalmites,
artrites e peritonites. Os isolados clinicos desta espécie sdo geralmente sensiveis a
anfotericina B e aos derivados azolicos (RIBEIRO et al., 2004; GODOY et al., 2003;
MEDRANO et al.,, 2006; CUGNO, CESARO, 2012). Atualmente, duas novas
espécies, C. orthopsilosis e C. metapsilosis, foram propostas para substituir a
denominacédo de C. parapsilosis grupo | e Il, respectivamente, formando o complexo
“psilosis”, com as trés espécies: C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis. A
diferenciacéo foi realizada com base em diversos critérios, incluindo analise de DNA,
eletroforese de isoenzimas, eletroforese de cariétipos, morfotipos, sequéncias de
DNA mitocondrial e habilidade de producédo de biofiimes (TAVANTI et al., 2005;
ASBECK et al., 2007; ASADZADEH et al., 2009; TAVANTI et al., 2010).

A espécie C. glabrata apresenta-se micro morfologicamente como
blastoconidio tanto no ambiente como quando patdgeno e, especialmente, ndo
forma pseudo-hifas. Nas duas ultimas décadas, surge como emergente agente de

infecgbes oportunistas em seres humanos, chegando a ser o segundo ou terceiro
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patégeno em casos de candidemia nos EUA e na Europa, principalmente em
ambientes hospitalares, como consequéncia do uso de drogas imunodepressoras e
com o advento da SIDA (FIDEL et al.,, 1999; PFALLER et al., 2004b). Estudos
demonstram que a incidéncia de C. glabrata tem aumentado como causa de
candidemia em UTIs nos EUA desde 1993, entretanto, em outras partes do mundo,
estudos sugerem que as taxas de infeccdo por C. glabrata ndo aumentaram na
mesma propor¢cdo como observado nos EUA. Além disso, a taxa de mortalidade &
relativamente alta, comparando com a de outras espécies de Candida n&o-albicans,
e é apontada como causa de sepse neonatal e infeccdo em pacientes idosos.
Isolados clinicos de C. glabrata demonstram sensibilidade intrinsecamente reduzida
aos compostos azolicos e, com isso, aumento nas taxas de colonizacéo e infeccao
tem sido observadas em diferentes grupos de pacientes com exposi¢cao prolongada
ao fluconazol (COLOMBO et al., 1999; FIDEL et al., 1999; MALANI et al., 2005;
PANACKAL et al., 2006; COLOMBO et al., 2012).

As infec¢gBes por C. guilliermondii ainda ndo sao frequentes, porém é um
agente de candidiase emergente. A maioria dos casos antigos de infeccédo por C.
guilliermondii estavam associados a onicomicoses, porém, atualmente, ja existem
relatos de candidemia em pacientes com cancer, neutropénicos, transplantados e
internados em UTIs (NUCCI et al., 1998; KRCMERY, BARNES, 2002; GIRMENIA et
al., 2006). Em relacdo a seu tratamento, apesar do nimero limitado de informacgfes
disponiveis na literatura, ha relatos de resisténcia in vitro de amostras clinicas a
anfotericina B e o tratamento pode apresentar problemas, sobretudo para pacientes
imunodeprimidos, pois uma grande porcentagem de linhagens vem diminuindo a
sensibilidade para azéis (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; BARBEDO, SGARBI,
2010).

C. famata, também conhecida como Torulopsis candida, é usualmente
encontrada em alguns alimentos, incluindo laticinios e pode ser isolada da cavidade
oral do homem, onde vive como comensal. Anteriormente, C. famata ndo era
considerada patogénica para os seres humanos, porém, hoje ja existem relatos de
fungemias, endoftalmites e infecgdes no sistema nervoso central (RAO et al., 1991;
PRINSLOO et al., 2003 CARRASCO et al., 2005; RAMOS et al., 2008). Em 1986, St-
Germain e Laverdiere, relataram o primeiro caso de fungemia, associado ao uso de

cateter, causada por C. famata. Em relacdo ao tratamento, essa espécie € menos
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suscetivel aos azdlicos em comparacdo com C. albicans (PFALLER, DIEKEMA,
2004b; BARBEDO, SGARBI, 2010).

Em 1959, C. lusitaniae foi isolada pela primeira vez a partir do trato
gastrointestinal de animais e, em 1979, isolada como patdégeno humano de um
paciente com leucemia mieldide aguda (PAPPAGIANIS et al., 1979). Esta espécie
tem sido reconhecida como um agente patogénico oportunista humano e isolada de
sangue, urina, trato respiratorio e liquor. Apesar da baixa viruléncia, fungemia por C.
lusitaniae tem sido associada a uma elevada taxa de mortalidade devido a sua
resisténcia natural ou adiquirida a anfotericina B, porém o mecanismo genético desta
resisténcia é desconhecido (GUINET et al., 1983; MERZ, 1984; MINARI et al., 2001;
FAVEL et al., 2004).

C. kefyr, também chamada de C. pseudotropicalis, € comumente encontrada
em produtos industrializados, principalmente, laticinios. Extremamente rara como
patdgeno humano, pode causar fungemias, esofagites, meningoencefalites. Ocorre,
principalmente, em pacientes imunodeprimidos, transplantados e com cancer, sendo
isolada em menos de 1% das amostras quando comparada com outras espécies. Ja
foi isolada da cavidade oral, fezes e vagina, mas o grau de colonizacdo €
extremamente baixo em comparacdo a outras espécies (MORGAN et al., 1984;
REUTER et al., 2005; WEICHERT et al., 2012).

C. haemulonii foi isolada pela primeira vez em 1962 do intestino do
trematédeo Haemulon scirus. Atualmente, C. haemulonii € um agente emergente
responsavel por fungemias, com casos ja descritos em neonatos, pacientes
diabéticos e com neoplasias (KHAN et al., 2007; KIM et al.,, 2009). Lehmann e
colaboradores (1993) descreveram dois grupos geneticamente distintos dentro da
espécie (grupo | e Il), com base em perfis isoenzimaticos, reacdes envolvendo DNA
e caracteristicas fisiologicas. A identificacdo de C. haemulonii é complicada devido a
semelhanca fenotipica com C. famata e C. guilliermondii. Seus isolados demonstram
um aumento na resisténcia para fluconazol, itraconazol e anfotericina B (LEHMANN
et al., 1993; KIM et al., 2009; KIM et al., 2011).

C. lipolytica € um micro-organismo ubiquo, geralmente isolado de carnes
refrigeradas, derivados de petréleo, materiais de agricultura, plantas e solo. Nao é
um agente frequente de infec¢cdo oportunista, mas ja foram relatados casos de
infeccdes oculares e fungemias persistentes relacionadas ao uso de cateter venoso

central. Além disso, estudos mostram que C. lipolytica é capaz de produzir biofilme
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e, geralmente, € suscetivel a anfotericina B e aos derivados azolicos (WALSH et al.,
1989; SHIN et al., 2000; D’ANTONIO et al., 2002; BARBEDO, SGARBI, 2010).

C. rugosa possui um papel importante como agente fungico na medicina
veterinaria, pois é frequentemente isolado de casos de mastites em bovinos,
entretanto, ainda é raramente isolado de espécimes humanos. A partir de 1985,
foram relatados casos de fungemia em duas diferentes instituicbes nos EUA
(REINHARDT et al., 1985; SUGAR et al., 1985) e episodios de candidemia ja foram
reportados no Brasil (COLOMBO et al., 1999; COLOMBO et al., 2003b). C. rugosa
coloniza frequentemente pacientes de alto risco internados em UTIs e exibe uma
reducdo da sensibilidade a poliénicos e ao fluconazol (HERNANDEZ et al, 2004,
PFALLER et al, 2006).

2.3 Epidemiologia das Candidemias

Infec¢des na corrente sanguinea causadas por leveduras do género Candida
séo cada vez mais frequentes em UTIs, incluindo UTI neonatal, respondendo por 70
a 80% das fungemias e representando o quarto grupo mais comum de patdégenos
responsavel por infeccdo da corrente sanguinea nosocomial, com uma taxa de
mortalidade de aproximadamente 40 a 80% (FRIDKIN, JARVIS, 1996; TRICK et al.,
2002; BLYTH et al., 2009; STEINBACH, 2010; SHIM et al., 2011).

Varios autores relatam as diferencas nas taxas de incidéncia de candidemia
de acordo com a area geografica, porém a causa desse contraste ainda ndo esta
bem estabelecida. Em geral, os estudos de candidemia no Brasil relatam uma
incidéncia duas vezes maior que em outros paises, numa média de 2,49 casos por
1000 interna¢bes (COLOMBO et al., 2006). Em contraste, casuisticas em outros
paises revelam taxas menores de incidéncia, como por exemplo, nos EUA 0,28-
0,96/1000 (WISPLINGHOFF et al., 2004), Canada 0,45/1000 (MACPHAIL et al.,
2002) e paises da Europa 0.20-0.38/1000 (TORTORANO et al., 2004).

Dados do “National Nosocomial Infections Surveillance” (NNIS) envolvendo
115 hospitais terciarios nos EUA relatam, entre janeiro de 1980 e abril de 1990, que
0 género Candida respondeu por 78,3% dos 30477 episadios de infec¢bes fungicas.
Além disso, observou-se um aumento na incidéncia de duas para 3,8 infec¢cdes/1000
internacdes durante o periodo do estudo (BECK-SAGUE et al., 1993).
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O programa SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic
Importance) publicou um estudo envolvendo 49 hospitais terciarios de varias regides
dos EUA, no periodo de marco de 1995 a setembro de 2002, onde foram
documentados 24179 episddios de infeccbes na corrente sanguinea. O género
Candida foi responsavel por 9,5% das infeccbes e 0 quarto agente mais comum
isolado em hemoculturas, depois de Staphylococcus coagulase-negativo (31%),
Staphylococcus aureus (20%) e Enterococcus spp. (9%). A incidéncia de candidemia
foi de 4,6 casos/10.000 internacdes e a taxa de mortalidade de 39,2%, a maior entre
todos os patégenos (WISPLINGHOFF et al., 2004).

Das espécies de Candida que causam infeccdes sistémicas, C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata normalmente representam entre 80 e 90%
dos isolados encontrados no laboratério clinico, embora este percentual possa variar
dentre determinadas unidades clinicas ao longo do tempo (PFALLER et al., 2001,
ALIYU et al., 2006; FRANCA et al., 2008; HORN et al., 2009; STEINBACH, 2010),
sendo a C. parapsilosis a espécie mais prevalentemente isolada entre as espécies
nao-albicans em neonatos (SANDVEN et al., 2000; TIRODKER et al., 2003; GOEL
et al., 2009).

Pfaller e colaboradores (1998) conduziram um estudo internacional de
vigilancia de candidemia nos EUA, Canadd e América do Sul, entre janeiro e
dezembro de 1997, onde foram relatados 306 episédios de candidemia em 34
centros médicos, 22 nos Estados Unidos, seis no Canada e seis ha América do Sul.
Em geral, 53,3% das infeccdes foram causadas por C. albicans, 15,7% C.
parapsilosis, 15,0% C. glabrata, 7,8% C. tropicalis, 2,0% C. krusei, 0,7% C.
guilliermondii e 5,8% Candida spp. Porém, quando essa distribuicdo de espécies foi
estratificada por pais variou significativamente. Nos EUA, 43,8% das candidemias
causadas por espécies nao-C. albicans, onde C. glabrata foi a mais comum. No
Canada, a proporcao de C. ndo-albicans, 47,5%, foi maior que nos EUA, sendo C.
parapsilosis a mais comum. Ja na América do Sul, C. albicans representou 40,5%
das candidemias, seguido por C. parapsilosis (38,1%) e C. tropicalis (11,9%) e
apenas um isolado de C. glabrata.

Godoy e colaboradores (2003) isolaram 103 leveduras de casos de
candidemia, de cinco hospitais terciarios de quatro paises da América Latina, de

marco de 1999 a marco de 2000, onde C. albicans foi a espécie mais frequente e
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respondendo por 42%, seguida por C. tropicalis (24,2%), C. parapsilosis (21,3%), C.
glabrata (7,7%), C. guilliermondii (2,9%) e C. lusitaniae (1,9%).

A Confederacao Européia de Micologia Médica, durante setembro de 1997 a
dezembro de 1999, notificou um total de 2089 casos de candidemia, de 106
instituicBes de sete paises europeus. Foi reportada uma taxa de incidéncia de 0,20 a
0,38 casos de candidemia por 1000 admissdes, e, além disso, C. albicans foi
identificada em 56% dos casos, C. glabrata em 13,6%, C. parapsilosis 13,3 %, C.
tropicalis 7,2% e outras espécies 9,9% (TORTORANO et al., 2004).

Na Austrdlia, Blyth e colaboradores (2009) analisaram prospectivamente
casos de candidemia em pacientes de UTI neonatal, ao longo de trés anos e
identificaram 33 casos em recém-nascidos, onde C. parapsilosis foi
significativamente a espécie mais comum (42,4%), seguida por C. albicans 39,4%,
C. glabrata 9,1%, C. tropicalis 3%, C. dubliniensis 3% e outras 1%.

No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2009, na Grécia, foram
identificados 40 casos de candidemia em uma UTI neonatal, onde as espécies C.
albicans e C. parapsilosis foram as espécies mais recuperadas das hemoculturas,
69 e 24% respectivamente (SPILIOPOULOU et al., 2012).

No Brasil, estudo multicéntrico prospectivo realizado por Colombo e
colaboradores (2006), entre marco de 2003 a dezembro de 2004, em 11 hospitais de
nove cidades brasileiras, revelou 712 casos de episddios de candidemia. No que diz
respeito a frequéncia, C. albicans (40,9%), C. tropicalis (20,9%), C. parapsilosis
(20,5%) foram as espécies mais frequentes, seguidas por C. pelliculosa (6,2%), C.
glabrata (4,9%), C. guilliermondii (2,4%), C. krusei (1,1%) e outros (3,7%).

Gondim e colaboradores (2009) avaliaram as taxas de sepse por C. albicans
e C. ndo-albicans na UTI neonatal do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia, Minas Gerais, durante janeiro de 2002 a dezembro de 2007. No total,
a taxa de sepse foi 13,6%, sendo que as candidemias responderam por 6% das
mesmas, correspondendo a 19 casos de candidemia com 47,4% por C. albicans,
26,3% por C. krusei, 10,53% por C. parapsilosis, 5,3% por C. tropicalis e 10,5% por
C. glabrata.

Motta e colaboradores (2010), no Hospital das Clinicas em Sao Paulo, de
janeiro a dezembro de 2006, relataram predominancia de C. albicans com 50%, nas

infecgcbes hematogénicas em pacientes com menos de um ano de idade, enquanto
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que C. parapsilosis ficou em segundo lugar com 46,9%, seguida de C. glabrata com
3,1%.

Foram isoladas 212 leveduras do género Candida de diferentes espécimes
clinicos no Hospital das Clinicas da Escola de Medicina de Botucatu, S&o Paulo,
durante janeiro de 1998 a janeiro de 2005. Os autores relataram frequéncia global
de C. albicans (33%), C. parapsilosis (31,8%), C. tropicalis (17,9%), C. glabrata
(11,8%), C. guilliermondii (4,7%), C. lusitaniae (0,9%) e C. pelliculosa (0,5%). C.
parapsilosis foi a espécie mais isolada em amostras de sangue e liquido peritoneal,
C. tropicalis e C. glabrata tiveram alto percentual de isolamento em amostras de
urina apés C. albicans, que demonstrou taxas homogéneas de isolamento nos trés
tipos de espécimes clinicos (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2011).

2.4 ldentificacdo de espécies de Candida spp.

2.4.1 Caracterizacédo bioquimica

O diagnéstico laboratorial das infec¢des fungicas inclui a observacédo direta de
elementos fangicos nas amostras bioldgicas, isolamento em cultura, testes
bioquimicos e, atualmente, uso de técnicas moleculares. Por conta das
peculiaridades apresentadas por diferentes espécies de Candida, como,
epidemiologia, resisténcia a antifingicos, emergéncia de novas espécies causando
infeccdo, justifica-se a identificacdo dessas leveduras em nivel de espécie
principalmente quando relacionadas a doencas sistémicas (GIOLO, SVIDZINSKI,
2010; ZAITZ et al., 2010).

A observacédo direta, ou exame direto, € um método presuntivo rapido e de
baixo custo, mas na maioria dos casos, ndo permite a identificacdo de espécie ou
mesmo do género dos fungos que ndo apresentem estruturas morfoldgicas tipicas.
O isolamento em cultura ainda é essencial para o processo de diagndstico e
identificacdo de espécies de fungos, contudo, no caso de Candida, cultura e
identificacdo da espécie pode demorar de 5 a 21 dias, em alguns casos, para a
obtencdo de um resultado definitivo. Além disso, os procedimentos laboratoriais para
identificagcdo fungica, embora simples, requerem pessoal técnico habilitado (LACAZ
et al., 2002; ZAITZ et al., 2010).
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As espécies do género Candida, geralmente, crescem bem em meios de
composicao relativamente simples como o Sabouraud dextrose, desenvolvendo
colénias com um aspecto caracteristico. Na sua maioria, produzem coldnias glabras,
de coloragdo branca ou bege, Umida e cremosa ou, as vezes, rugosa e seca, com
odor caracteristico. Ao microscopio Optico, observam-se células globosas, ovaladas
ou alongadas, medindo, em média, de 3 por 7um a 3 por 14um, algumas
apresentando brotamentos e pseudo-hifas, além de serem Gram-positivas (LACAZ
et al., 2002; SIDRIM, ROCHA, 2004; RIBEIRO et al., 2004).

A prova de formagédo de tubo germinativo permite fazer uma identificagéo
presuntiva das espécies C. albicans e C. dubliniensis, quando as leveduras sao
incubadas em soro animal ou humano, a 37°C durante cerca de 2 a 3 horas. O tubo
germinativo é definido como uma extenséo filamentosa da célula leveduriforme com
metade da largura e comprimento de trés a quatro vezes o didmetro da célula mae.
E considerado um excelente teste para a identificagéo presuntiva de C. albicans e C.
dubliniensis, uma vez que o indice de positividade para este teste € de 94 a 97%. As
outras espécies de Candida, por exemplo, C. tropicalis, ndo produzem tubo
germinativo, podendo apresentar prolongamentos que sdo pseudo-hifas (SIDRIM,
ROCHA, 2004; KONEMAN et al., 2008).

O microcultivo da levedura em agar fuba-Tween 80 ou agar arroz-Tween 80,
visa diferenciar as estruturas de reproducdo assexuada, formadas durante o
crescimento do fungo in vitro. Quando incubadas em baixa tensdo de oxigénio,
ocorre o0 estimulo para a producdo de pseudo-hifas, blastoconidios e
clamidoconidios. Dessa forma, pelas caracteristicas morfologicas e disposicao das
diferentes estruturas filamentosas, pode-se sugerir 0 género e até mesmo a espécie
da levedura (LACAZ et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004; BARBEDO, SGARBI, 2010).

Os testes bioquimicos para a identificacdo de leveduras baseiam-se na
capacidade de assimilacdo, por via aer6bia ou fermentativa, de diferentes
compostos, principalmente de carboidratos. Dentre as provas bioquimicas utilizadas
para identificacdo de leveduras, tem-se a prova de assimilacdo de fontes de
carboidratos e de nitrogénio, auxonograma. O principio da prova se baseia na
capacidade da levedura de crescer aerobicamente na presenca de determinada
fonte de carboidrato ou nitrogénio como Unica fonte de energia. JA o zimograma,

baseia-se na capacidade das leveduras de fermentar determinados carboidratos
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produzindo gés carbdnico, na auséncia de oxigénio (LARONE et al., 2002;
BARBEDO, SGARBI, 2010).

Surgiram na década de 1990 no mercado, 0s meios cromogénicos com a
finalidade de isolar e identificar algumas espécies de Candida, como uma forma de
triagem. A identificacdo baseia-se na diferengca de coloragdo das coldnias
produzidas por reacdes enzimaticas com substrato cromogénico indicador do meio,
apos incubacao a 35-37°C por 24 a 72 horas. Com esse meio, € possivel identificar
presuntivamente C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, que geram, respectivamente,
colénias de coloragéo verde, azul e rosa pélido, como por exemplo, o CHROMagar
Candida® (CHROMagar Company). Além disso, o meio facilita a deteccdo de
culturas mistas com mais de uma espécie de Candida. Alguns autores sugerem que
isolados da espécie C. dubliniensis apresentam coloracdo verde escura em
contrapartida com a espécie C. albicans que apresentariam uma coloracdo verde
clara (LACAZ et al., 2002; SIDRIM, ROCHA, 2004; VALLE et al., 2010).

Atualmente, a maior parte dos laboratérios de diagnostico microbiolégico
usam sistemas manuais e/ou automatizados vendidos comercialmente, que
executam os testes de identificacdo bioquimica de leveduras. Os sistemas manuais
e automatizados existentes no mercado para identificacdo de leveduras baseiam-se,
essencialmente, em provas de assimilacdo de carboidratos, porém, recomenda-se a
realizacdo de provas adicionais, como analise macro e micromorfolégica. Contudo, o
uso destas ferramentas na maioria dos laboratorios clinicos ainda é limitado por
conta do seu custo (SIDRIM, ROCHA, 2004; MALUCHE et al., 2008; ZAITZ et al.,
2010).

Esses sistemas consistem em galerias plasticas contendo microcupulas com
carboidratos desidratados, onde se inocula a suspensdo da levedura que sao
incubadas em temperatura e tempo adequados. A leitura é feita por turvacdo do
meio, reacdo colorimétrica ou mudanca do indicador de pH e os resultados séo
comparados com um banco de dados fornecido pelo fabricante. Os métodos
automatizados consistem em sistemas controlados por computador que incubam
painéis contendo os substratos desidratados, da mesma forma que 0os manuais, 0s
guais sao reidratados com a suspensdo das leveduras e o0s resultados séo
automaticamente interpretados. Os sistemas manuais mais conhecidos sé&o
AUXACOLOR® (Sanofi Diagnotics-Pausteur), APl 20C AUX® (BioMérieux), ID 32C®
(BioMérieux), Fungichrom® (International Microbio) e Candifast® (International
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Microbio). Ja os sistemas automatizados de identificacdo mais correntemente
usados nos laboratorios de diagndstico microbiolégico hospitalar sdo o VITEK®
(BioMérieux) e o WalkAway® (Baxter Diagnostic, Inc., WestSacramento, California)
(MALUCHE et al., 2008; ZAITZ et al., 2010).

2.4.2 Caracterizacdo molecular

Os métodos de identificacdo de leveduras baseados em caracterizagcéo
fenotipica e bioquimica apresentam algumas deficiéncias, ja que alguns grupos de
leveduras apresentam poucas variagdes morfolégicas. Além disso, consomem
tempo desde o isolamento até o diagndstico definitivo, principalmente, no caso de
espécies pouco frequentes. Com isso, devido as limitacdes dos métodos classicos
para a identificacdo desses novos agentes de infec¢des fungicas sistémicas e a alta
taxa de mortalidade associada a essas infeccbes, torna-se essencial o
desenvolvimento de métodos especificos, sensiveis, rapidos e seguros (RIBEIRO et
al., 2004; COLOMBO, GUIMARAES, 2003; VALLE et al., 2010).

Atualmente, novas opc¢oes de identificacdo de leveduras, como a utilizagéo de
métodos moleculares, tém sido descritas para superar as limitacdes dos métodos de
identificacdo tradicionais, que utilizam longos periodos de identificacdo, inaceitaveis
para a iniciacado da terapéutica utilizada nas infec¢des invasivas. Com o avanco de
estudos de taxonomia com métodos moleculares houve a descoberta de novas
espécies causando infeccao (OLIVEIRA et al., 2008; ROCHA et al., 2008).

Estudos taxonémicos utilizando marcadores moleculares possibilitaram um
aprimoramento nas técnicas de diagnéstico, além de fornecer dados precisos a
respeito das caracteristicas genotipicas e da variabilidade genética existente entre
as espécies e dentro de uma mesma espécie de Candida. Os avancos na area da
biologia molecular, ao longo das ultimas duas décadas, levaram ao desenvolvimento
de técnicas moleculares para genotipagem de isolados clinicos de leveduras
patogénicas (BINELLI et al., 2006; MAROL, YUCESOL, 2007).

A tecnologia da Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi concebida por
Kary Banks Mullis, em meados da década de 1980, e muitos métodos tradicionais de
clonagem, sequenciamento e analise de polimorfismo de DNA foram acelerados ou
substituidos pelo uso de inimeras derivacdes da técnica de PCR. A facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR a torna particularmente importante
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para estudos genético-moleculares envolvendo grande numero de individuos de
qualquer organismo vivo e um dos aspectos mais fundamentais da revolucéo
causada pela PCR é a possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de
segmentos especificos do genoma (MULLIS, FALOONA, 1987; ANTONINI et al.,
2004; MOUSAVI et al., 2007; SHOKOHI et al., 2010).

A utilizacdo dessas técnicas tem sido considerada uma poderosa ferramenta
para identificacdo taxondmica, investigacdo de surtos de infeccdo hospitalar e
também tem contribuido para os estudos epidemioldgicos. Ja existem estudos com
Candida utilizando métodos de biologia molecular como, por exemplo, Eletroforese
em Gel de Campo Pulsado (PFGE), DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso (RAPD),
Reacdo em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP), Real-Time PCR e outros (MIHRENDI et al.,
2006; MALUCHE et al., 2008; FAHAMI et al., 2010).

A partir de 1990, foram utilizados iniciadores mais curtos e de sequéncia
arbitraria para dirigir a reacdo de amplificacdo, eliminando a necessidade do
conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada. Esta técnica foi desenvolvida,
independentemente, por dois grupos de pesquisadores. Williams e colaboradores
(1990) patentearam a tecnologia com o nome RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e o grupo de pesquisa comandado por Welsh & Mcclelland
(1990) propbs outra denominacdo para a técnica, chamando-a de AP-PCR
(Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction), afirmando que os iniciadores
possuem sequéncia arbitraria, porém a amplificacdo tecnicamente nao ocorre ao
acaso e, sim, em lugares especificos no genoma. Atualmente, técnicas como RAPD
e AP-PCR, que utilizam o principio da PCR, tém sido usadas na identificacdo de
leveduras do género Candida e em estudos epidemiol6gicos (BAUTISTA-MUNOZ et
al., 2003; PINTO et al., 2004; MAROL, YUCESOY, 2007).

Basicamente na reacdo de RAPD e AP-PCR, um iniciador se liga ao DNA
gendmico em dois sitios diferentes em fitas opostas do DNA e, se 0s sitios estiverem
localizados a uma distancia amplificavel, observa-se um pequeno produto de DNA.
Além disso, estes iniciadores detectam polimorfismos que funcionam como
marcadores, podendo ser usados para construir mapas genéticos. A técnica de
RAPD e AP-PCR é uma variacdo do protocolo da técnica de PCR, com algumas
caracteristicas distintas, como a utilizacdo de um unico iniciador, contendo de 9 a 10

bases, onde sua sequéncia é construida aleatoriamente, o que resulta na
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amplificagdo de uma sequéncia alvo desconhecida, por isso chamado de iniciador
arbitrario. Entretanto, recentemente, podemos encontrar trabalhos na literatura que
utilizam iniciadores maiores, com até 20 bases e, ainda assim, a maioria das
publicacdes recentes continua a indicar o método geral tal como AP-PCR ou RAPD
independentemente  do comprimento do iniciador wusado (SOLL, 2000;
CASTIGLIONI, BICUDO, 2003; ANTONINI et al., 2004).

Algumas das vantagens dessa técnica residem, principalmente, na
possibilidade de utilizagcdo de pequenas quantidades de DNA; na ndo necessidade
do uso de sondas marcadas radioativamente; na simplicidade de execucgdo da
técnica; na facilidade de aplicacdo em estudos epidemioldgicos, além de ndo haver
necessidade de se conhecer previamente o DNA a ser analisado. Contudo, nesta
metodologia alguns fatores podem influenciar o sucesso da reacdo e a sua
reprodutibilidade como, por exemplo, a temperatura de pareamento dos iniciadores,
a duracao entre os intervalos de transicdo de desnaturacdo, pareamento e extensao
das cadeias de DNA, a concentracao e a qualidade do DNA, a concentracao de ions
magnésio, a sequéncia e a concentragdo do iniciador e o numero de ciclos térmicos
que serd utilizado na reacdo da PCR (WILLIANS et al., 1990; WELSH et al., 1990;
SANSINFORIANO et al., 2001).

Os marcadores de RAPD podem ser usados para avaliacdo de polimorfismos
intra e interespécies, realizar analises populacionais e epidemioldgicas, podendo ser
aplicados em uma variedade de organismos. Esse estudo pode ser feito com
isolados pertencentes a uma colecédo de culturas ou isolados obtidos de diferentes
pacientes ou fontes inanimadas, sugerindo que tal método pode ser util para analisar
surtos hospitalares bem como a ocorréncia de infec¢des cruzadas (WILLIAMS et al.,
1990; LEHMANN et al., 1992; RESENDE et al., 2004; PINTO et al., 2004; VALERIO
et al., 2006).

Atualmente, a literatura mostra que os métodos de tipagem molecular com
DNA sdo métodos que mostram melhores resolucdes para discriminacéo de isolados
de Candida e tém sido utilizados com grande frequéncia para investigacdes
epidemiologicas no desenvolvimento de medidas de controle dessas infecgbes
(SOLL et al., 2000; BARTIE et al., 2001; MIHRENDI et al., 2006; SANTOS et al.,
2010). Varias pesquisas de genotipagem comprovam que espécies de Candida
isoladas do local de infeccdo sdo as mesmas do local de colonizagédo, assim,

métodos de genotipagem mostram a similaridade entre cepas colonizantes e
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infectantes, comprovando a provavel origem endoégena da maioria das infeccdes por
tais patégenos (MAROL, YUCESOL, 2007; ASMUNDSDOTTIR et al., 2008).

A técnica de PCR associada ao Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de
Restricdo (PCR-RFLP) € um método rapido e simples de executar, além de fornecer
resultados reprodutiveis, sendo facilmente adaptavel & maioria dos laboratérios de
diagnoéstico. Diferentes regifes-alvo tém sido estudadas para a amplificacdo do
genoma de espécies do género Candida por PCR-RFLP, sendo o melhor exemplo,
as regibes do espaco intergénico (ITS) do rDNA que sdo apropriadas para
discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma espécie
(ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; DENDIS et al., 2003; TROST et al., 2004).

As regides ITS estdo localizadas entre os genes 18S, 5.8S e 28S do rDNA e
podem ser amplificadas por iniciadores especificos, sendo divididas em ITS1,
localizada entre os genes 18S e 0 5.8S, e ITS2, que separa os genes 5.8S e 28S
(Figura 02). O fato das regides ITS serem flanqueadas por segmentos conservados,
serem relativamente curtas, 500 a 800 pb, e aparecerem em grande numero de
cOpias no genoma permite que sejam amplificadas e sequenciadas com facilidade.
As sequéncias de DNA dos genes ribossomais sdo altamente conservadas dentro
das espécies e as regifes dos espacadores ITS podem variar intraespecificamente
na sequéncia de bases e no comprimento, sendo frequentemente usadas para
taxonomia de espécies e géneros de fungos (FUNGARO et al., 2000; SIMONA et al.,
2009; SHOKOHI et al., 2010).

Figura 02: Esquema representativo das regides do
espaco intergénico (ITS) do rDNA.

] ITS 1 ITS 2 ———
18S rDNA 5.85 285 rDNA
— -+
Oligonucleotideo Oligonucleotideo
Iniciador | {  Iniciador
s 1 ITS 4

Regifo do ITS

Fonte: LUPATINI et al, 2008, modificado.
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A técnica de PCR-RFLP baseia-se na diferenciagdo entre 0s micro-
organismos pela comparacdo dos padrdes de restricdo obtidos por digestdo com
endonucleases de restricdo de DNA de um produto especifico amplificado pela PCR.
No caso de fungos, o alvo mais estudado é a regido ITS. O grau de similaridade dos
padrbes gerados permite estabelecer correlacdes entre as espécies, como por
exemplo, a identificacdo de espécies, géneros, sorotipos, entre outros. Este método
tem sido usado com sucesso para diferenciar os géneros e algumas espécies de
Candida, Cryptococcus, Saccharomyces, Histoplasma, Aspergillus (GUILLAMON,
1998; ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; SANTOS et al., 2010).

Por conta do aumento da prevaléncia de candidemia em ambientes
hospitalares, justifica-se que sejam desenvolvidos e utilizados procedimentos
técnicos mais rapidos e precisos para a identificagcdo taxonémica das amostras
fungicas, para que o tratamento dos pacientes infectados seja iniciado na maior

brevidade possivel.
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3.0 Objetivos
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Objetivo geral

Identificar e caracterizar molecularmente leveduras do género Candida
isoladas de casos de infeccdo em Unidade de Tratamento Intensivo neonatal de
uma maternidade referéncia de Salvador.

Objetivos especificos

1. Caracterizar bioquimicamente isolados clinicos de Candida.

2. Caracterizar molecularmente isolados clinicos de Candida
2.1.Extrair DNA gendmico;
2.2.ldentificar as espécies através da técnica de PCR-RFLP;
2.3.Identificar as espécies através da técnica de AP-PCR;

2.4.Identificar variacao intraespécie atraves da técnica de AP-PCR.
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4.0 Material e métodos
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4.1 Micro-organismos

4.1.1 Isolados clinicos

Foram utilizadas 73 leveduras do género Candida mantidas na colecao de
cultura do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Clinica (LPMC) isoladas de
pacientes de Unidade de Terapia Intensiva neonatal de uma maternidade referéncia

de Salvador, Bahia.

4.1.2 Cepas padréo
Foram utilizadas cepas padrao de referéncia da “American Type Culture
Collection” (ATCC): C. albicans 90028, C. dubliniensis MYA-646, C. tropicalis 28707,
C. krusei 6258, C. parapsilosis 22019, C. glabrata 2001, C. guilliermondii 6260, C.
lusitaniae 34449, C. famata 62894.
As cepas foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Micro-organismos
de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da

Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), através do Dr. Ivano de Filippis.

4.1.3 Estoque e manutencao

Todas as leveduras utilizadas no estudo pertencem a colecdo de cultura do
LPMC da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia e s&o mantidas
a temperatura de -20°C, em Caldo Sabouraud Dextrose acrescido de 20% de
glicerol e, em geladeira, por repiques periddicos sucessivos em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD — ACUMEDIA).

No momento do uso, as leveduras foram sub cultivadas em placas de ASD e
incubadas a 35°C por 24 a 48 horas, para confirmacido da viabilidade e, apdés o
periodo de incubacao, foi realizada a coloragdo de Gram para confirmacdo da

pureza.

4.2 Caracterizacéao fenotipica

4.2.1 ldentificacdo bioquimica

A confirmacédo do género Candida e identificagdo de espécies foram realizadas
através da identificacdo micolégica classica de leveduras, segundo Lacaz e
colaboradores (2002).
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4.2.1.1 Producgao de tubo germinativo (REYNOLS, BRAUDE, 1956)

Para a producdo do tubo germinativo, uma suspenséao leve da levedura em
soro humano foi incubada a 35°C por até 3 horas. Apds incubacdo, uma gota da
suspensao foi transferida para uma lamina de microscopia coberta com laminula e
observada ao microscopio, em objetiva de 40x. O tubo germinativo se caracteriza
por um filamento fino e cilindrico originado do blastoconidio da levedura, no qual ndo
se observa nenhuma zona de constricdo na base ou ao longo de sua extensao. A
presenca do tubo germinativo caracteriza as espécies C. albicans e C. dubliniensis
e, a auséncia, as demais espécies do género Candida. Para controle da técnica
foram utilizadas as cepas padrdo ATCC C. albicans 90028 e C. dubliniensis MYA-

646, como controles positivos e a C. parapsilosis 20018 como controle negativo.

4.2.1.2 Micromorfologia em agar arroz (SIDRIM, ROCHA, 2004)

Para a técnica do microcultivo, agar arroz com Tween-80 [creme de arroz
10,0 g; agar 10,0 g; Tween 80 (1%); &gua destilada ¢.s.p.1000 mL], previamente
esterilizado, foi fundido e distribuido, assepticamente, sobre uma Ilamina
microscopica estéril acondicionada dentro de uma placa de Petri estéril. Apdés a
solidificagéo, a levedura foi semeada em estrias sobre o meio, a semeadura coberta
com uma laminula e o sistema incubado em camara Umida a temperatura ambiente
por 48 horas. Apds o periodo de incubacédo, o conjunto foi colocado ao microscopio
e a micromorfologia da levedura observada em objetiva de 40x. A capacidade de
filamentar, formando pseudo-hifas, blastoconidios e clamidoconidios, sugere a
espécie de levedura. Para controle da técnica, todas as cepas padrdo ATCC foram

utilizadas.

4.2.1.3 Crescimento a temperatura de 42°C (SIDRIM, ROCHA, 2004)

A prova do crescimento a 42°C foi utilizada para diferenciar as espécies C.
albicans e C. dubliniensis, visto que a primeira possui capacidade de crescer a 42°C
e a segunda ndo possui. Para a prova, uma unidade formadora de col6énia (UFC) foi

semeada em tubo de ensaio contendo meio ASD inclinado e incubada a 42°C por 48
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horas. Para controle da técnica, foram utilizadas cepas padrdo ATCC C. albicans
90028 e C. dubliniensis MYA-646.

4.2.1.4 Assimilagdo de Carbono e Nitrogénio (Auxonograma) (LARONE, 2002)

Para a prova de assimilagdo de carboidratos, foi utilizada a técnica de “pour-
plate”, onde em uma placa de Petri estéril foram homogeneizados 20,0 mL do meio
“Yeast Nitrogen Base” (YNB) [sulfato de amdnio 5,0 g; fosfato mono potassio 1,0 g;
sulfato de magnésio.7H,O 0,5 g; agar 20,0 g; agua destilada 1000 mL], fundido e
resfriado a 45°C, e 1,5 mL de uma suspensdo aquosa de levedura ajustada a escala
5,0 McFarland (15 x 10° células/mL). Apés a solidificacdo do meio, pequenas
quantidades de cristais dos carboidratos (dextrose, sacarose, lactose, galactose,
rafinose, inositol, xilose, celobiose, trealose, maltose e dulcitol) foram adicionadas
em posig¢des previamente marcadas na superficie do “pour-plate”. As placas foram
incubadas a 35°C por 48 horas e a assimilacdo do carboidrato foi observada através
do aparecimento de halo de crescimento leveduriforme na area correspondente a
cada fonte de carbono. A dextrose foi utilizada como controle de viabilidade da
levedura, visto que todas as leveduras assimilam esse carboidrato. Para assimilacao
de fontes de nitrogénio, a mesma técnica foi utilizada, porém o meio base utilizado
foi “Yeast Carbon Base” (YCB) [dextrose 20,0 g; fosfato mono potassio 1,0 g; sulfato
de Magnésio.7H,O 0,5 g; a4gar 20,0 g; agua destilada 1000 mL] e as fontes de
Nitrogénio foram a peptona e o nitrato de potassio. Para controle da técnica, todas

as cepas padrao ATCC foram utilizadas.
4.2.1.5 Fermentacao de carboidratos (Zimograma) (LARONE, 2002)

Para a prova de fermentacéo de carboidratos, 1,0 mL da suspensao aquosa da
levedura, ajustada & escala 5,0 de McFarland (15 x 10° células/mL), foi adicionada a
um tubo contendo 3,0 mL de caldo base [azul de bromotimol 0,04 g; extrato de
levedura 4,5 g; peptona 0,5 g; etanol a 95% 1,8 mL em agua destilada 1000 mL; pH
7,0] contendo um tubo de Durham invertido. Posteriormente, foi adicionado, a cada
tubo correspondente, 1 mL de solucao de carboidrato (dextrose, sacarose, maltose,
galactose, lactose, trealose e rafinose) a 10%, esterilizada por filtracdo. Os tubos
foram incubados a 28°C por até 14 dias. A prova positiva foi atribuida a producao de
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gas, detectada pela presenca de bolhas de ar no interior do tubo de Durham. A
dextrose foi utilizada como controle positivo, j& que leveduras do género Candida
fermentam esse carboidrato. Um tubo contendo apenas a suspensao da levedura e
o caldo base sem carboidrato foi utilizado como controle negativo. Para controle da
técnica todas as cepas padrdo ATCC foram utilizadas.

4.2.1.6 Determinacdo da enzima urease (COX et al., 2000)

Para a pesquisa da enzima urease, uma UFC foi inoculada na superficie do
agar urease de Christensen [peptona 1,0 g; dextrose 1,0 g; cloreto de sédio 5,0 g;
fosfato mono potassio 2,0 g; vermelho de fenol 0,012 g; agar 20,0 g em 900 mL de
agua destilada; solucdo de uréia a 20% 100 mL; pH 6,8] e incubada a 35°C por 48
horas. O aparecimento da coloracdo rosa “pink” no meio indica reacdo positiva
devido a degradacédo da uréia a amonia, alteracdo de pH para alcalino e inversdo do
indicador de pH. Para controle negativo e positivo do experimento, foram utilizadas

as cepas padrdo ATCC C.albicans 10231 e C. krusei ATCC 6258, respectivamente.

4.2.1.7 Semeadura em meio cromogénico

Para a identificagdo presuntiva em meio cromogénico, uma suspenséo leve da
levedura foi semeada em placas contendo o meio cromogénico Chromagar Candida
(PROBAC). As placas foram incubadas a 35°C por 48 a 72 horas e, ap6s incubacéo,
observou-se a coloracao adquirida pelas colbénias. De acordo com o fabricante, as
coloénias da espécie Candida albicans e Candida dubliniensis adquirem coloracéo
esverdeada, Candida krusei cor résea, Candida tropicalis azul e as demais espécies,
coloracdo creme. Para controle da técnica foram utilizadas cepas padrdo ATCC C.
albicans 90028, C. dubliniensis MYA-646, C. tropicalis 28707 e C. krusei 6258.

4.3 Caracterizagcéo genotipica

4.3.1 Extracdo do DNA gendémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada segundo a técnica descrita por
Bolano e colaboradores (2001), modificada. De uma cultura de 48 horas de
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crescimento a 35°C, 4 a 5 algadas da levedura foram transferidas para 2 mL de
tampdao uréia [uréia 8 M; NaCl 0,5 M; Tris 20 mM; EDTA 20 mM; SDS 2%; pH 8,0],
os quais foram incubados por 4 horas, sob agitacdo de 60 rpm a temperatura
ambiente. Ap6s o periodo de incubagdo, as células foram recuperadas por
centrifugagdo a 4.000 x g por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 400 L de tampao de lise [SDS 0,5%; sarkosil 0,5% em
TE (EDTA 1 mM; Tris-HCI 1 mM; pH 8,0), pH 8,0]. Foram adicionados 400 uL de
fenol:cloroférmio:élcool isopropilico (25:24:1, pH 8,0) (SIGMA) e 400 pL de pérolas
de vidro de 212-300 uM de diametro (SIGMA). As células foram submetidas a lise
mecanica por 3 ciclos de agitacdo a 420 rpm por 3 minutos, com descanso por 3
minutos a 4°C, a cada ciclo. Apés centrifugacdo por 15 minutos a 17.000 x g, a fase
aguosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL e, entdo, foi adicionado
isopropanol gelado, no mesmo volume da fase recuperada, para precipitacdo do
DNA a temperatura - 20°C “over night”. As amostras foram centrifugadas a 5180 x g
por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento lavado com alcool 70%
gelado. Apds nova centrifugacdo a 5180 x g por 10 minutos, o sedimento foi seco
por 15 minutos e ressuspenso em 100 pL de TE [EDTA 1 mM; Tris-HCI 1 mM; pH
8,0]. As solucdes de DNA gendmico foram conservadas a -20°C até o momento do

uso.

4.3.2 Quantificacdo do DNA gendmico

A estimativa da concentracdo do DNA genémico em 1,0 pL de solucéo foi
realizada por comparacdo da intensidade de fluorescéncia das bandas geradas de
100 ng do marcador de peso molecular do DNA do fago A (lambda) digerido pela
enzima de restricdo Hindlll (INVITROGEN), ap6s corrida em gel de agarose a 0,8%,
e utilizacdo dos célculos da Tabela 01. Apo6s corrida eletroforética, a 80 V por 60
minutos, o gel foi corado com brometo de Etidio, analisado sob luz Ultra Violeta (UV)
e fotografado com auxilio de um fotodocumentador (Sistema de Fotodocumentacao
L-Pix Touch).
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Tabela 01. Estimativa de massa dos fragmentos de DNA do
fago A digerido pela enzima Hindlll.

Fragmento Tamanho (pb) Massa estimada (ng)
1 23130 47,7
2 9416 19,4
3 6557 13,5
4 4361 9,0
5 2322 4,8
6 2027 4,2
7 564 1,2
8 125 0,3
Total 48502 100

(pb) pares de base; (ng) hanogramas; (A) lambda.

4.3.3 Reagéo em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP)

A técnica de PCR-RFLP foi realizada de acordo com Williams e colaboradores
(1995), modificada, para amplificacdo da regidao do espaco intergénico (ITS) do
rDNA (ITS1-5.8S-ITS2), incluindo o gene 5.8S, com os iniciadores ITS1
(5 TCCGTAGGTGAACCTGCGGS") e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATAGCS"). Para
o volume final de reacéo de 50 pL, foram adicionados 50 ng do DNA genémico, 0.08
nM de cada iniciador, 3.0 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 1X Green buffer e
1.25 U da Taq DNA polimerase (GoTag® - Promega). Como controle negativo, foi
utilizada agua Mili-Q no lugar do DNA.

A reacdo foi realizada em termociclador (BIO RAD) utilizando as seguintes
condi¢cBes: 2 minutos de desnaturacdo inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos de 1
minuto de desnaturacdo a 95°C, 1 minuto de pareamento a 55°C, 2 minutos de
extensdo a 72°C, com extensédo final de 10 minutos a 72°C. Apés amplificacdo, o
produto foi analisado em gel de agarose a 1,0% em uma corrida eletroforética a 100
V por 2 horas, observados sob a luz UV apds coloragdo com brometo de Etidio e
fotografado com auxilio de um fotodocumentador (Sistema de Fotodocumentacao L-
Pix Touch).
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Apés confirmacdo de amplificagdo, o produto da PCR foi digerido,
separadamente, com as enzimas Ddel, Haelll, Bfal e Mspl (New England, BioLabs)
a 37°C “over night”. Em seguida, o perfil eletroforético foi analisado em gel de
agarose a 2,5%, cuja corrida foi feita a 100 V por 2 horas. Os fragmentos da
restricdo foram observados sob a luz UV, apos coloracdo do gel com brometo de
Etidio e fotografado com auxilio de um fotodocumentador (Sistema de
Fotodocumentacao L-Pix Touch).

Os perfis de restricdo gerados pelos isolados foram comparados aqueles
obtidos pelas cepas de referéncia de Candida ATCC e confirmados pelos mapas de

restricdo construidos no item 4.3.4.

4.3.4 Construcdo do mapa de restricao

Os sitios de restricdo das enzimas Ddel, Haelll, Bfal e Mspl (Figura 03) foram
localizados nas sequéncias de nucleotideos das cepas ATCC obtidas através do
acesso ao GenBank (Tabela 02), e os fragmentos gerados, apds esse estudo,
geraram mapas de restricdo de cada cepa.

Tabela 02. Tamanho esperado dos produtos de PCR da
regido ITS de Candida com base em sequéncia de
nucleotideos obtidos no GenBank.

NUmero acesso

Espécie Produto (pb) GenBank
C. albicans 532 EU266566.1
C. dubliniensis 544 HQA457427.1
C. tropicalis 526 AY939810.1
C. krusei 517 FJ697171.1
C. parapsilosis 520 AY939798.1
C. glabrata 885 GU199447.1
C. guilliermondii 607 AY939792.1
C. lusitaniae 383 EU149777.1
C. famata 639 EU569041.1

(pb) pares de base.
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Figura 03. Sitio de restricdo das enzimas Ddel, Haelll, Bfal e Mspl.

v v v y

5...CTNAG...3 5..GGCC...3 5...CTAG....3 5...CCGG...3

3'...GANT,C....5’ 3...CCGG....5 3...GATC..5 3...GGCC...5
¥ ¥ y }

Ddel Haelll Bfal Mspl

Fonte: A autora. (N): Aou T ou G ou C.

4.3.5 Reacao em Cadeia da Polimerase utilizando primer arbitrario (AP-PCR)

A reacdo de AP-PCR foi feita de acordo com a técnica descrita por Cirak e
colaboradores (2003), com o iniciador AP-4 (5’AAATGAAGGGGGTGTCGTT3').
Para um volume final de reacdo de 50 pL, foram adicionados: 50 ng do DNA
gendmico, 0.12 nM do iniciador, 3,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1X Green
buffer e 1,25 U da Taq DNA polimerase (GoTaq® - Promega). Como controle
negativo foi utilizada dgua Mili-Q no lugar do DNA.

A reacgdo foi procedida em termociclador (BIO RAD) com 5 minutos de
desnaturacao inicial a 95°C, seguido de 15 ciclos de 30 segundos de desnaturacao a
94°C, 50 segundos de pareamento a 30°C, 1 minuto de extensao a 72°C, seguido de
30 ciclos de 20 segundos de desnaturacao a 94°C, 45 segundos de pareamento a
55°C, 1 minuto de extensédo a 72°C com extensao final de 5 minutos a 72°C. O
produto da reacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2,0% cuja
corrida foi feita a 100 V por 2 horas. Apds coloracdo com brometo de Etidio, o gel foi
observado sob a luz UV e fotografado com auxilio de um fotodocumentador (Sistema
de Fotodocumentacdo L-Pix Touch) e as imagens capturadas pelo programa

Software L-Pix Image.
4.3.5.1 Analise dos padrdes eletroforéticos
A andlise dos resultados gerados pelo método de AP-PCR foi feita utilizando

o programa Gel Compar Il versao 2.5 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) através de

analises de agrupamento, de acordo com a similaridade dos padrdes de bandas
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obtidos. O coeficiente de Dice, que se baseia na presencga e auséncia de bandas, foi
utilizado para calcular a similaridade entre os perfis encontrados com uma tolerancia
de 2% e o método “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” (UPGMA)
para gerar dendogramas.
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5.0 Resultados
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Todos os isolados do estudo foram identificados como pertencentes ao
género Candida e a frequéncia das espécies segundo identificagdo bioquimica foi de
38% (28/73) de C. parapsilosis, 33% (24/73) de C. albicans, 27,5% (20/73) de C.
tropicalis e 1,5% (01/73) de C. guilliermondii (Figura 04).

Figura 04. Frequéncia de isolados clinicos de Candida spp. de

UTI neonatal.

1,5%
1/73

M C. parapsilosis
M C. albicans
W C. tropicalis

M C. guilliermondii

Fonte: A autora.

A técnica de extracdo de DNA descrita por Bolano e colaboradores (2001),
modificada, possibilitou a obtencdo do DNA gendmico dos 73 isolados de Candida e
das nove cepas padrdao ATCC com excelente integridade, tamanho condizente com
0 esperado para DNA gendmico e alto rendimento (Figura 05). A concentracao de

DNA foi estimada entre 13,5 e acima de 47,7 ng/uL.

Figura 05. Integridade do DNA genémico de isolados clinicos de
Candida de uma UTI neonatal, em gel de agarose a 0,8%.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: A autora. (PM) Padrao de peso molecular Lambda DNA/Hindlll (Invitrogen);
(01-04) C. albicans; (05-08) C. tropicalis; (09-11) C. parapsilosis; (12) C.
guilliermondii.
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A regido ITS foi amplificada com sucesso para todas as leveduras incluidas
no estudo. Produtos de tamanhos distintos foram observados quando amplificados
de DNA das cepas de referéncia ATCC (Figura 06), onde as espécies C. albicans, C.
dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis apresentaram produtos acima
de 500 pb, ndo excedendo 550 pb, enquanto as espécies C. lusitaniae, C.
guilliermondii, C. famata e C. glabrata apresentaram produtos de aproximadamente
400, 600, 650 e 850 pb, respectivamente. Ja na analise dos produtos amplificados
da regido ITS dos isolados clinicos foram verificados somente tamanhos entre 500 e
550 pb (Figura Q7).

Figura 06. Produtos de amplificacéo da regido ITS das cepas ATCC

de Candida, em gel de agarose a 1%.
PM Cn Ca Cd Ct Ck Cp Cgl Cgu CI Cf

850

650

500
400

300

200

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1 Kb (Invitrogen); (Cn) controle
negativo; (Ca) C. albicans 90028; (Cd) C.dubliniensis MYA-646; (Ct) C. tropicalis
28707; (Ck) C. krusei 6258; (Cp) C. parapsilosis 22019; (Cgl) C. glabrata 2001; (Cgu)
C. guilliermondii 6260; (CI) C. lusitaniae 34449; (Cf) C. famata 62894.

Figura 07. Produtos da amplificacdo daregiao ITS de isolados

de Candida de UTI neonatal, em gel de agarose a 1%.
PM 12 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

500 bp

Fonte: A autora. (PM) Padréao de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (01-04) C. albicans;
(05-08) C. tropicalis; (09-12) C. parapsilosis; (13) C. guilliermondii; (14) Controle
negativo.
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Com o estudo tedrico das restrices no produto amplificado da regido ITS, foi
possivel gerar mapas para conferir os tamanhos analisados nos géis. O primeiro
mapa construido para a restricdo com a enzima Ddel (Figura 08) mostra que as
sequéncias da regido ITS das cepas C. lusitaniae, C. krusei e C. parapsilosis nédo
apresentam sitio de restricdo; que as sequéncias das espécies C. tropicalis, C.
albicans, C. guilliermondii e C. famata apresentam apenas um sitio de restricdo a
116, 118, 213 e 215 pb, respectivamente, produzindo um perfil com dois fragmentos;
engquanto, as sequéncias das espécies C. dubliniensis e C. glabrata possuem dois
sitios a 23 e 122 e 44 e 96 pb, respectivamente, produzindo um perfil de 3

fragmentos.

Figura 08. Mapa de restricdo daregido ITS de cepas ATCC
de Candida spp., pela enzima Ddel.

0

. . 383
C. luistaniae (383 bp)

517

C. krusei (517 pb)

C. parapsilosis (520 pb) 520

C. tropicalis (526 pb) 116 410

114 418

C. albicans (532 pb)

3

422
C. dubliniensis (544 pb) L

213 394
C. guilliermondii (607 pb)

21 424
C. famata (639 pb) S

44 52 789
o

C. glabrata (885 pb)

Fonte: A autora.

A andlise da enzima Ddel, ao restringir os produtos gerados pela amplificacao
das cepas padrao ATCC de Candida, confirma distintos perfis de RFLP (Figura 09),
perfis de apenas um fragmento (aproximadamente 400 pb para C. lusitaniae; acima
de 500 pb para C. krusei e C. parapsilosis e abaixo de 800 pb para C. glabrata);
perfis de dois fragmentos (um acima de 100 pb e outro acima de 400 pb para as
espécies C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis e um acima de 200 pb e outro de

aproximadamente 400 pb para C. guilliermondii e C. famata).
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J& para a restricdo dos produtos amplificados dos isolados clinicos, os perfis
produzidos pela enzima Ddel podem ser observados na Figura 10. Para as espécies
C. albicans e C. tropicalis a restricdo produziu um perfil de dois fragmentos (um
acima de 100 e outro acima de 400 pb) e para C. parapsilosis e C. guilliermondii a
enzima nao foi possivel gerar fragmentos, podendo entdo ser observado apenas um

fragmento acima de 500 pb.

Figura 09. Perfis de RFLP daregiao ITS de cepas padrao ATCC de Candida
obtidos por restricdo com enzima Ddel, em gel de agarose a 2,5%.

PM Ca Cd Ct Ck Cp Cgl Cgu ClI Cf

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1 Kb (Invitrogen); (Ca) C. albicans
90028; (Cd) C.dubliniensis MYA-646; (Ct) C. tropicalis 28707; (Ck) C. krusei 6258;
(Cp) C. parapsilosis 22019; (Cgl) C. glabrata 2001; (Cgu) C. guilliermondii 6260; (Cl)
C. lusitaniae 34449; (Cf) C. famata 62894.

Figura 10. Perfis de RFLP da regido ITS de isolados de Candida de UTI
neonatal obtidos por restricdo com enzima Ddel, em gel de agarose a 2,5%.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1000
850

650

500
400

300

200

100

Fonte: A autora. (PM) Padréo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (01-04) C. albicans;
(05-08) C. tropicalis; (09-12) C. parapsilosis; (13) C. guilliermondii.
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O estudo tedrico para a restricdo com a enzima Haelll (Figura 11) mostrou
que somente a sequéncia da espécie C. lusitaniae ndo apresenta sitio de restricdo
para essa enzima. No entanto, C. tropicalis, C. albicans, C. dubliniensis, C. famata e
C. glabrata apresentam um Unico sitio a 81, 91, 92, 138 e 223, respectivamente,
produzindo um perfil de dois fragmentos; as sequéncias das espécies C. parapsilosis
e C. krusei possuem dois sitios a 14 e 115 e 38 e 130 pb, respectivamente,
produzindo um perfil de trés fragmentos; enquanto a sequéncia da C. guilliermondii

apresentam quatro sitios a 5, 22, 101 e 217 pb, produzindo um perfil de cinco

fragmentos.
Figura 11. Mapa de restricdo daregido ITS de cepas ATCC
de Candida spp., pela enzima Haelll.
0
C. luistaniae (383 bp) 383
C. krusei (517 pb) 138 92 387
C. parapsilosis (520 pb) 4 105 401
C. tropicalis (526 pb) 81 445
C. albicans (532 pb) 91 441
C. dubliniensis (544 pb) 92 452
C. guilliermondii (607 pb) 5 17 _79 116 390
C. famata (639 pb) 138 501
C. glabrata (885 pb) 223 662
Fonte: A autora. 0

Quando a enzima Haelll foi utilizada para restricdo dos produtos das cepas
ATCC (Figura 12) foram obtidos os seguintes perfis: para C. albicans, C. dubliniensis
e C. tropicalis (um fragmento abaixo de 100 e outro acima de 400 pb); C. krusei (um
abaixo de 100 e outro abaixo de 400 pb); C. parapsilosis (aproximadamente um em
100 e outro em 400 pb); C. glabrata (um acima de 200 e outro acima de 650 pb); C.
guilliermondii (trés fragmentos, um abaixo de 100 bp, outro acima de 100 pb e um
abaixo de 400 pb); C. lusitaniae (um abaixo de 400 pb) e C. famata (um acima de
100 e outro em 500 pb).
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A Figura 13 mostra os perfis dos isolados clinicos com a enzima Haelll, onde
todos produziram dois fragmentos, sendo que C. albicans e C. tropicalis (um acima
de 100 pb e outro acima de 400 pb) e os de C. parapsilosis e C. guilliermondii

(aproximadamente um em 100 pb e outro em 400 pb).

Figura 12. Perfis de RFLP daregido ITS de cepas padrdo ATCC de Candida
obtidos por restricdo com enzima Haelll, em gel de agarose a 2,5%.
PM Ca Cd Ct Ck Cp Cgl Cgu CI Cf

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1 Kb (Invitrogen); (Ca) C. albicans
90028; (Cd) C.dubliniensis MYA-646; (Ct) C. tropicalis 28707; (Ck) C. krusei 6258;
(Cp) C. parapsilosis 22019; (Cgl) C. glabrata 2001; (Cgu) C. guilliermondii 6260; (Cl)
C. lusitaniae 34449; (Cf) C. famata 62894.

Figura 13. Perfis de RFLP daregiao ITS de isolados de Candida de UTI
neonatal obtidos por restricdo com enzima Haelll, em gel de agarose a 2,5%.
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Fonte: A autora. (PM) Padréo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (01-04) C. albicans;
(05-08) C. tropicalis; (09-12) C. parapsilosis; (13) C. guilliermondii.
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No mapa construido para a restricdo com a enzima Bfal (Figura 14) verificou-
se que as sequéncias das espécies C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. albicans ndo
possuem nenhum sitio de restricdo, portanto, ndo sdo cortadas. As sequéncias das
espécies C. dubliniensis e C. glabrata e apresenta apenas um unico sitio a 202 e
113 pb, respectivamente, gerando perfis de dois fragmentos; perfis de trés
fragmentos podem ser vistos quando as sequéncias de C. krusei e C. tropicalis séo
digeridas, pois possuem dois sitios a 120 e 316 pb e 75 e 162 pb, respectivamente;
e por fim, trés sitios foram encontrados nas sequéncias de C. guilliermondii e C.
famata a 37, 155 e 321 e 89, 205 e 328 pb, respectivamente, gerando perfil de

quatro fragmentos.

Figura 14. Mapa de restricdo daregiao ITS de cepas ATCC
de Candida spp., pela enzima Bfal.

0

C. luistaniae (383 bp) 383

C. krusei (517 pb) 120 196 201

- 520
C. parapsilosis (520 pb)

C. tropicalis (526 pb) 758 364

C. albicans (532 pb) 532

C. dubliniensis (544 pb) 202 342

C. guilliermondii (607 pb) e

89 116 123 311
C. famata (639 pb)

772
C. glabrata (885 pb) 113

Fonte: A autora. 0

A Figura 15 apresenta a restricdo do produto da amplificacdo da regido ITS
das cepas ATCC com a enzima a enzima Bfal, onde é possivel observar perfis de
um Unico fragmento para C. albicans e C. parapsilosis (acima de 500 pb) e C.
lusitaniae (abaixo de 400 pb); de dois fragmentos para C. dubliniensis (um em 200 e
outro acima de 300 pb) e C. glabrata (um acima de 100 e outro acima de 700 pb); de
trés fragmentos para C. krusei (um acima de 100 e dois fragmentos sobrepostos
acima de 200 pb); C. tropicalis (dois fragmentos sobrepostos abaixo de 100 e outro
acima de 300 pb); C. guilliermondii (dois acima de 100 e outro acima de 200 pb) e de
guatro fragmentos para C. famata (dois fragmentos sobrepostos acima de 100 e

outro acima de 300 pb).



58

Na Figura 16, é possivel confirmar que a restricdo com a enzima Bfal dos
produtos dos isolados clinicos ndo aconteceu, pois um unico fragmento para C.
albicans, C. parapsilosis e C. guilliermondii (acima de 500 pb) foi observado. No
entanto, para os isolados de C. tropicalis trés fragmentos (dois fragmentos
sobrepostos abaixo de 100 e outro acima de 300 pb) foram possiveis de serem

vistos.

Figura 15. Perfis de RFLP daregido ITS de cepas padrdo ATCC de Candida
obtidos por restricdo com enzima Bfal, em gel de agarose a 2,5%.

PM Ca € C Ck Cp Cgl Cgu CI Cf

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 100 pb (Invitrogen); (Ca) C. albicans
90028; (Cd) C.dubliniensis MYA-646; (Ct) C. tropicalis 28707; (Ck) C. krusei 6258;
(Cp) C. parapsilosis 22019; (Cgl) C. glabrata 2001; (Cgu) C. guilliermondii 6260; (CI)
C. lusitaniae 34449; (Cf) C. famata 62894.

Figura 16. Perfis de RFLP daregiao ITS de isolados de Candida de UTI
neonatal obtidos por restricdo com enzima Bfal, em gel de agarose a 2,5%.
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Fonte: A autora. (PM) Padréo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (01-04) C. albicans;
(05-08) C. tropicalis; (09-12) C. parapsilosis; (13) C. guilliermondii.
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Para restricdo com a enzima Mspl quase todas as sequéncias estudadas
apresentaram um unico sitio de restricdo, gerando dois fragmentos. A Figura 17
mostra que o sitio da C. lusitaniae esta a 118 pb; C. tropicalis a 186 pb; C. albicans a
239 pb; C. dubliniensis a 245 e C. glabrata a 320 pb. A Figura mostra ainda que as
sequéncias de C. krusei e C. guilliermondii possuem dois sitios a 5 e 256 e 82 e 237
pb, respectivamente, gerando trés fragmentos e as sequéncias de C. parapsilosis e
C. famata n&o apresentam sitio de restricdo para a enzima.

Figura 17. Mapa de restricdo daregido ITS de cepas ATCC de
Candida spp., pela enzima Mspl.
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Fonte: A autora. 0

Na Figura 18, foi observado um unico fragmento para C. parapsilosis (acima
de 500 pb) e C. famata (acima de 600 pb); dois fragmentos para C. albicans e C.
dubliniensis (um acima de 200 e outro abaixo de 300 pb); C. tropicalis (um abaixo de
200 e outro acima de 300 pb); C. krusei (dois fragmentos sobrepostos acima de 200
pb); C. glabrata (um acima de 300 e outro acima de 500 pb); C. lusitaniae (um acima
de 100 e outro acima de 200 pb); trés fragmentos para C. guilliermondii (um abaixo e

outro acima de 100 e um acima de 300 pb).
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J& na Figura 19, é possivel observar que foram produzidos dois fragmentos
para os isolados clinicos de C. albicans (um acima de 200 e outro abaixo de 300 pb)
e C. tropicalis (um abaixo de 200 e outro acima de 300 pb); e apenas um fragmento

acima de 500 pb para os isolados de C. parapsilosis e C. guilliermondii.

Figura 18. Perfis de RFLP daregiao ITS de cepas padrao ATCC de Candida
obtidos por restricdo com enzima Mspl, em gel de agarose a 2,5%.
PM Ca Cd Ct Ck Cp Cgl Cgu Cl cf

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1 Kb (Invitrogen); (Ca) C. albicans
90028; (Cd) C.dubliniensis MYA-646; (Ct) C. tropicalis 28707; (Ck) C. krusei 6258;
(Cp) C. parapsilosis 22019; (Cgl) C. glabrata 2001; (Cgu) C. guilliermondii 6260; (Cl)
C. lusitaniae 34449; (Cf) C. famata 62894.

Figura 19. Perfis de RFLP daregido ITS de isolados de Candida de UTI
neonatal obtidos por restricdo com enzima Mspl, em gel de agarose a 2,5%.
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Fonte: A autora. (PM) Padréo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (01-04) C. albicans;
(05-08) C. tropicalis; (09-12) C. parapsilosis; (13) C. guilliermondii.
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A reacao de AP-PCR com o primer AP-4 possibilitou a obtencdo de padrdes
de amplificacdo caracteristicos com intensidade, tamanho e numero especifico de
bandas para as nove cepas padrdo ATCC de Candida. Os resultados mostraram
que as diferentes espécies testadas podem ser claramente distinguidas por seus
padrées de amplificacdo, pois o nimero e o tamanho dos produtos de amplificacdo
foram caracteristicos para cada espécie (Figura 20).

Como pode ser observado na Figura 21, foram obtidas oito bandas de
tamanho entre 500 a 1650 pb para C. albicans, trés bandas de 500 a 1000 pb para
C. dubliniensis, 12 bandas de 300 a 1650 pb para C. tropicalis, 11 bandas de 400 a
1650 pb para C. krusei, 12 bandas de 300 a 2000 pb para C. parapsilosis, 10 bandas
de 300 a 2000 pb para C. glabrata, 12 bandas de 200 a 1650 pb para C.
guilliermondii, trés bandas de 650 a 1650 pb para C. lusitaniae e seis bandas de 400

a 2000 pb para C. famata.

Figura 20. Perfis de amplificacdo por AP-PCR de cepas padrédo ATCC
de Candida, em gel de agarose a 2%.
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Fonte: A autora. (PM) Padréo de peso molecular 1 Kb (Invitrogen); (Ca) C. albicans
90028; (Cd) C.dubliniensis MYA-646; (Ct) C. tropicalis 28707; (Ck) C. krusei 6258;
(Cp) C. parapsilosis 22019; (Cgl) C. glabrata 2001; (Cgu) C. guilliermondii 6260; (Cl)
C. lusitaniae 34449; (Cf) C. famata 62894; (Cn) controle negativo.
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Os 24 isolados de C. albicans apresentaram perfil semelhante ao da cepa
ATCC, porém alguns isolados demonstraram perfil semelhante a cepa ATCC de C.
dubliniensis. Os isolados mostraram perfis de amplificagdo com diferenca de
guantidade de bandas, com variagdo entre 4 a 8 bandas de tamanho entre 500 a
1650 pb, como pode ser observado na Figura 21.

Figura 21. Perfis de amplificacdo por AP-PCR de isolados clinicos
de Candida albicans, em gel de agarose a 2%.

PM Ca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 PM

300

200

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Ca) C. albicans
ATCC 90028; (1-17) isolados clinicos C. albicans.

Todos os 20 isolados de C. tropicalis apresentaram perfil semelhante ao da
cepa ATCC com padrbes de amplificacdo com variacdo de quantidade de bandas,
mostrando 7 a 12 bandas de tamanho entre 500 a 1650 pb, demonstrando baixa
variacao intraespécie (Figura 22).

Foi detectada uma variagdo intraespécie para os isolados de C. parapsilosis,
foram observados dois perfis diferentes de amplificacdo. Dos 28 isolados, 19
apresentaram perfil semelhante ao da cepa ATCC com 10 a 14 bandas de tamanho
entre 200 a 2000 pb e nove isolados apresentaram padréo distinto e Unico com 14 a
17 bandas de tamanho entre 300 a 2000 pb (Figura 23).



Figura 22. Perfis de amplificagcdo por AP-PCR de isolados clinicos
de Candida tropicalis, em gel de agarose a 2%.
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Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Ct) C. tropicalis
28707; (1-15) isolados clinicos C. tropicalis.

Figura 23. Perfis de amplificacdo por AP-PCR de isolados clinicos
de Candida parapsilosis, em gel de agarose a 2%.

PM Cp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 PM

Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Cp) C.
parapsilosis 22019; (1-18) isolados clinicos C. parapsilosis.
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O unico isolado de C. guilliermondii apresentou um perfil de amplificacdo com
12 bandas entre 200 e 2000 pb. Perfil distinto da cepa ATCC da mesma espécie,
que apresentou 12 bandas de 200 a 1650 pb, contudo foi parecido com o padrdo

apresentado pela cepa ATCC e isolados clinicos de C. parapsilosis (Figura 24).

Figura 24. Perfis de amplificacdo por AP-PCR de Candida,
em gel de agarose a 2%.
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Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Cgu) C.
guilliermondii 6260; (Cp) C. parapsilosis 22019; (1) isolado C. guilliermondii; (2)
isolado C. parapsilosis.

A partir da andlise do dendograma gerado com todas as leveduras incluidas
no estudo (Figura 25), pode-se observar que todas as nove espécies de Candida
representadas pelas cepas ATCC foram separadas em grupos distintos e a maioria
apresentou relacdo de similaridade menor que 70%. As cepas padrao ATCC, C.
lusitaniae, C. famata, C. guilliermondii, C. krusei e C. gabrata foram reunidas,
respectivamente, nos grupos A, D, E, F e H. Os isolados clinicos foram distribuidos
ao longo do dendograma nos grupos correspondentes as cepas ATCC da mesma
espécie, com excecdo de 14 isolados de C. albicans que foram alocados no grupo B
com a ATCC C. dubliniensis e do unico isolado de C. guilliermondii reunido no grupo
| com a cepa padréo C. parapsilosis. Os outros 10 isolados de C. albicans foram
associados com a respectiva cepa ATCC no grupo C. No grupo G, foram reunidos
os 20 isolados de C. tropicalis juntamente com a cepa padrao. Ja os 28 isolados de

C. parapsilosis, foram agrupados com a respectiva cepa ATCC no grupo I.
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Figura 25. Dendograma de perfis de amplificacdo por AP-PCR de cepas padrdo ATCC e isolados

clinicos de Candida obtido com Coeficiente de Dice e UPGMA.
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Fonte: A autora. A, B, C, D, E, F, G, H, e |: Grupos representativos das nove espécies de Candida.
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Na Figura 26, pode-se observar dendograma construido somente com as
cepas ATCC. Com excecdo das espécies C. tropicalis e C. parapsilosis, que
apresentaram similaridade de 84%, todas as outras espécies foram reunidas em
grupos com semelhanca abaixo ou préxima de 70%.

Figura 26. Dendograma dos perfis de amplificagdo por AP-PCR de
cepas ATCC de Candida obtido com Coeficiente de Dice.

$.. % 8 = & 8 %
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mnl ATCC 90028  C. albicans
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IR ATCC MYA-646 C. dubliniensis

Fonte: A autora. (PM) Padr@o de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Cgu) C.
guilliermondii 6260; (Cp) C. parapsilosis 22019; (1) isolado C. guilliermondii; (2)
isolado C. parapsilosis.

A Figura 27 mostra o dendograma da espécie C. albicans englobando os 24
isolados e a cepa ATCC e pode-se observar a formacgéo de dois grandes grupos (I e
II) com similaridade de 66%. O grupo | é composto por 17 isolados além da cepa
ATCC C. albicans e a formacéo de subgrupos (A, B, e C) com similaridade de 100%
entre os isolados alocados em cada um. A similaridade entre os subgrupos variou de
73-85% e um isolado apresentou similaridade de 100% com a cepa ATCC. Ja o
grupo Il, € composto por sete isolados (subgrupo D), onde a similaridade entre os

isolados foi alta e variou 85-100%.
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Figura 27. Dendograma dos perfis de amplificacdo por AP-PCR de
isolados de Candida albicans obtido com Coeficiente de Dice.
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Fonte: A autora. (PM) Padrdo de pe_o molecular 1Kb (Invitrogen); (Cgu) C.
guilliermondii 6260; (Cp) C. parapsilosis 22019; (1) isolado C. guilliermondii; (2)
isolado C. parapsilosis.

O dendograma dos isolados da espécie C. tropicalis mostra a formacéo de
dois grandes grupos (I e 1) com similaridade de 78%. No grupo |, pode-se observar
um padrdo de amplificacdo muito semelhante, onde um isolado apresentou
similaridade de 91% (subgrupo A) com cepa ATCC C. tropicalis. O subgrupo B
mostra 12 isolados com alta relacdo de similaridade 93 a 100%, ja o C foi formado
com dois isolados com 100% similaridade. O grupo Il € composto por cinco isolados
(D) e pode-se observar que todos os isolados possuem alta semelhanca entre 92-
100% (Figura 28).
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Figura 28. Dendograma dos perfis de amplificacdo por AP-PCR de
isolados de Candida tropicalis obtido com Coeficiente de Dice.
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Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Cgu) C.
guilliermondii 6260; (Cp) C. parapsilosis 22019; (1) isolado C. guilliermondii; (2)
isolado C. parapsilosis.

Observa-se a formacao de dois grandes grupos (I e Il) com similaridade de
73% no dendograma dos 28 isolados da espécie C. parapsilosis. O grupo | é
composto por 10 isolados e pode-se observar a formacao de dois subgrupos (A e B)
com semelhanca de 84% e a similaridade entre os isolados dos dois grupos foi
bastante alta e variou entre 92-100%. No grupo II, foram reunidos 18 isolados de C.
parapsilosis além da cepa ATCC. Foi observado um padrao de amplificacdo muito
semelhante entre os isolados com variacdo de presenca ou auséncia de bandas
com formacao de dois subgrupos (C e D). No C, foram agrupados 13 isolados com
similaridades de 92-100%, onde quatro isolados foram alocados com similaridade de
100% com a cepa ATCC C. parapsilosis. Ja no D, foram reunidos cinco isolados com
alta similaridade de 100%. (Figura 29).



Figura 29. Dendograma dos perfis de amplificagao por AP-PCR de
isolados de Candida parapsilosis obtido com Coeficiente de Dice.
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Fonte: A autora. (PM) Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Cgu) C.
guilliermondii 6260; (Cp) C. parapsilosis 22019; (1) isolado C. guilliermondii; (2)

isolado C. parapsilosis.
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Na Figura 30, pode-se observar o dendograma do isolado de C. guilliermondii,

que foi agrupado no mesmo grupo (A) que a cepa ATCC C. parapsilosis com uma

similaridade de 92%, enquanto que apresentou apenas 63% de semelhanca com a

cepa C. guilliermondii que ficou alocada em outro grupo (B). Além disso, esse

isolado apresentou similaridade de 100% com trés isolados da espécie C.

parapsilosis, sendo classificado como néo relacionado com ATCC C. guilliermondii e

altamente relacionado com ATCC C. parapsilosis.



Figura 30. Dendograma dos perfis de amplificacdo por AP-PCR de
isolados de Candida obtido com Coeficiente de Dice.
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Fonte: A autora. (PM) Padr@o de peso molecular 1Kb (Invitrogen); (Cgu) C.
guilliermondii 6260; (Cp) C. parapsilosis 22019; (1) isolado C. guilliermondii; (2)

isolado C. parapsilosis.
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5.0 Discussao
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Espécies do género Candida, em particular C. albicans, tém emergido como
importantes patdgenos nosocomiais, estando associadas a quase 80% de todas as
infeccbes fungicas nosocomiais, representando a maior causa de fungemia.
Candidemia é a quarta causa mais comum de infec¢do na corrente sanguinea em
hospitais terciarios e sua ocorréncia tem sido associada a longa permanéncia
hospitalar com alta mortalidade (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; WISPLINGHOFF
et al., 2004; FRANCA et al., 2008). Nos ultimos anos, o numero de infeccbes
sistémicas causadas por espécies de Candida nao-albicans tem aumentado e, sabe-
se que na América Latina ha predominio de C. tropicalis e C. parapsilosis entre as
espécies ndo-albicans causadoras de candidemia, sendo pouco frequente a
ocorréncia de fungemias por C. glabrata. Porém, nos EUA e em muitos paises da
Europa, a espécie predominante € C. glabrata (DIEKEMA et al., 2002; COLOMBO et
al., 2003c; TORTORANO et al., 2004; HINRICHSEN et al., 2008).

O aumento do isolamento in vitro de espécies de Candida ndo-albicans, em
casos de candidemia, tem sido relatado por muitos autores, que sugerem estar esse
aumento relacionado a reducdo da susceptibilidade antifingica dessas espécies,
além do uso profilatico de fluconazol (DIEKEMA et al., 2002; ALMIRANTE, et al.,
2005; COLOMBO et al., 2006). Fato que causa preocupacdo com 0 sucesso do
tratamento dessas infeccdes, pois algumas destas espécies podem mostrar
resisténcia aos antifingicos usados na rotina (DIEKEMA et al., 2002; MEDRANO et
al., 2006).

A resisténcia a anfotericina B j& foi descrita em C. lusitaniae e em outras
espécies como C. guilliermondii, C. inconspicua, C. kefyr e C. rugosa.
Adicionalmente, as espécies C. glabrata e C. krusei possuem resisténcia intrinseca
ao fluconazol e isolados de C. dubliniensis sdo mais suscetiveis a adquirir
resisténcia a esse antifungico. A sensibilidade reduzida as equinocandinas ja foi
relatada em isolados de C. parapsilosis, onde foram observados valores mais altos
de concentracdes inibitorias minimas (CIM) (COLOMBO et al., 1999; PFALLER,
DIEKEMA, 2002; ZAITZ et al., 2010).

Um estudo prospectivo realizado em quatorze hospitais de Barcelona, na
Espanha, entre janeiro de 2002 a dezembro de 2003, 345 casos de candidemia
foram diagnosticados, com quatro episédios de candidemia recorrente, sendo a
maior incidéncia observada em pacientes com mais de 65 anos e em criangas.

Nesse estudo, a espécie mais isolada foi a C. albicans (51%), seguida das espécies
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C. parapsilosis (23%), C. tropicails (10%), C. glabrata (9%) e C. krusei (4%), sendo
a C. parapsilosis a espécie mais frequente nos neonatos, somando 67% dos casos
(ALMIRANTE et al., 2006).

Capriles e colaboradores (2005), em um hospital pediatrico na Venezuela,
durante um ano, identificaram 44 casos de infeccéo por Candida, sendo que 72,06%
por C. albicans, 13,24% por C. parapsilosis, 10,29% por C. tropicalis, 2,94% por C.
guilliermondii e 1,47% por C. glabrata. J4 Goel e colaboradores (2009), na india,
relatam 825 casos de suspeita de septicemia neonatal por Candida, durante junho a
dezembro de 2008, onde foram isoladas 67 leveduras, sendo a espécie mais
prevalente a C. tropicalis (61,19%), seguida por C. albicans (19,40%), C. glabrata
(11,94%), C. parapsilosis (5,97%) e C. guilliermondii (1,49%).

Em outro estudo prospectivo da Espanha, em 30 hospitais, durante treze
meses, de janeiro de 2009 a fevereiro de 2010, foram identificados 203 episédios de
candidemia em criancas. Destes, 72 episddios ocorreram em neonatos com
prevaléncia de C. albicans (52,8%), C. parapsilosis (33,3%), C. tropicalis (4,2%), C.
glabrata (5,5%), C. famata (1,4%), C. lusitaniae (1,4%) e C. krusei (1,4%) (PEMAN
et al., 2011).

Com relacdo a epidemiologia de candidemia no Brasil, existem poucos
estudos sobre a distribuicdo e frequéncia de isolados de Candida e, no Nordeste
Brasileiro, esses relatos s&o ainda mais escassos.

No periodo de agosto de 2002 a agosto de 2003, um total de 120 isolados de
Candida foi recuperado de pacientes com candidemia na Santa Casa Complexo
Hospitalar em Porto Alegre. A espécie C. albicans (48.3%) foi a mais prevalente,
seguida por C. parapsilosis (25,8%), C. tropicalis (13,3%), C. glabrata (3,3%), C.
krusei (1,7%), C. famata (1,66%), C. sake (1,66%), C. guilliermondii (1,66%), C.
lusitaniae (0,83%), C. dubliniensis (0,83%) e C. lipolytica (0,83%) (ANTUNES et al.,
2004). Ainda em Porto Alegre, foi conduzido um estudo retrospectivo no Hospital das
Clinicas, no periodo de abril de 1998 a agosto de 2004. Foram relatados 131 casos
de candidemia e na distribuicAo das espécies, C. albicans (45%) foi a mais
prevalente, seguida de C. parapsilosis (24,4%), C. tropicalis (15,3%), C. glabrata
(6,9%), C. krusei (4,6%) e 3,8% outras espéecies (C. pelicullosa, C. guilliermondii, C.
lusitaniae e C. kefyr) (AQUINO et al.,, 2005). Esses estudos demonstram a
importancia da identificacdo da espécie de leveduras, pois foram identificadas

espécies pouco frequentes causando candidemia.
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Em um hospital terciario de Fortaleza, Ceard, no periodo de dois anos, 50
hemoculturas foram positivas para Candida quando analisadas de 40 pacientes com
candidemia, com a frequéncia de C. parapsilosis em 36%, C. albicans em 28%, C.
tropicalis em 16%, C. guilliermondii em 12%, C. glabrata em 4% e Candida sp. em
4%. Esses resultados mostram o crescimento do numero de infeccdes por espécies
de Candida nao-albicans, que totalizaram 72% em contraste a 28% de C. albicans
(MEDRANO et al., 2006).

Na Bahia, um estudo caso-controle retrospectivo de 69 casos de candidemia
em oito anos, dentro de trés hospitais privados da cidade do Salvador, revelou
somente 14 amostras positivas para C. albicans contra 55 amostras de Candida
nao-albicans, sendo quatro identificadas como C. tropicalis, outras quatro como C.
glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. famata e as 47 restantes como
Candida sp.. Os autores concluem que houve uma maior prevaléncia de espécies
ndo-albicans, mas como a caracterizacdo destes isolados néo foi realizada, ndo é
possivel definir o perfil exato de tais infeccbes nesses hospitais e sugerem que C.
tropicalis poderia ser a espécie nado-albicans mais prevalente em Salvador
(BARBERINO et al., 2006).

JA em Natal, na unidade de cuidados intensivos neonatal do hospital
maternidade Januério Cicco, entre janeiro de 2003 e dezembro de 2004, foram
avaliados todos os neonatos com cateter venoso umbilical. De um total de 240
cateteres, 41 foram positivos para leveduras e destas 34 foram identificadas como
C. albicans (38%), C. parapsilosis (29%), C. tropicalis (20%), C. guilliermondii (3%),
C. famata (3%) e Trichosporum sp. (3%). O estudo mostra que embora C. albicans
seja isoladamente a espécie predominante, existe 0 aumento das espécies de
Candida néao-albicans quando analisadas conjuntamente (FERNANDES et al.,
2007).

Hinrichsen e colaboradores (2008) investigaram a incidéncia de candidemia e
distribuicdo de espécies de Candida, entre setembro de 2003 a marco de 2004, em
um hospital privado terciario de Recife. Foram observados 21 episodios de
candidemia em 18 pacientes e as espécies de C. ndo-albicans representaram mais
de 50% dos casos, predominando C. parapsilosis (33%) e C. tropicalis (24%),
seguidas de C. glabrata (9,0%), C. guilliermondii (5,0%) e a espécie C. albicans

representou 29,0% dos casos.
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Xavier e colaboradores (2008) realizaram um estudo do tipo descritivo
retrospectivo, baseado em resultados positivos de hemocultura de pacientes
internados na UTI neonatal do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul, entre dezembro de 1998 e outubro de 2006. Dos 25 casos de
candidemia revisados, C. albicans foi a causa mais comum (44%), seguida de C.
parapsilosis (40%), C. tropicalis (12%), C. glabrata (4%).

O programa de Vigilancia Epidemiolégica do sistema National Healthcare
Safety Network (NHSN) avaliou a ocorréncia de candidemias em neonatos criticos e
foi realizado no periodo de agosto de 2007 a abril de 2008 no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia. No total, 114 neonatos foram incluidos no
estudo e, apesar de ter sido detectado apenas um caso de candidemia (0,9%),
19,3% (22/114) dos neonatos estavam colonizados por Candida, correspondendo a
45 amostras recuperadas de mucosa oral e perianal, sendo caracterizadas como C.
albicans (51,1%), C. krusei (22,2%), C. glabrata (15,6%), C. parapsilosis (8,9%) e C.
tropicalis (2,2%). Esses dados mostram que as espécies mais frequentes que
colonizaram 0s neonatos ndo sdo as mais descritas como frequentes em casos de
candidemia (BORGES et al., 2009).

O nosso estudo é o primeiro a descrever frequéncia de espécies com
caracterizagcdo molecular de isolados de Candida spp. de uma UTI neonatal na
cidade do Salvador. Nele, 67% das leveduras foram identificadas como Candida
nao-albicans, fato que corrobora a literatura atual, onde as taxas de infeccfes por C.
nao-albicans estdo superando as taxas de infec¢des por C. albicans. A maioria dos
autores sugere que candidemia por C. parapsilosis esteja associada a presenca de
cateter vascular e a nutricdo parenteral, C. tropicalis com cancer e neutropenia e C.
krusei e C. glabrata associadas a exposicdo prévia aos antifungicos azolicos
(PFALLER, 1995; COLOMBO et al.,, 1999; COLOMBO et al.,, 2006; PFALLER,
DIEKEMA, 2007).

A distribuicdo de espécies de Candida isoladas de infec¢cBes nosocomiais no
ambiente de UTI neonatal tem mudado nos ultimos anos, embora a C. albicans
continue como a espécie mais predominante isoladamente (RODRIGUEZ et al.,
2006; REISSA et al., 2008). Em muitas UTIs neonatais, C. parapsilosis emergiu
como patégeno predominante, causando candidemia em recém-nascidos (HUANG
et al., 2004; BENJAMIN et al., 2010; ROILIDES, 2011).



76

Nos isolados analisados nesse trabalho, a C. parapsilosis foi a espécie mais
frequente, correspondendo a 38% dos isolados. Sabe-se que o papel da C.
parapsilosis como agente de candidemia por contaminacéo exdgena estéd associado
a nutricdo parenteral e cateter venoso em posicao central, usados comumente em
pacientes criticos. Além disso, C. parapsilosis € a levedura colonizadora mais
frequente da regido subungueal dos trabalhadores da salude e a mais
frequentemente isolada das maos desses profissionais (BONASSOLIA, BERTOLIA,
SVIDZINSKI, 2005; COLOMBO et al., 2006).

Porém, C. tropicalis € raramente encontrada em recém-nascidos, ao contrario
dos adultos e criancas com doencas hematologicas malignas, nas quais provoca
infeccbes com alta taxa de mortalidade. A frequéncia da espécie C. tropicalis
encontrada por nés é um fato incomum quando se trata de isolados de UTI neonatal,
ja que a mesma ndo € descrita como agente frequente nesse tipo de paciente
(RODRIGUEZ et al., 2006; REISSA et al., 2008; BENJAMIN et al., 2010; ROILIDES,
2011). Roilides e colaboradores (2004) relatam que a C. tropicalis € um patégeno
incomum entre neonatos e que a colonizacdo e posterior infec¢cdo, pode ocorrer por
via cruzada ou associada a intervencdes terapéuticas, como uso de cateter venoso e
nutricdo parenteral. Além disso, sugerem que a epidemiologia de C. tropicalis em
recém-nascidos ndo esta clara, mas, o potencial para transmissao nosocomial deve
ser considerado.

Os métodos laboratoriais tradicionais para a identificacdo das diferentes
espécies de leveduras sao bastante laboriosos e leva-se muito tempo para chegar a
um resultado final. Com a finalidade de facilitar este processo existem atualmente
diferentes métodos de identificacdo e, recentemente, a utilizacdo de técnicas de
biologia molecular tem sido considerada uma importante ferramenta para
identificacdo de patdgenos e para estudos de epidemiologia molecular. O aumento
da prevaléncia e da ocorréncia de leveduras do género Candida e de outros géneros
em ambientes hospitalares, torna-se um fator adicional de risco a saude dos
pacientes internados ou dos profissionais e visitantes. Assim, justifica-se plenamente
gue sejam desenvolvidos e utilizados procedimentos técnicos mais rapidos e
precisos para a identificacdo taxon6mica das amostras fungicas, para que o
tratamento dos pacientes infectados seja iniciado na maior brevidade possivel
(MOUSAVI et al., 2007; XAVIER et al., 2008; SHOKOHI et al., 2010).
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Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para a
deteccado de variabilidade genética em nivel de sequéncia de DNA, ou seja, para a
deteccdo de polimorfismo genético, como, por exemplo, a PCR. Estas técnicas
permitem a obtencdo de um numero virtualmente ilimitado de marcadores
moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais marcadores podem ser
utilizados para as mais diversas aplicacées (BORIOLLO et al., 2005).

A extracdo de DNA trata-se de um procedimento relativamente simples, cuja
técnica ndo envolve metodologia complexa e sofisticada. No entanto, se tratando de
micro-organismos eucariontes, como os fungos, a quebra de parede e membrana
celular é uma etapa que necessita de um tratamento mais vigoroso do que nos
protocolos de micro-organismos procariontes, como as bactérias, ja que a parede
celular fungica € mais espessa e rigida (IROBI et al., 1999; LIU et al., 2000;
BOLANO et al.,, 2001; MOUSAVI et al., 2007). Os métodos convencionais para
extracdo de DNA a partir de células de leveduras utilizam lise enzimatica, lise
mecanica com pérolas de vidro, lise quimica com detergentes e fenol-cloroformio
(LOOKE et al., 2011). Por termos tido dificuldades na obtencdo do DNA das
leveduras utilizadas nesse estudo, sentimos necessidade de utilizar um protocolo
gue associasse a lise mecanica com pérolas de vidros a lise quimica. O resultado foi
satisfatorio, pois foi possivel obter DNAs gendmicos de excelente integridade e
rendimento, para todos os isolados de Candida.

O uso da técnica de PCR-RFLP com iniciadores especificos para a regido ITS
€ bastante relatado atualmente para identificacdo de Candida spp. Como
consequéncia disso, atualmente, um grande numero de sequéncias ITS de
diferentes fungos estdo disponiveis nos bancos de dados de sequéncias de
nucleotideos. Ja existem trabalhos descritos na literatura que utilizam a técnica de
PCR-RFLP baseada na regido ITS para amplificacdo e posterior analise de
polimorfismo com uso de enzimas de restricdo para identificacdo de espécies do
género Candida (MORACE et al., 1997; GUILLAMON et al., 1998; TROST et al.,
2004; PINTO et al.,, 2004; MOHAMMADI et al.,, 2012; MOUSAVI et al., 2012). A
analise do DNA de espécies de Candida utilizando essa técnica possui a vantagem
de ser facil, rapido e confidvel, quando comparados com os métodos fenotipicos
(WILLIAMS et al., 1995; FUNGARO et al., 2000; SANTOS et al., 2010; MOUSAVI et
al., 2012).
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Ao avaliarmos os tamanhos dos produtos da PCR da regido ITS, usando os
iniciadores especificos ITS1 e ITS4, para as cepas ATCC, confirmamos que
identificar isolados das espécies C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. famata e C.
glabrata seria possivel somente com a primeira etapa do método de PCR-RFLP
utilizado, pois os tamanhos dos produtos da amplificagdo foram especificos e
distintos. No entanto, para as espécies C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C.
krusei e C. parapsilosis ficou clara a necessidade da digestdo enzimatica dos
produtos de PCR, pelo fato desses valores estarem proximos e todos acima de 500
pb, ndo excedendo 550 pb, em 98,5% dos isolados clinicos utilizados, os quais ja
haviam sido identificados fenotipicamente como C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis.

Outro ponto que foi possivel orientar o estudo foi a comparacao e confirmacéo
dos produtos de amplificacdo obtidos com os DNAs das cepas padrédo ATCC e dos
isolados clinicos com as expectativas de tamanho feitas com base na pesquisa da
sequéncia da regido ITS no GenBank, pois os 98,5% esperados apresentaram o
tamanho esperado de acima de 500 pb, ndo excedendo 550 pb. No entanto, para
nossa surpresa, o produto do isolado da espécie C. guilliermondii ficou fora da
expectativa do tamanho do produto obtido pelo DNA da cepa ATCC e do tamanho
encontrado no GenBank de aproximadamente 600 pb. O tamanho observado na
reacdo foi exatamente idéntico aos outros isolados, acima de 500 pb, nao
excedendo 550 pb, fato que gerou davidas imediatas com relacdo a identificacdo
fenotipica. Nesse sentido, a segunda etapa da reacdo foi importante e necessaria
para a realidade dos isolados clinicos envolvidos nesse estudo.

Foi possivel constatarmos e confirmarmos que todos os perfis das cepas
ATCCs gerados pelas quatro enzimas de restricdo utilizadas, Ddel, Haelll, Bfal e
Mspl, ficaram dentro das estimativas de tamanhos de fragmentos gerados nos
mapas de restricdo desenhados pelos cortes nas sequéncias de nucleotideos da
regido ITS, obtidas no GenBank.

Com a restricdo pela enzima Ddel, foi dificil a diferenciacdo das espécies C.
albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis, com um perfil muito préximo e semelhante
de dois fragmentos de aproximadamente 100 e 400 pb, bem como para as espécies
C. krusei e C. parapsilosis, de aproximadamente 500 pb. Quando a enzima utilizada
foi a Haelll, a mesma situacdo de n&o possibilidade de diferenciagéo clara entre

essas espécies foi constatada tendo em vista um perfil muito semelhante de dois
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fragmentos proximos de aproximadamente 100 e 400 pb. A diferenciacdo entre as
espécies teve um perfil melhor de diferenciacdo quando a restricao foi realizada com
a enzima Bfal, pois somente as espécies C. albicans e C. parapsilosis néo
conseguiram ser diferenciadas; além dessa enzima ter sido a Unica que diferenciou
as espécies C. albicans e C. dubliniensis. A digestdo com a enzima Mspl permitiu a
completa distincdo entre as sete espécies C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. lusitaniae e C. famata, porém n&o diferenciou as
espécies C. albicans e C. dubliniensis. Esse perfil vem mostrar a necessidade da
utilizacdo de mais de uma enzima de restricdo na reacdo de PCR-RFLP da regiao
do ITS, para que se possa abranger o maior nimero de espécies a serem
identificadas pela técnica.

Os perfis de restricdo gerados pelos isolados clinicos, identificados
bioquimicamente como C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, comparativamente
aos gerados pelas cepas padrdo de referéncia foram idénticos, o que permitiu o
sucesso da identificacdo dos mesmos pela técnica de PCR-RFLP, ndo havendo
discriminagdo entre a técnica fenotipica e a genotipica para esses isolados. A duvida
gerada, na primeira etapa da reacdo, com relacdo a identificacdo fenotipica do
isolado de C. guilliermondii, nessa etapa nos levou a reidentifica-lo, pois o0s
resultados dos perfis de restricdo, com as quatro enzimas incluidas nesse estudo,
sao idénticos aos perfis da espécie C. parapsilosis. Com relacéo a identificacdo dos
outros isolados podemos correlacionar uma concordancia de 98,5% entre a
identificacdo entre as técnicas fenotipica e molecular.

Williams e colaboradores (1995) descreveram o uso da técnica de PCR-RFLP
para identificacdo de oito espécies de Candida clinicamente importantes, C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. pseudotropicalis, C.
stellatoidea, C. krusei e C. guilliermondii, utilizando iniciadores especificos para a
regido ITS, ITS1 e ITS4, com posterior restricdo desses produtos de amplificacéo
com as enzimas Ddel, Haelll e Bfal. Os produtos de amplificacdo com os iniciadores,
ITS 1 e ITS 4, obtidos apresentaram tamanhos especificos para a C. glabrata de 800
pb, C. guilliermondii de 600 pb e C. pseudotropicalis de 650 pb e um produto de
aproximadamente 520 pb para as demais espécies. Além disso, 0s autores
concluiram que a enzima Bfal proporcionou melhor distingdo baseada nos perfis de
restricdo entre os isolados e que Ddel e Haelll podem ser usadas para confirmacao

desses resultados.
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Irobi e colaboradores (1999) relataram o uso da técnica de PCR-RFLP para
identificacdo de sete espécies de Candida com os iniciadores especificos ITS5 e
NL4, com as mesmas enzimas de restricdo do estudo anterior. A PCR com o DNA
das espécies C. glabrata, C. guilliermondii e C. inconspicua gerou produtos de
tamanhos Unicos de aproximadamente 1500, 1300 e 1100 pb, respectivamente, e
para as especies C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. krusei um produto de
aproximadamente 1200 pb foi obtido. Dos 114 isolados clinicos estudados, 78 foram
identificados bioquimicamente como C. albicans e 10 como C. dubliniensis, porém
apos realizacdo do PCR-RFLP, foi possivel detectar que na verdade dois isolados
identificados como C. albicans eram da espécie C. dubliniensis e um identificado
como C. dubliniensis era C. albicans. A restricdo com a enzima Ddel possibilitou
essa diferenciacdo e todos os outros isolados tiveram identificacdo bioquimica
confirmada pelo PCR-RFLP.

Em 2003, Cirak e colaboradores também utilizaram os iniciadores especificos
ITS1 e ITS4 e as mesmas enzimas de restricdo do estudo de Willians e
colaboradores (1995) para identificacdo de espécies de Candida. Os 44 isolados
obtidos de diversos espécimes clinicos foram identificados como C. albicans, C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. rugosa. Os autores concluiram
que a enzima Haelll diferenciou a espécie C. albicans das outras nado-albicans.
Entretanto, em nossos resultados e os descritos por Williams e colaboradores
(1995), a restricdo com essa enzima nao distinguiu claramente as espécies C.
albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis, dado que foi
demonstrado e confirmado pelo mapa de restricdo construido.

Outros autores também obtiveram resultados semelhantes utilizando com
mesmos iniciadores e enzimas que utilizamos para identificacdo de Candida
(ESTEVE-ZARZOSO et al., 1999; KORABECNA et al., 2003; MOUSAVI et al., 2007;
SIMONA et al., 2009; MOHAMMADI et al., 2011). No entanto, o produto obtido de
aproximadamente 400 pb para C. glabrata por Santos e colaboradores (2010) ndo
corrobora os outros estudos ja publicados, com um tamanho de aproximadamente
880 pb, incluindo o nosso; nem a estimativa de tamanho feita pela andlise da
sequéncia de nucleotideos da regido ITS encontrada no GenBank. Neste contexto,
colocamos a importancia do estudo tedrico baseado na pesquisa da sequéncia de
nucleotideos, feita em um banco de dados, com consequente localizacdo dos

iniciadores para estimativa do tamanho dos produtos de amplificacéo. Além disso, o
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posterior estudo dos sitios de restricdo das enzimas nas sequéncias estudadas de
cada espécie de Candida e a utilizacdo de cepas padrdo para padronizacdo dessas
técnicas também se torna fundamental.

Mirhendi e colaboradores (2006) propuseram a utilizacdo da técnica de PCR-
RFLP com os iniciadores especificos ITS1 e ITS4 e uma Unica enzima de restrigéo,
a Mspl, para identificacdo de 137 isolados das espécies C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii. Os autores relatam o sucesso
do trabalho com a producdo de perfis Unicos para essas espécies e nao julgam
necessaria a utilizagdo de outras enzimas. Porém, ressalvam que a restricdo com
Mspl ndo permitiu a diferenciacdo de C. albicans e C. dubliniensis, dado que
corrobora nossos resultados para a restricdo com essa enzima, além de termos
mostrado que as espécies C. lusitaniae e C. famata produzem perfis Unicos.

Posteriormente, com a mesma metodologia, Fahami e colaboradores (2010)
identificaram com sucesso 104 isolados de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C. famata e C. lusitaniae. Esses dados
corroboram os resultados do nosso estudo, pois utilizamos 0os mesmos iniciadores e
também a enzima Mspl e obtivemos resultados satisfatorios na identificacdo de 73
isolados. Em 2012, com a mesma enzima e 0s mesmos iniciadores, Mousavi e
colaboradores identificaram e diferenciaram 139 isolados de C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. kefyr.

Nawrot e colaboradores (2011) publicaram um estudo te6rico sobre a analise
do sitio de restricAo de enzimas nas sequéncias de nucleotideos do rDNA de
quatorze espécies de Candida clinicamente relevantes e avaliaram o potencial para
ser usado no método de RFLP para a construcdo de testes de diagndstico. As
espécies estudadas foram C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. famata, C. guilliermondii, C. glabrata, C. kefyr, C. inconspicua, C. norvegensis, C.
krusei, C. rugosa, C. lusitaniae e C. lipolytica. Os tamanhos estimados dos produtos
de amplificacdo da regido ITS, com iniciadores ITS1 e ITS4, confirmam nossas
estimativas também feitas com base em pesquisa no GenBank, pois apds analise do
sitio de restricdo com a enzima Haelll, foi possivel diferenciar onze espécies de
Candida. Além disso, os autores também relatam que a enzima Bfal pode ser
utiizada para diferenciagcdo de C. albicans e C. dubliniensis, dado também

confirmado com nossos resultados.
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Grande parte dos estudos nao inclui a espécie C. dubliniensis entre as
espécies padronizadas para identificacdo, esse fato pode ser justificado por conta da
sua alta similaridade genotipica com C. albicans, o que dificulta a diferenciacéo
dessas espécies (BAUTISTA-MUNOZ et al., 2003; MIHERNDI et al., 2005;
NEPPELENBROEK et al., 2006). Entretanto, deve ser levado em consideragéo que
ja existem relatos de infeccéo sistémica causada por essa espécie que comumente
causa candidiase oral e que sdo necessarios métodos que identifiguem
corretamente essa espécie (BARADKAR et al., 2008; LORETO et al., 2010; YU et
al.,, 2012; KHAM et al., 2012). No nosso estudo, Bfal foi a Unica enzima que
diferenciou as espécies C. albicans e C. dubliniensis, podendo entdo ser utilizada
para confirmacdo de casos em que ha suspeita de infecgcéo por C. dubliniensis.

Constatamos que a técnica de PCR-RFLP utilizando os iniciadores
especificos ITS1 e ITS4 e a restricdo com enzima Mspl mostrou resultados
satisfatorios para a maioria das espécies incluidas no estudo, com excecéo de C.
dubliniensis; porém foi capaz de diferenciar as principais espécies de Candida que
sao relatas como mais frequentes causando candidemia no nosso pais, C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis. Demonstrou ser uma técnica rapida, facil interpretacao,
reprodutivel e que pode ser aplicada para identificacdo de espécies clinicamente
importantes de Candida para auxilio no diagnéstico mais rapido e tratamento mais
eficiente. Com relacéo a identificacdo de C. dubliniensis, sugerimos o uso da enzima
Bfal para diferenciacdo com a espécie C. albicans.

Apesar da origem dos isolados incluidos no nosso estudo ser de UTI
neonatal, acreditamos que essa técnica pode ser utilizada para isolados de Candida
provenientes de infec¢bes invasivas, candidiases cutaneas e casos de colonizacéo,
além de isolados de outros espécimes clinicos. Existem trabalhos descritos na
literatura utilizando a técnica de PCR-RFLP com isolados clinicos de Candida
provenientes de origens diversas, como por exemplo, pacientes portadores de SIDA
(IROBI et al., 1999), portadores de vaginites (MOUSAVI et al., 2007), pacientes com
cancer (SHOKOHI et al., 2010), com candidemia (FAHAMI et al., 2010; GHAHRI,
2012), com candidiases diversas (MOHAMMADI et al., 2011), candidiase
vulvovaginal (MOHAMMADI et al., 2012) e colonizag&o oral (MOUSAVI et al., 2012).

A técnica de AP-PCR com o iniciador AP-4 possibilitou a distingdo das nove
espécies cepas padrdo ATCC de Candida incluidas no estudo, ja que todas as

espécies apresentaram perfis de amplificacdo com numero, intensidade e tamanho
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de banda especifico. Essa diferenciacdo pode ser feita claramente pelo gel de
eletroforese, e também na analise do dendograma, ja que cada espécie foi alocada
em grupo distinto e a relacdo de similaridade variou de 38-69%, ratificando o poder
de diferenciagéo das diferentes espécies.

No presente estudo, os resultados com a amplificacdo com o iniciador AP-4
foram obtidos apos otimizacédo das condicdes ideais para deteccdo de produtos de
PCR satisfatorios para andlise desses perfis. Além disso, as rea¢fes também foram
repetidas mais de uma vez para confirmacdo da reprodutibilidade da técnica com
esse iniciador. Um dos fatores que limitam o uso dessa técnica em estudos de
genética molecular € a reprodutibilidade dos produtos de amplificacdo que depende
das condicbes da reacdo de PCR. Por conta disso, se torna extremamente
importante a otimizacdo das condicbes de amplificacdo da reacdo para que esses
resultados sejam reprodutiveis intra e interlaboratorios (WILLIAMS et al., 1990;
WELSH, MCCLELLAND, 1990; CASTIGLIONI, BICUDO, 2003).

Sansinforiano e colaboradores (2001) estudaram as condicdes para
otimizacdo da reacdo de RAPD para leveduras do género Candida e Cryptococcus.
Dentre os fatores estudados, estavam as concentragcdes de DNA Taq polimerase,
ions magnésio, iniciadores arbitrarios, dNTPs, DNA molde, condicbes de
amplificacdo, temperatura de pareamento. Os autores concluiram que todos esses
fatores sdo extremamente importantes para a padronizacao e otimizacao da reacao.
Também relataram que concentracbes diferentes de ions magnésio foram
necessarias para otimizar a reacdo para Candida e Cryptococcus, além de
diferencas na duracdo do tempo de pareamento do iniciador. Além disso, as
amplificacdes RAPD sao repetidas varias vezes, onde a maioria dos marcadores sdo
reproduziveis e identificaveis; além de se estabelecer melhoramentos nos
procedimentos de eletroforese, como a utilizacdo de géis de agarose contendo baixo
ponto de fusdo (Low Melting Point), mais resolutiva, ou entdo um tempo de migracao
maior (WILLIAMS et al., 1990; WELSH, MCCLELLAND, 1990; CASTIGLIONI,
BICUDO, 2003).

Com relacao a identificagdo dos isolados, a amplificacdo com o iniciador AP-4
possibilitou a identificacdo dos isolados C. parapsilosis e C. tropicalis, confirmando a
identificagdo bioquimica destes. Porém, quatorze isolados de C. albicans foram
alocados no mesmo grupo que a cepa padrao ATCC C. dubliniensis. Esse fato

demonstra que o iniciador AP-4 ndo permitiu a producdo de perfis de amplificacéo
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especificos para essas duas espécies, ressaltando a importancia da inclusédo da
espécie C. dubliniensis em estudos de identificacdo molecular de Candida a fim de
encontrar marcadores de amplificacdo que possibilitem essa diferenciacdo. Porém,
vale ressaltar que com relacéo ao isolado da espécie C. guilliermondii, essa técnica
possibilitou a identificacdo correta desse isolado como C. parapsilosis, pois
apresentou alta similaridade com a cepa ATCC e 100% de similaridade com outros
isolados dessa espécie.

Thanos e colaboradores (1996) obtiveram resultados satisfatérios para
identificacdo de espécies de Candida utilizando os iniciadores arbitrarios AP-3 (10
nucleotideos), T3B (19 nucleotideos) derivado das regifes espacadoras intergénicas
e 0s microssatélites (GTG)s e (AC). Os autores observaram produtos de
amplificacdo distintos e reprodutiveis para vinte e seis espécies diferentes de
Candida e outras oito espécies de fungos. Os numeros e tamanhos dos produtos de
amplificacdo foram caracteristicos para cada espécie e foi possivel distinguir
claramente os seus padrbes de amplificacdo. O poder discriminatério dos quatro
iniciadores utilizados neste estudo foi semelhante, no entanto, diferencas mais
importantes e significativas foram observadas entre os perfis gerados por iniciadores
T3B e AP-3.

Em outro estudo, relatado por Correia e colaboradores (2004) com o iniciador
T3B com 19 nucleotideos, foi possivel identificar as espécies C. albicans, C.
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. glabrata e C.
dubliniensis. Todos os isolados clinicos foram alocados nos respectivos grupos com
as cepas ATCC correspondentes e 98% dos 177 isolados foram identificados com
sucesso. Para analise de dendograma, foi utilizado coeficiente de Dice e o poder de
discriminacdo do iniciador foi considerado satisfatorio, pois foi possivel distinguir
claramente espécies altamente correlacionadas como C. albicans e C. dubliniensis.
Os quatro isolados que apresentaram perfis peculiares de amplificacdo foram
investigados por sequenciamento do dominio D1/D2 do rDNA 26S e as sequéncias
de trés isolados mostraram uma similaridade de 100% entre eles e um isolado foi
altamente relacionado com C. parapsilosis, porém essa relacdo pode ser justificada
por conta das trés espécies geneticamente distintas C. parapsilosis, C. metapsilosis
e C. orthopsilosis.

Os isolados de C. tropicalis apresentaram uma baixa variagdo intraespécie e

a maioria dos isolados apresentou similaridade maior que 90%. Segundo Roilides e
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colaboradores (2004), esse fato pode ser justificado por conta dessa espécie ser
pouco frequente em neonatos e a origem da infeccdo ser possivelmente exdgena
por via cruzada. Ja na amplificacdo com os isolados da espécie C. albicans,
observou-se uma maior variagcdo intraespécie, porém foram observados grupos
consistentes com 100% de similaridade entres os isolados, alguns autores relatam
gque a maioria das infec¢cdes causadas por essa espécie tem origem enddgena
(RIBEIRO et al.,, 2004; BARBEDO, SGARBI, 2010; GIOLO, SVIDZINSKI, 2010).
Dentre os isolados de C. parapsilosis, foi possivel observar uma variacao
intraespécie com a formacdo de dois perfis de amplificacdo especificos e essa
variacdo pode ser justificada pelo fato de atualmente a espécie C. parapsilosis ser
formada por um complexo de trés espécies sé distinguidas molecularmente (TAY et
al., 2009; TAVANTI et al.,, 2010). Nossos resultados, s6 podem sugestionar a
presenca do complexo parapsilosis, pois seria necessaria a utilizacdo de cepas
padrdo ATCC das espécies C. metapsilosis e C. orthopsislosis para confirmacao.
Lehmann e colaboradores (1992) observaram a presenca de trés grupos
consistentes com amplificacdo distinta entre os isolados de C. parapsilosis e
também houve a sugestéo de se tratar de espécies correlacionadas geneticamente.

Valério e colaboradores (2006) estudaram os perfis gerados pela técnica de
RAPD utilizando 15 iniciadores, sendo onze deles com sequéncia de 10
nucleotideos e quatro com 19 a 21 nucleotideos em treze isolados de Candida.
Foram detectadas poucas diferencas entre os isolados da mesma espécie, sendo
dificil identificar iniciadores capazes de detectar polimorfismos intraespecificos entre
as espécies, estudando C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata. Contudo, dois
isolados identificados bioquimicamente como C. albicans foram reidentificados como
C. glabrata apos reacdo de RAPD e os autores sugerem que 0s testes fenotipicos
foram insatisfatorios.

Rocha e colaboradores (2008) analisaram por amplificacdo aleatéria de DNA
polimorfico 34 isolados de Candida, 24 C. albicans, quatro C. tropicalis, dois C.
parapsilosis, dois C. dubliniensis, um C. glabrata e um C. krusei e foi utilizado o
iniciador OPG-10, com dez nucleotideos. Os resultados demonstraram que a reacao
de RAPD foi capaz de classificar os isolados de forma coerente, reunindo os
isolados da mesma espécie em um mesmo grupo no dendograma, com excecao dos
dois isolados de Candida parapsilosis, e esse fato pode ser justificado pela nova

classificacéo da espécie C. parapsilosis em complexo parapsilosis.



86

Os dados gerados por amplificacdo de DNA com iniciadores arbitrarios podem
ser avaliados de forma visual no gel de agarose ou digitalmente, utilizando-se
softwares especificos para essa finalidade. O Coeficiente de Dice é um parametro
muito utilizado para avaliar similaridade de Candida neste tipo de estudo (SOLL et
al., 2000). Além da analise feita visualmente no gel de agarose, também usamos o
coeficiente de Dice e o método UPGMA em nosso estudo para avaliagdo dos
resultados obtidos com a reacédo de AP-PCR e a escolha demonstrou ser satisfatoria
para avaliagdo dos perfis obtidos com essa reacdo. A opgéo por esses parametros
foi feita por conta da descrigéo na literatura e recomendacao da maioria das autores
por esses, ja que ndo existe um consenso em reacdes de RAPD e AP-PCR sobre
qual utilizar.

A identificagéo incorreta de leveduras demonstrou que os tradicionais testes
bioguimicos, largamente utilizados para identificacdo das espécies, podem nao
demonstrar sensibilidade para pequenas diferencas entre os isolados de leveduras
provenientes de candidemia hospitalar. Neste contexto, concluimos que as técnicas
moleculares utilizadas nesse estudo podem ser utilizadas com o objetivo de
identificar espécies de Candida clinicamente importantes auxiliando no tratamento

adequado.
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6.0 Concluséao
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1. A frequéncia encontrada de 67% de espécies de Candida n&o-albicans e a
predominancia de C. parapsilosis enfatizam a importancia da identificagéo

dessas leveduras.

2. Atécnica de extracdo de DNA demonstrou resultados satisfatorios.

3. Aidentificacéo pela técnica de PCR-RFLP, utilizando os iniciadores universais
ITS 1 e ITS4 para identificacdo de nove espécies de Candida, demonstraram

os melhores resultados com as enzimas Mspl e Bfal.

4. O estudo tedrico feito com as sequéncias das nove espécies da regido ITS
obtidas no GenBank e os mapas construidos com base no sitio de restricdo
das enzimas foram importantes para confirmar os resultados da técnica de
PCR-RFLP.

5. A andlise genotipica realizada com a técnica de AP-PCR com iniciador AP-4:

a. Demonstrou poder discriminatorio diferenciando as espécies de

Candida, com excecao das espécies C. albicans e C. dubliniensis.

b. Sugestionou a existéncia de espécies diferentes do Complexo

parapsilosis.

6. Com as técnicas moleculares de PCR-RFLP e AP-4, foi possivel reidentificar

o isolado de C. guilliermondii como C. parapsilosis.

7. A correlacdo entre a identificacdo através das técnicas bioquimicas e dos

métodos de biologia molecular foi de 98,5%.
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7.0 Perspectivas




=
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Ampliar o estudo com outras espécies de Candida e com isolados oriundos

de espécimes clinicos diferentes.

Distinguir as espécies do Complexo parapsilosis com sequenciamento e

outras técnicas moleculares.

Incluir outros iniciadores arbitrarios para determinacdo de melhores
marcadores moleculares para identificacdo de espécies e avaliagcdo de

variacfes intraespécies.

Realizar tipagem molecular com a técnica de PFGE (“Pulsed Field Gel

Electrophoresis”).

Determinar os tipos sequéncias pela técnica de MLST (“Multilocus Sequence

Typing”).

Correlacionar a caracterizagdo molecular com avaliacdo de susceptibilidade

antifangica.
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