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RESUMO

As leveduras do género Candida fazem parte da microbiota humana
colonizando o trato gastrintestinal e geniturinario. Quando ocorrem
desequilibrios na microbiota do hospedeiro, seja de ordem imunoldgica ou
fisica, o fungo se propaga causando a candidemia. O presente trabalho
objetivou revalidar isolados de leveduras da Colegdo de Cultura da Micoteca
URM, da Universidade Federal de Pernambuco através da taxonomia
polifasica. Foram utilizados trés métodos para identificacdo das espécies,
através do meio presuntivo cromogénico, com o uso do CHROMAgar™
Candida, onde as col6nias produzem coloragdes tipicas para cada espécie
através de reagdes enzimaticas com a hidrdlise de hexosaminases. Também
através de uso do VITEK 2 COMPACT, que utiliza um sistema automatizado
com base em métodos fenotipicos de assimilagdo para a identificacdo de
espécies de leveduras, e pela identificagdo genbémica através da extracéo e
sequenciamento da regido 28S do rDNA fungico. Os 21 isolados de leveduras
obtidos na Micoteca URM da UFPE foram identificadas como pertencentes as
espécies Candida albicans (9), C. tropicalis (7), C. parapsilosis (4) e C. krusei
(1). Espécies de Candida crescidas em meio cromogénico CHROMAgar™
Candida podem apresentar alteragdes nas coloragdes espécie-especifica
indicadas pela fabricante, isso causado pela producdo de enzimas similares
entre diferentes espécies de Candida. O uso do VITEK 2 COMPACT® como
método de identificacdo de isolados de Candida ndo-C. albicans pode imprimir
resultados discrepantes em relagdo ao padrdo ouro, uma vez que se utiliza de
uma identificacdo fenotipica baseada na assimilacao de testes bioquimicos
fluorescentes. A ldentificagdo genémica, embora mais sensivel e especifica, €
mais custosa em relagcdo as demais plataformas de uso laboratorial aqui
elucidadas. Além de requerer maior expertise técnica em sua manipulagéo.
Conclui-se, entdo, que alternativas como o uso de meios de cultura
presuntivos, técnicas de automagao, assim como técnicas gendmicas podem
auxiliar na identificagdo de isolados fungicos, uma vez que, sejam utilizados
como vias de complemento.

Palavras-chave: Automacgao. Meio Cromogénico. Taxonomia Polifasica



MOURA, Diego Ramos de. POLYPHASIC CHARACTERIZATION AS A TOOL FOR
VALIDATING ISOLATES OF CLINICAL IMPORTANT YEASTS OF THE GENUS
Candida. 2023. 53. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

Yeasts of the genus Candida are part of the human microbiota colonizing the
gastrointestinal and genitourinary tracts. When imbalances occur in the host
microbiota, either immunologically or physically, the fungus spreads causing
candidemia. The present work aims to revalidate yeast isolates from the Culture
Collection of the MICOTECA URM from Federal University of Pernambuco
(UFPE), through polyphasic taxonomy. Three methods were used for species
identification, through the chromogenic presumptive medium, with the use of
CHROMAgar™ Candida, where the colonies produce typical colorations for
each species through enzymatic reactions with the hydrolysis of
hexosaminases. Also, through use of VITEK 2 COMPACT ®, a tool which uses
an automated system based on phenotypic assimilation methods for yeast
species identification, and by genomic identification through extraction and
sequencing of the 28S region of the fungal rDNA. The 21 yeast isolates
obtained from the Micoteca URM were identified as belonging to Candida
albicans (9), C. tropicalis (7), C. parapsilosis (4) and C. krusei (1) species.
Candida species grown on CHROMAgar™ Candida chromogenic medium may
show changes in the species-specific stains indicated by the manufacturer, this
can be caused by similar enzyme production among different Candida species.
The use of VITEK 2 COMPACT® as an identification method for non-C.
albicans Candida isolates may give discrepant results compared to the gold
standard, since it uses a phenotypic identification based on the assimilation of
fluorescent biochemical tests. Genomic identification, although more sensitive
and specific, is more costly compared to the other platforms for laboratory use.
It also requires more technical expertise in its manipulation. It is concluded that
alternatives such as the use of presumptive culture media, automation
techniques, as well as genomic techniques can help in the identification of
fungal isolates, once they are used as complementary pathways.

Keywords: Automation. Chromogenic media. Polyphasic Taxonomy.
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1 INTRODUGAO

As espécies de leveduras do género Candida fazem parte da microbiota
humana, colonizando o trato gastrintestinal e geniturinario. Quando ocorrem
perturbagdes na microbiota ou lesdes nas barreiras intestinais, seja apés uma
cirurgia gastrointestinal ou acometimento em individuos imunocomprometidos,
o fungo se propaga para a cavidade abdominal e invade a corrente sanguinea
provocando a infecgdo conhecida como candidemia (TSCHERNER et al., 2019;
PAPPAS et al., 2018). As estruturas fungicas observadas por Bernhard von
Langenbeck em 1839, hoje conhecidas como blastoconideos de Candida
albicans através da elucidacdo de Robin Berkhout em 1923 estabeleceu o
inicio dos estudos acerca das leveduras pertencentes ao género Candida
(SIDRIM & ROCHA, 2004).

A capacidade dos fungos do género Candida em colonizar as maos dos
profissionais de saude, e consequentemente, os dispositivos médico-invasivos,
como cateteres intravasculares, aumenta a incidéncia de candidemia nos
centros cirurgicos, sobretudo pela capacidade de algumas espécies desse
género produzir biofilmes, aumentando a resisténcia antifungica (SILVA et al.,
2019). A transicao da forma da levedura de agente comensal para oportunista
€ causada, sobretudo, por interagcao dos fatores predisponentes como longos
esquemas de antibioticoterapia, imunossupressao iatrogénica e resisténcia
antifungica (PAPPAS et al., 2018; PITARCH et al., 2018).

Nos casos de candidemia elucidados, as espécies mais prevalentes
causadoras dessa infecgdo sao Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. pelliculosa, C. haemulonii, e mais recentemente, C. auris
(CLANCY et al.,, 2017; McCARTY et al., 2021). As infecgdes causadas por
espécies de Candida correspondem a cerca de 90% dos casos de infecgdes
hematogénicas (KOTEY et al., 2021; McCARTY et al., 2021).

A identificacdo das espécies vem sendo realizada por meio métodos
cromogénicos, como o CHROMAgar™ Candida, que tem se mostrado
essencial para a rapida identificagcao das leveduras, uma vez que se utiliza de

caracteristicas espécie-especifica onde as colbnias produzem coloragdes
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tipicas para cada espécie através de reagdes enzimaticas como a hidrolise de
substratos cromogénicos. O uso de meios presuntivos reduz o tempo de
espera dos resultados e sao faceis de manipular, entretanto, possuem baixa
especificidade na identificacdo presuntiva de espécies de Candida nao-C.
albicans WILLINGER et al., 1999; SANKARI et al, 2019). O uso do VITEK 2
COMPACT®, que utiliza um sistema de métodos fenotipicos e colorimétricos
para a identificagdo automatizada de espécies de Candida, no entanto,
necessita de profissionais capacitados para sua operagao aliado ao elevado
custo do equipamento. Todavia, seu uso esta atrelado a laboratdrios de
referéncia na na identificacdo de espécies de leveduras (AMBARAGHASSI et
al, 2019). Paralelamente, a identificagao através da extragcao do rDNA fungico e
sequenciamento do conteudo gendmico é potencialmente mais sensivel e
especifico para a identificacdo de leveduras, uma vez que a amplificacdo de
DNA com primers fungicos universais aumentam a sensibilidade de deteccao
de espécies de Candida. Nao obstante, seu elevado custo de manutencéo,
aliado a uma necessidade de pessoal treinado, eleva seu custo na rotina
laboratorial (SANKARI et al, 2019).

Com base nisso, o presente estudo buscou realizar a validagao de
leveduras clinicas obtidas na Colecdo de Cultura da Micoteca URM da UFPE
através da caracterizagdo polifasica, a fim de elucidar a interagdo dos
resultados entre a identificacdo presuntiva e de automacdo com os métodos
considerados padrao ouro, visando uma rapida e precisa identificacdo de

espécies fungicas na rotina laboratorial.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Realizar revalidacao de espécies de Candida de importancia médica por

meio de abordagem polifasica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter isolados de leveduras clinicas mantidas na Colegao de
Cultura Micoteca URM;

e Confirmar a identificagdo das espécies de leveduras através de
abordagem polifasica com uso de meio cromogénico, automagao

e genbmica.
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3 RESUMO BIBLIOGRAFICO

3.1 LEVEDURAS

As leveduras sao fungos que apresentam um nucleo por célula, se
dividem por brotamento simples, fissdo binaria ou por brotamento-fissdo a partir
de uma célula mae (SIDRIM e ROCHA, 2004). Possuem um arcabougo de
mucopolissacarideos que as confere protecdo contra a fagocitose por
macrofagos (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Além da parede de sacarideos, estes microrganismos possuem
componentes metabdlicos como mitocbndria, ribossomos e reticulo
endoplasmatico, vacuolos e granulagdes no citoplasma. Sao reproduzidos de
forma assexuada, sendo a mais conhecida das espécies de leveduras é a
Saccharomyces cerevisae, utilizada no processo de fermentagdo de alimentos
(NITZKE e BIEDRZYCKI, 2004). Das leveduras que acometem os humanos, as
mais prevalentes sdo as do género Candida (SILVA et al., 2021).

O método classico de identificagcdo de leveduras se da pela analise da
morfologia celular além da avaliacdo da cultura para testes bioquimicos e
fisiologicos (ARAUJO et al., 2006). Uma forma de identificacéo das leveduras,
€ a utilizacao de meios cromogénicos a fim de avaliar a hidrélise de substratos
cromogénicos como o meio CHROMAgar™ Candida na identificacdo
macroscopica (SILVA et al., 2021). Também s&o usadas provas bioquimicas
como testes de reducdao do nitrato e testes de hidrdlise da ureia a fim de
conectar as caracteristicas morfofisioldgicas encontradas das leveduras com
equipamentos como o VITEK 2 Compact. Além das técnicas de extragdo e
sequenciamento do DNA ribossomal fungico através de reagdes de cadeia
polimerase (PCR) (PAPPAS et al., 2018).

3.2 Candida spp.

Espécies de leveduras do género Candida fazem parte da microbiota
humana (DA ROCHA, 2021). As primeiras documentagdes cientificas dessas
leveduras se deram em 1839 por Bernhard von Langenbeck, onde foram

observadas e isoladas estruturas microscopicas hoje conhecidas como
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blastoconideos de Candida albicans, apenas elucidado como espécie desse
género por Robin Berkhout em 1923 (SIDRIM, 2004). Candida albicans é a
espécie mais predominante causando infecgdées em humanos (BRANCO et al.,
2023).

Taxonomicamente, o género Candida esta incluido no filo Ascomycota,
0s quais possuem afinidades com ascomicetos e basidiomicetos, na classe
Saccharomycetes, na familia Debaryomycetaceae (TAKASHIMA, SUGITA;
2022). Analises multigenes filogenéticas indicam que espécies pertencentes ao
género Candida podem ser divididas em mais de 10 diferentes clados, além de
ocasionais mudangcas em nomes e subdivisdes intra-espécie, a exemplo da
Candida krusei, previamente elucidada como [Issatchenkia orientalis
(TAKASHIMA, SUGITA; 2022).

Do ponto de vista microscépico, essas leveduras podem apresentar
caracteristica asporogenosa com formagdo de blastoconideos, hifas e
pseudo-hifas (McCULLOUGH et al., 1996). Espécies de C. krusei podem se
apresentar nas formas de levedura e pseudo-hifa assim como as espécies de
C. tropicalis, que além das formas de blastosporos (leveduras) pseudo-hifa,
podem apresentar formacgdes de hifa verdadeira. No caso da C. albicans e da
C. parapsilosis, ambas podem formar leveduras e pseudo-hifas por serem
espécies pleomorficas e polimoérficas, a excegcao da C. parapsilosis que nao
formam hifas verdadeiras (PITARCH et al., 2018). Na macroscopia, a maioria
dessas espécies apresentam-se numa coloragdo branca a creme numa
consisténcia cremosa e algodonosa em meio Sabouraud Dextrose Agar, o qual
contém um baixo pH e uma alta concentragao de glicose em sua composi¢ao
(SILVA et al., 2021).

Espécies do género Candida possuem varios atributos de viruléncia que
auxiliam na invasao de tecidos nos hospedeiros, como aderéncia, produgao de
proteases, a formacao de hifas e de biofilmes os quais auxiliam na evasao das
defesas imunitarias do hospedeiro (CHAI et al., 2010).

O dimorfismo celular caracteristico das espécies de C. albicans, faz com
que essas leveduras tenham maior capacidade de aderéncia aos tecidos do
hospedeiro, ora em forma de blastoconideos, ora como hifa. A forma de
pseudo-hifa € encontrada na reproducao da levedura por brotamento, uma vez

que essas novas projegdes surgem da célula mae inicial e ndo se separam
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formando uma estrutura semelhante a de uma hifa (GIOLO & SVIDZINSKI,
2010; SAXENA et al., 2021).

As infec¢des causadas por espécies de Candida correspondem a cerca
de 90% dos casos de enfermidades hematogénicas e um total de 25 mil casos
sdo registrados todos os anos nos Estados Unidos (RAMOS et al., 2018
KOTEY et al., 2021). No Brasil, estudos de GOULART (2016) constataram uma
frequéncia de Candida spp. de 30% na populagdo mato-grossense. C. albicans
€ a espécie mais prevalente causadora dessa infecgdo. Entretanto, é
observado o aumento de infecgdes de outras espécies de Candida em seres
humanos como a C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. pelliculosa, C.

haemulonii, e mais recente, a C. auris (CLANCY et al., 2021).

3.2.1 Candida albicans

Candida albicans se destaca como o agente etioldgico mais relatado no
mundo. Comensal de membranas mucosas gastrointestinais e do trato
geniturinario, em sua maioria, sdo fontes de infeccbes oportunistas nos
hospedeiros (MAGEE et al., 2005; CHAKRABARTI, 2023). A habilidade da C.
albicans em mudar sua forma entre levedura unicelular e hifa e pseudo-hifa
multicelular promove ainda mais a infeccdo no hospedeiro. Essa versatilidade
morfologica tem por finalidade uma resposta do fungo aos fatores ambientais
ao qual esta inserido, garantindo sua sobrevivéncia. Produzem e secretam
fatores que auxiliam na infeccdo, como aspartil-proteases e fosfolipases,
promovem invaséo tecidual e danos aos 6rgéos do hospedeiro (XU et al., 2000;
PAPPAS et al., 2019).

3.2.3 Candida tropicalis

E a segunda espécie de Candida mais prevalente no Brasil e na América
Latina, e costuma vigorar em territoérios de clima mais tropical. Infecgbes sao
mais prevalentes em individuos neutropénicos ou que sofreram tratamento
antimicrobiano de amplo espectro por longo tempo. Possui uma alta taxa de

morbimortalidade em pacientes internados em UTI devido a maior resisténcia
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antifungica e sao resistentes aos mais comuns azéis e a anfotericina B. Partilha
de semelhangas patogénicas com a C. albicans, como proteases, formacao de
biofilme e formagdes hialinas (CHAKRABARTI, 2023; CHAI et al., 2010). As
cepas de C. ftropicalis possuem uma tendéncia em secretar maiores
quantidades de SAP5 e SAP9, proteinases asparticas que sao encontradas nas
paredes celulares fungicas e em macréfagos invadidos apds fagocitose das
leveduras (PAPPAS et al., 2018).

3.2.3 Candida parapsilosis

O poder evolutivo das espécies de Candida contribuiu com a
reclassificagcdo taxondmica de algumas espécies de leveduras do género,
conferindo a C. parapsilosis a subdivisdo em trés novas espécies: C.
parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (TAKASHIMA, SUGITA; 2022).
O potencial da C. parapsilosis de aderir intrinsecamente a superficies abibticas
e aparatos médicos como cateteres, linhas centrais e sondas é crucial para a
formacédo do biofiime e colonizagdo do paciente. O potencial em acometer
recém nascidos prematuros de baixo peso internados em Unidades de Terapia
Intensiva - UTIs neonatais também é grande, onde se aloja via sonda
parenteral (BRANCO, MIRANDA, RODRIGUES, 2023). Possui baixa
resisténcia a antifungicos de primeira escolha, e é causadora da menor taxa de
morbimortalidade entre as espécies de Candida (CHAKRABARTI, 2023). No
Brasil, € a terceira maior causadora de mortes em pacientes diagnosticados
com Candida (BRANCO, MIRANDA, RODRIGUES, 2023).

3.2.4 Candida krusei

Candida krusei € a menos prevalente das espécies que pertencem ao
género Candida. E frequentemente encontrada em pacientes que decorrem de
doengas hematologicas as quais foram submetidos a profilaxia com uso do
fluconazol devido a sua forte resisténcia aos antifungicos de primeira escolha.
A reducédo da afinidade ao gene ERG11 e a pouca expressao do gene ABC1
levam o paciente a uma resisténcia aos azoéis mais comuns (PAPPAS et al.,
2018; CHAKRABARTI, 2023).
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3.3 CANDIDEMIA

E sabido que infeccdes por fungos do género Candida acontecem por
carater oportunista, principalmente em individuos imunocomprometidos. 50%
dos casos de Candidemia diagnosticada em UTls de hospitais provém de
translocacdo da Candida comensal do trato gastrointestinal através da
contaminagdo por catéteres urinarios, intravenosos, valvulas mecéanicas de
coragao e proéteses intradérmicas nas articulagées (CLANCY, NGUYEN, 2018;
NOBILE, JOHNSON, 2015). As infec¢des invasivas por fungos do género
Candida sao chamadas de Candidemia, sendo as espécies encontradas com
maior frequéncia em amostras de sangue venoso de pacientes com
comorbidades em hospitais sdo C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
glabrata (CHANG et al., 2008). Doengas autoimunes né&o tratadas,
imunossupressao, pacientes com uso de cateteres endovenosos em UTls,
idade extrema e diabetes sao fatores de risco do hospedeiro para
desenvolvimento de infecgbes fungicas invasivas (PAPPAS et al., 2003;
NOBILE, JOHNSON, 2015).

Informagdes epidemioldgicas acerca da candidemia nos paises em
desenvolvimento como o Brasil, india e Africa do Sul, integrantes dos BRICS,
séo defasadas. Embora com elevada taxa de morbimortalidade, o estudo de
MONI et al, na india em 2022, relatou uma taxa de sucesso do tratamento da
candidemia de 64,7% dos pacientes.

Com o diagnéstico tardio, a prevencao ineficaz, e o atraso no inicio da
terapia antifungica, os paises em desenvolvimento também enfrentam
questbes de falta de infraestrutura que colocam em xeque as praticas
adequadas para o controle e prevencao das infecgdes. Junto com a falta de
profissionais capacitados, laboratérios e todo o apoio humano por tras do
diagnostico (MONI et al.,, 2022). Aliado a isso, uma grande limitacdo no
tratamento € o aumento de resisténcia das espécies de Candida aos
antifungicos, ao qual se atribui ao uso indiscriminado de medicamentos sem
acompanhamento clinico, antibioticoterapia de amplo espectro e
imunossupressao (PAPPAS et al., 2018).
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3.4 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE CANDIDA SPP.

A identificacdo de espécies de Candida da-se primariamente pela
avaliagcdo macroscopica do fungo, através do uso de meios de cultura
adequados como o0 meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA), que propicia
nutrientes e um ambiente favoravel para o crescimento do fungo,
concomitantemente com a avaliagdo microscopica desse agente através do
exame direto. Do ponto de vista macroscopico, o crescimento das espécies de
Candida se da pela presenca de col6nias de aspecto cremoso e brilhante, de
coloragcédo branca a creme em meio de cultura SDA mantidos a temperatura
ambiente. As leveduras crescem em um intervalo de 24 a 48 horas em meio
SDA e podem apresentar um crescimento filamentoso em algumas espécies,
formando hifas e pseudohifas. Na vertente microscopica, podem ser
encontradas estruturas de blastoconidios, clamidoconidios, artroconideos, hifas
e pseudohifas (MIDGLEY, CLAYTON, HAY, 1998).

Em meio cromogénico, obtém-se a identificagdo presuntiva e seletiva
das espécies de Candida através da avaliacado da impressao de cores das
colénias e a textura produzida através da hidrolise dos substratos
cromogénicos pelas leveduras (NADEEM et al., 2010).

A identificacdo gendmica ocorre através da reagdo PCR, utiliza-se da
amplificagdo de uma sequéncia alvo especifica de uma regido do genoma da
Candida. O DNA ¢é amplificado e detectado utilizando corantes fluorescentes
que se ligam ao DNA a medida em que ocorre a reagao de amplificacéo
(FREITAS et al., 2022), e seu uso esta atrelado como uma ferramenta de
diagnostico mais sensivel frente as demais formas de diagnostico laboratorial
convencionais como o0 exame direto microscépico e a cultura de fungos
(INACIO et al., 2021).

Ja na identificacdo por automacgado, utiliza-se da metodologia
colorimétrica com uso do cartdo YST, ao qual permite a identificacdo de
leveduras através de 47 testes bioquimicos como a avaliagdo metabdlica das
leveduras com fontes de carbono, nitrogénio e atividades enzimaticas. Estes,

incluem a assimilagao de arilamidases, detecgao de oxidases, acidos organicos
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e hidratos de carbono em um intervalo de duracdo de aproximadamente 18
horas (OCHIUZZI et al., 2014).

3.4.1 MEIOS CROMOGENICOS

O primeiro uso de meios cromogénicos para identificagdo de espécies
de Candida é datado de 1994, onde ODDS e BERNAERTS avaliaram um novo
método de identificacdo de espécies fungicas através da evidenciacdo da
enzima hexosaminase das leveduras e da atividade da fosfatase alcalina, que
em contato com o meio de cultura, imprimiram coloragcdes especificas
(SCHARMANN et al., 2020).

Um substrato cromogénico ideal deve ser hidrolisado para liberar um
produto de cor que se concentra no local de inoculagdo do espécime
(WOHLMEISTER et al., 2017). Isso permite uma diferenciacdo clara entre os
fungos que produzem a enzima alvo e os que ndo produzem. Sendo assim,
importante quando se pesquisa espécies de leveduras especificas dentro de
culturas polimicrobianas (J. D. PERRY, FREYDIERE, 2007).

A sintese de uma série de fendlicos prolongados foi relatada por
AAMLID et al., em 1990, onde se tornou elucidado que os meios cromogénicos
que possuem glucosaminidase tém sido aplicados para a detecgao de espécies
de Candida (COOKE et al., 2002).

O meio CHROMAgar™ Candida usa o substrato cromogénico da
beta-glucosaminidase ou indolil-glucosaminidase os quais sao metabolizados
pelas leveduras dando a coloragdo esverdeada para a C. albicans, azulada
para as colénias de C. tropicalis, rosacea para as de C. krusei e branca a
creme para as leveduras de C. parapsilosis (COOKE et al., 2002; CHAI et al.,
2010; PITARCH et al., 2018). A presenga do substrato de beta-hexosaminidase
nos meios cromogénicos ajuda na identificagcado e diferenciacéo de espécies de
C. albicans, mais frequentes, com espécies de leveduras Candida nao-C.
albicans (FREYDIERE et al, 2001).

3.4.2 IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS UTILIZANDO METODO DE
AUTOMACAO
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A analise das espécies fungicas realizado pelo cartdo YST do VITEK 2
COMPACT® acontece no final das reagdes de transmitancia éptica, quando se
obtém um valor que € comparado com o banco de dados do equipamento para
avaliagdo de concordancia e discriminagao, gerando somas quantitativas que
sdo entdo classificadas em 3 variaveis: a primeira, que imprime baixa
discriminagdo, a segunda, com bom nivel de confianga (entre 60 e 99.9% de
probabilidade) e a terceira, onde ndo ha a identificagao do espécime (PITARCH
et al., 2018). Em algumas situagdes onde nao ha a identificagdo da espécie,
além de ser requerida uma atualizagdo do banco de dados para uma melhor
acuracia na identificacdo das espécies, o sistema prové de uma lista de duas a
trés espécies mais préoximas ao taxon através de calculos de probabilidade
acerca dos resultados bioquimicos do perfil metabdlico das espécies de
Candida, como testes de utilizagdo de fonte de carbono como glucose, frutose
e maltose, testes de utilizagdo do nitrogénio como fonte de metabolismo
avaliando aménia e ureia. Do ponto de vista enzimatico, o sistema avalia
esterases, fosfatases e lipases produzidas pelas leveduras de Candida, assim
como testes de susceptibilidade antifungica. O banco de dados do sistema
prové a identificacdo de 200 espécies de leveduras e fungos, porém é limitado
no quesito de investigagao de multipla infecgdo por leveduras de Candida em
uma unica amostra (STEFANIUK, et al., 2016; KAUR et al., 2016; SAXENA et
al., 2021).

3.4.3 IDENTIFICAGAO POR FERRAMENTAS MOLECULARES

Considerado o padrdao ouro do diagndstico molecular em amostras
clinicas, as reagdes de amplificacdo e sequenciamento de DNA da PCR
provém especificidade e a genotipagem das espécies de Candida (SOBEL,
AKINS, 2015). CRAMPIN & MATTHEWS primeiro elucidaram o uso da
ferramenta como forma de diagndstico de infecgdes por Candida em 1993 ao
amplificar o gene HSP90, uma chaperona que facilita o dobramento e formagéao
de novas proteinas, assim como confere resisténcia antifungica as espécies de
C. albicans (SOBEL, AKINS, 2015; O'MEARA et al., 2017).

Regides ITS, conhecidas como “cédigo de barras” do fungo, sao

espacos do DNA fungico usados como alvo para analise e identificacdo das
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espécies de Candida. Estdo localizados entre a subunidade menor SSU e a
subunidade grande LSU do gene rRNA. (BELLEMAIN et al., 2010). Seu
tamanho é de aproximadamente 550bp e varia de acordo com as linhagens das
espécies. E composto por duas variaveis ITS1 e ITS2 no gene ribossomal 5.8S
e 26S (NILSSON et al., 2015). Diversos kits comerciais foram desenvolvidos
para a detecgdo de DNA fungico em espécimes como sangue, soro e plasma.
Esses testes identificam alvos especificos do DNA fungico através de genes de
Candida ja conhecidos fazendo uma reagao em cadeia com diversas copias do
rDNA em sequéncias ribossomais especificas, tais como as regides 5.8S, 18S
e 28S (PITARCH et al., 2018).

O sequenciamento das regides menos conservadas, ITS1 e ITS2 da
subunidade grande LSU do gene 28S do rDNA sio usadas como alvo para
identificacdo de isolados fungicos. Os espagos transcritos internos 1 e 2 estéo
localizados entre os genes do rDNA (GUIMARAES 2016; MARCOS-ARIAS et
al., 2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os isolados de leveduras foram obtidos a partir da Colecao de Cultura
da Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. Utilizou-se o meio
agar Sabouraud para reativagao, cultivo e manutencgéo das espécies.

A analise micromorfologica dos isolados foi realizada através de cultivo
em lamina contendo agar Sabouraud, com isolados crescidos em 7 dias em
temperatura de 37°C. As laminas foram coradas com azul de Amann
(lactofenol blue) e posteriormente, analisadas em microscépio. A analise
macroscopica dos isolados foi realizada apds a inoculagdo dos isolados em

meio agar Sabouraud a 37°C por 7 dias.

4.2 IDENTIFICAGCAO PELO METODO CROMOGENICO UTILIZANDO O
MEIO DE CULTURA CHROMAGAR™ Candida

Foram preparadas suspensdes em agua destilada estérii com as
amostras de leveduras a serem identificadas. A turbidez foi ajustada para
concentracdo correspondente ao padrdao 2 da escala de McFarland e
posteriormente, as referidas suspensdes foram semeadas em meio de cultura
CHROMAgar™ Candida (CHROMAgar Candida, France) contendo 10 g de
Extrato de peptona, 20 g de Glucose, 15 g de Agar, 0.5 g de Cloranfenicol, 2 g
de Chromogenic ix em pH 6.1 contido em placas, as quais foram incubadas a
37°C durante 48 horas segundo COL et al., (2009). A leitura das placas seguiu
as recomendacgdes determinados pela fabricante com a analise de cores,
tamanhos e texturas das colénias onde espécies de C. albicans se apresentam
em tons esverdeados, as de C. fropicalis em cor azul a azul metalico e as

espécies de C. krusei imprimem uma coloragao rosacea.

4.3 IDENTIFICACAO POR AUTOMAGAO VIA VITEK 2 COMPACT ®
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Foram preparadas suspensdes de acordo com MONDELLI et al., (2012),
através da transferéncia de colonias das leveduras para 3,0 ml de solugao
salina (solugédo aquosa a 0,45% a 0,50% de NaCl, pH 4,5 a 7,0) estéril. A
turvacao foi ajustada de acordo com a escala (1,80 - 2,20) de McFarland e
posteriormente, as suspensdes das leveduras foram adicionadas ao cassete
junto com os respectivos cartdes de identificagdo e colocadas no aparelho de
vacuo integrado. Foram realizados 21 testes no aparelho VITEK 2 COMPACT®
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Em seguida, o cassete YST contendo as
suspensdes foi colocado manualmente na cadmara de vacuo e logo apds o
acionamento do vacuo e o ar introduzido, a suspensdo da levedura foi
pressionada através do tubo de transferéncia para dentro dos micro canais
preenchendo todos os pocos de teste presentes nos cartdbes. Os cartdes
inoculados e vedados foram incubados a 35,5 + 1,0 °C. Cada cartdo foi entdo
removido do carrossel da incubadora em intervalos de 15 minutos cada, sendo
transportados para o sistema 6ptico de reacao de leituras e retornando para a
incubadora. Os dados foram coletados em intervalos de 15 minutos durante

todo o periodo de incubacgéo.

4.4 IDENTIFICACAO POR MEIO DA EXTRAGAO DE DNA E
SEQUENCIAMENTO DE ISOLADOS

Para a extragcdo de DNA, as culturas foram crescidas em meio
Sabouraud Dextrose Agar e incubadas a 37°C por 24h. O DNA foi extraido de
acordo com INACIO et al., (2016), onde as amostras biolégicas foram
transferidas para tubos de extragcdo contendo pérolas de vidro e 500uL de
tampéao de extracédo (CTAB 2%, NaCl 1,5 M, 100mM Tris-HCI, 20mM EDTA, 1%
de polivinilpirrolidona) aquecidos a 65°C. As células foram rompidas por
agitacado (5.5 m/s por 60s) em FastPrep® (BIO 101, Farmingdale, New York,
USA) e incubadas a 65°C por 10min. Em seguida, foram adicionados a cada
tubo, 500 pL de Cloroférmio alcool-isoamilico (24:1) e o material centrifugado a
13000g por 10min. O sobrenadante foi transferido para tubos limpos, sendo
entdo adicionados a mesma proporgao de isopropanol e 20uL de acetato de

sédio (0,3 M, pH 6). Em seguida, a amostra foi centrifugada (13000g por
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10min), onde o pellet de DNA lavado com etanol 70% e seco a 30°C por 10min.
Ao final do processo, o DNA foi ressuspendido em 50ul de agua ultrapura e
mantido a 4°C até o momento das analises.

Os primers utilizados neste estudo sido espécie-especificos para
Candida albicans (CA, 5'- TCAACTTGTCACAGATTATT-3"), C. tropicalis, (CT,
5'- AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3), C. krusei (CK, 5'-
GATTTAGTACTACACTGCGTC A-3'), C. glabrata (CGLA, 5-CAC GAC TCG
ACA CTT TCT AAT T-3') e ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) como
primer reverso. Para os isolados de leveduras que ndo apresentaram primers
espécie-especifico correspondente, foi adotado o sequenciamento parcial do
dominio D1/D2 da regido LSU 28S do rDNA utilizando os primers NL1 (5' —
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3" e NL4 (5' -
GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 3'). Nas reacoes de PCR foram obtidos
volumes finais de 12,5 uL contendo 7,45uL de ddH20, 1uL de cada primer (5
pmol), 1,25 pyL do tampao da PCR, 0,5 pL de MgCI2 (50mM), 0.25 puL de dNTP
(10mM), 0.05 uL de Taq DNA polymerase 5U (Invitrogen, Brasil) e 1uL de DNA
molde. Seguindo os parémetros estabelecidos por (LI et al, 2003) e por
(ASADZAEH et al, 2009) nas reacdes de PCR, consistindo na desnaturacéo
inicial @ 95 °C por 5 min, realizada em 35 ciclos de desnaturagcao a 95°C por
30s, 11 anelamentos a 57°C por 30s, extensao a 72 °C por 30s e extensao final
a 72°C por 10 min. Ao fim do processo, os produtos de DNA foram montados
em parafilme (5uL do produto de extragéo, 2uL GLB e 2uL GelRed), usando o
marcador de DNA Lambda como padrdo. O DNA foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1,5% contendo o tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE), com
voltagem de 100v por 20 min. Posteriormente, o DNA foi analisado quanto a
qualidade e quantidade em um transiluminador. Os produtos da PCR foram
purificados com o uso do kit GendJET PCR Purification (Fermentas, UK) e
sequenciadas na Plataforma de sequenciamento LABCEN/CCB (UFPE)
segundo protocolos padronizados. ApdOs 0s ensaios, as sequéncias consenso
serdo obtidas por meio do programa Sequencher 4.7. As sequéncias de
nucleotideos foram submetidas a ferramenta BLAST do GenBank NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) para busca por similaridade. As novas sequéncias
foram alinhadas com as sequéncias de confianga depositadas no banco de

dados e analisadas filogeneticamente com o auxilio do programa MEGA X.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OBTENGCAO DAS LEVEDURAS E ANALISE MORFOLOGICA

Foram obtidos 21 isolados clinicos de leveduras da MICOTECA URM da
Universidade Federal de Pernambuco. Para a manutengao dos isolados, foram
realizados repiques em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e os tubos
mantidos a temperatura ambiente. Os isolados foram reativados em cultura
crescida em meio inclinado com uso de 6leo mineral esterilizado (BRAZ et al.,
2009). Apos sucessivos repiques, os isolados foram analisados quanto a sua
consisténcia macroscopica e em lamina, corados com corante azul de Amann

(Lactofenol Blue) e suas estruturas microscopicas evidenciadas. (Quadro 1).

Quadro 1 - Comparacgao entre apresentagées Macro e Microscopicas

dos isolados de Candida em meio agar Sabouraud.

Espécie Estruturas Caracteristicas
Microscopicas em Macroscopicas em
lamina meio SDA
Candida albicans Levedura, hifa e Aspecto umido,
pseudo-hifa branco a creme e

consisténcia

cremosa

C. parapsilosis Leveduras em formas = Aspecto umido, de
convexas e circulares, = branco a bege claro

pseudo-hifa
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C. tropicalis

Levedura e pseudo-hifa

Consisténcia
cremosa, Aspecto

creme a rosaceo

C. krusei

Levedura e pseudo-hifa

Circular, bege leve.
Aspecto mucoide e

brilhoso

Segundo KURTZMAN e colaboradores (2011), as leveduras podem

apresentar diferentes morfotipos celulares, dentre elas, globosa, elipsoidal,

cilindrica, ovalada e alongada Os isolados 1697 e 06T apresentaram, em

microscopia, leveduras cilindricas e globosas com presenga de brotamentos,

sobretudo no isolado 1697. Na observagdo macroscoépica, foram evidenciadas

coloragbes que variavam de branco a creme; com aspecto viscoso e

aveludado, variando também entre caracteristicas rugosas, como no isolado

1697 e cerebriforme, como no isolado 06K (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Analise morfologica dos isolados de Candida
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Fonte: O autor

5.2 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados das identificacbes dos isolados clinicos
foi feita a partir de médias e percentuais. Os dados foram armazenados em
uma planilha do Excel (Microsoft Corporation), apos esse armazenamento, uma
analise dos dados foi realizada. Essa analise consistiu na leitura flutuante do

conjunto de informagdes obtidas, seguida da interpretacdo dessas informacgdes.

Os percentuais de concordancia foram obtidos pelo numero de isolados
positivos no meio cromogénico, no sequenciamento genémico e no método de
automacgao vezes 100. O percentual de discordancia dos resultados foi feito a

partir da subtracao do percentual de concordancia obtido por cem.

5.3 AVALIACAO DO MEIO CROMOGENICO

Dos 21 isolados clinicos estudados, 100% (9) dos isolados de Candida
albicans imprimiram coloragdo verde em meio CHROMAgar™ tipica para a
espécie. Entretanto, houve uma discordancia em torno de 28,56% (2) dos
isolados de C. tropicalis entre 0 meio cromogénico e a identificacdo gendmica,
onde deveriam ser observadas col6nias de coloracdo azul a azul metalico,
como informados pela fabricante (Quadro 2). No caso, o isolado 1347 imprimiu
uma coloragdao verde e em pontos, bege escuro, destoando do padréo
sugestivo de cor azul. O mesmo foi identificado nas colénias de C. parapsilosis,
onde 25% (1) diferiram do resultado indicado. O isolado 6410 imprimiu um mix
de cores entre o verde e o amarelo claro. Isso pode ocorrer devido a producao

de enzimas similares entre espécies de Candida proximas de clado.

Quadro 2 - Taxa de correlagao entre a identificacdo genémica e
CHROMAgar™ Candida
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Espécie Coloragao no Concordancia de Discordancia de
meio resultados entre resultados entre
CHROMAgar™ sequenciamento e  sequenciamento e
Candida, meio cromogénico  meio cromogénico
segundo

informacdes do

fabricante
Candida Verde a verde 9 (100%) 0 (0%)
albicans (9) metalico
C. Rosa a creme, 3 (75%) 1(25%)
parapsilosis lisa
(4)
C. tropicalis Azul a azul 5(71,44%) 2 (28,56%)
(7) metalico
C. krusei (1) | Rosaceo a roxo, 1 (100%) 0 (0%)
rugoso

O crescimento de um isolado com coloragao creme rosacea, identificado
pelo padrao ouro como Candida parapsilosis foi impresso com uma mistura de
coloragdes que, segundo a fabricante, identificariam espécies de C. krusei e C.
glabrata (Figura 2). O potencial de sensibilidade do meio frente a identificagéo
dessa espécie € inferior comparado aos isolados de Candida albicans em meio

cromogeénico.
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Figura 2 - Meio CHROMAgar ™ Candida evidenciando cores na identificacéo

presuntiva de espécies de Candida.

Placa de Petri contendo meio CHROMagar evidenciando colorag6es impressas das espécies
de Candida.

Fonte: O autor

A deteccao de diferentes espécies de leveduras no meio cromogénico se
utiliza da variagdo de pigmentagdo dos substratos secundarios que reagem
com as enzimas secretadas pelas leveduras (NADEEM et al., 2010). Isolados
de C. albicans produzem a [B-N-Acetylglucosaminidases (GIcNAcases), um
substrato cromogénico de hexosaminidase que é incorporado diretamente no
meio de cultura e os isolados de C. albicans sao identificados por crescerem
em colbnias verdes com a clivagem do substrato de esterase. Essas enzimas
possuem a funcdo de quebrar grandes complexos de carboidratos e estao
envolvidas em processos de remodelagdo da parede celular fungica, formagéao
de biofilme e em interagbes hospedeiro-patdégeno. As GIcNAcases podem ser
produzidas pelas espécies de Candida nas formas endo e exo-GlcNAcases.
Essas enzimas possuem substratos especificos e clivam residuos de GIcNAc
de diferentes posi¢ées das moléculas de carboidrato (ZHANG et al., 2018;
MULET BAYONA et al., 2022). As reacbes de enzima-substrato ndao sao
exclusivas de apenas uma espécie de Candida, levando a producao de cores
similares entre outras espécies (SANKARI et al., 2019).
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Fenotipicamente, é dificil distinguir as espécies de Candida entre si.
Candida auris, em meio CHROMAgar™ Candida, por exemplo, imprime a
mesma coloragao rosa-arroxeada que C. krusei. No entanto, em meio
cromogénico, teoricamente, haveria uma distingdo de cores gracas as
secregdes de enzimas e substratos especificos dessas espécies. Ambos os
isolados carregam caracteristicas genéticas semelhantes (RUIZ-GAITAN et al.,
2023). Uma possivel forma presuntiva de diferenciagdo entre C. krusei e C.
auris em meio cromogénico seria a de inocular ambos os isolados com altas

doses de fluconazol.

O meio presuntivo, entretanto, mostrou-se altamente sensivel as espécies
de C. albicans. Em torno de 100% (9) das amostras analisadas imprimiram
uma coloracdo verde, mostrando sua capacidade de contribuigdo em um
diagndstico presuntivo rapido e pratico. Entretanto, devido a discrepancia de
resultados em colonias de Candida n&o-C. albicans, torna-se necessario a
concatenacao desses dados fenotipicos com outros métodos de identificacao.
O uso do novo meio CHROMAgar™ Candida Plus (CHROMAgar™, France),
evidenciado por MULET BAYONA e colaboradores (2020), mostrou ter uma
maior sensibilidade na impressdo das coloracbes de colonias de C. nao-C.

albicans. O tempo de crescimento das col6nias também diminuiu para 36h.

Espécies de Candida albicans identificadas em meio CHROMagar
Candida sao mais sensiveis a agcdo da (B-N-Acetylglucosaminidases, utilizada
para a evidenciacdo da coloragdo tipica verde. Seu alto indice de
especificidade se faz essencial para o uso do meio cromogénico como triagem
na rotina laboratorial em casos de suspeitas de infecgdes nosocomiais por
Candida, uma vez que a espécie € a mais prevalente de todas elucidadas em
casos de infecgbes em UTIls (MULET BAYONA et al, 2022; KIDD et al., 2023).
Em contrapartida, espécies de C. nao-C. albicans podem sofrer interferéncias
em seus resultados no meio cromogénico sendo necessario 0 uso de

ferramentas complementares de identificagéao.

5.4 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS POR MEIO DO VITEK 2 COMPACT®
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O sistema VITEK 2 COMPACT® identifica e estabelece o padrdo de
suscetibilidade de varios microrganismos. O cartdo YST (Figura 3) permite a
identificacdo de leveduras e organismos clinicamente importantes relacionados
através de 47 testes bioquimicos fluorescentes, que incluem assimilagdo de
carboidratos e acidos orgéanicos e deteccao de oxidases e arilamidases. O uso
do VITEK 2 COMPACT® auxiliou na identificagcao dos isolados de colénias de

Candida albicans mostrando uma alta sensibilidade e especificidade.

Figura 3 - Montagem do cassete YST do VITEK 2 COMPACT® na rack do

equipamento para identificacdo de leveduras

Fonte: o autor

Na identificacdo de isolados de Candida nao-C. albicans, o equipamento
imprimiu resultados diferentes do padrao ouro, como no isolado 07AM,
identificado pelo equipamento como C. parapsilosis com 89% de nivel de
discriminagdo e na genémica como C. albicans. Isso pode acontecer devido a
dificuldades na distingdo de espécies de Candida pelo equipamento VITEK 2
COMPACT® em versdes iguais ou prévias a 8.07 (STEFANIUK et al., 2016;
RAMOS et al, 2018; MULET BAYONA et al., 2020). A versado atualizada do
software do VITEK 2 COMPACT® prové uma maior acuracia na distingdo de

espécies fungicas, especialmente as mais préximas evolutivamente, O isolado



35

06K, identificado pela genémica como Candida krusei, recebeu pelo VITEK 2
COMPACT ® um indice de baixa discriminacdo indicando probabilidade de
50% ser um isolado de C. ciferrii e 50% de ser um isolado de C. famata.
(Quadro 4) Isso pode ocorrer devido a uma deficiéncia de informag¢des no
banco de dados do aparelho (STEFANIUK et al., 2016), ou pelas formas que
essa espécie pode ser detectada, na forma teleomorfa como Pichia
kudriavzevii, ao qual se reproduz sexuadamente, ou como era previamente

identificada como Issatchenkia orientalis (KIDD et al., 2023).

Quadro 3 - Quadro de correlagao entre a identificagdo gendmica e o
VITEK 2 COMPACT®

Espécie Concordéncia de Discordancia de
resultados entre resultados entre
sequenciamento e sequenciamento e
VITEK 2 COMPACT® VITEK 2
COMPACT®
Candida albicans (9) 8 (88,89%) 1(11,11%)
Candida n&o-C.albicans (12) 6 (50%) 6 (50%)

5.5 IDENTIFICACAO GENOMICA DOS ISOLADOS

A identificagdo genbmica dos isolados de leveduras se deu pela
amplificagdo do DNA com primers de fungos universais e se mostrou
potencialmente mais sensivel e especifica na deteccdo de espécies de
Candida (WAHYUNINGSIH et al, 2000; JAFARI et al., 2017). Apos as reagdes
de PCR, foram observados amplicons de isolados de Candida por meio de um
transiluminador  evidenciando um  fragmento com tamanho de
aproximadamente 900bp (Figura 4). Na primeira pista, foi utilizado o marcador

1Kb Plus DNA Ladder e na segunda, o controle negativo.



36

Figura 4 - Amplificagdo da regiao 28S do rDNA de isolados de Candida com

os amplicons obtido visualizados em transiluminador.

CP CN 06K 109 HC 6410

Fonte: O autor

Na primeira coluna (CP), ha o marcador 1Kb Plus DNA Ladder de 900bp, na segunda,
o controle negativo (CN). As subsequentes colunas indicam os diferentes isolados de
Candida. Da esquerda para direita, respectivamente: 06K, 109, HC e 6410.

Apds a busca por similaridade nas plataformas BLAST do Genbank das
sequéncias consenso obtidas apds os ensaios de PCR e sequenciamento, as
leveduras foram identificadas como pertencentes as espécies Candida albicans
(9), Candida tropicalis (7), Candida parapsilosis (4) e Candida krusei (1).
(Quadro 5).

Quadro 4 — Identificacdo gendmica de isolados de leveduras.

ISOLADO CcODIGO MICOTECA ESPECIE
URM/GENBANK



6410 MW829748.1 Candida parapsilosis

142 - C. parapsilosis
96 MW829735 C. albicans
1173 URMB8666 C. albicans
03 URM8369 C. albicans
1697 URMB8669 C. albicans
1345 URM8376 C. tropicalis
416 URM8374 C. tropicalis
50 URMS8670 C. tropicalis
02AM URMB8368 C. albicans
HC - C. albicans
1657 URMB8667 C. albicans
1175 URM8373 C. tropicalis
06T URM8377 C. tropicalis
109 - C. parapsilosis
04AM URM15813 C. parapsilosis

01AM URMB8671 C. tropicalis
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07AM URMB8668 C. albicans
05 URM8672 C. tropicalis
06K URMS8371 C. krusei
99 MW829748 C. albicans

- :isolado sem cédigo de depdsito

A andlise do sequenciamento a partir do software MEGA X permitiu
inferir relagdes evolutivas resultando em uma arvore com valores de bootstrap
de 100% para identificagcdo dos isolados estudados, com uma taxa de
confianga de 0,02. A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons
associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) sdo mostrados
ao lado dos ramos. A arvore foi desenhada em escala, com comprimentos de
galhos nas mesmas unidades das distancias evolutivas usadas para inferir a
arvore filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método
de Kimura (NISHIMAKI et al, 2019) e estdo nas unidades do numero de
substituicbes de bases por sitio. A analise envolveu 30 sequéncias de
nucleotideos. As posicbes de cédon incluidas foram 1° + 2° + 3° +
Nao-codificante. Todas as posi¢cdes contendo lacunas e dados ausentes foram
eliminadas. Havia um total de 469 posi¢ées no conjunto de dados final (Figura
5).

Figura 5 - Analise filogenética dos isolados de Candida estudados.
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30 Candida tropicalis MWE29742.1
410 Candida tropicalis URME374
06T Candida tropicalis URME377
1345 Candlida tropicalis URMS376
175 Candida tropicalis URMS373
1047 Candida tropicalis
5 Candida tropicalis URMEE72
I Candida tropicalis URMB6T1
Candida tropicaliz ¥-12065TY 0457401
Candida sajas U7I070.1
Candida maltose F-17077TF0U45745.1
Candida neerlandica 27057 TTAF245404. ]
L Candida viswanaths 000070457 52.1
Candida metapsilosis MCO448/ D021 3057.7
Candida arihopsilosis strain BF02-7-15-0204-F-2fAF520405. 1
Candida parapsilosis -120609T70457 54
4 Candlida parapsilosis 15813
#4110 Candiaa parapsilosis MAW829748.7
L Candida buenavistaensis 1-27734TIAY242341.1
Candida albicans F-12983TF 045776
2 Candida albicans URM 8368
3 Candida albicans URM 8369
00 Candida albicans MWW829748
142 Candida albicans
94 Candias albicans MIWE29735.7
- 1173 Candida albicans URMS666
1697 Candida albicans URMEEES
Candida glabrata F-65TV 448081
| 08X Candlida krusei URME371
100 | Candida krusei NRRI ¥V-3306T

99

43

40

55

23 95

100

10

=

——
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A partir do cladograma obtido através do sequenciamento gendmico dos
isolados, podemos inferir a presenga de dois grandes grupos, um deles, de
Candida tropicalis, sendo o mais filogeneticamente evoluido. Espécies de C.
tropicalis possuem maior taxa de resisténcia a antifungicos de primeira escolha
como o azois e anfotericina B. Mesmo sendo de grande distancia evolutiva com
as espécies de C. albicans, compartilham de semelhangas patogénicas como
sintese de proteases, formacdo de biofime e formagdes hialinas
(CHAKRABARTI, 2023).

Os isolados de Candida parapsilosis aparecem préoximos a C.
orthopsilosis e C. metapsilosis. Como sugerido por TAKASHIMA & SUGITA

(2022), houve uma reclassificagdo taxonémica na qual trés novas espécies de
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Candida foram elucidadas a partir de uma evolucdo de cepas da C.
parapsilosis, sendo agora dividida em trés espécies (Complexo C.
parapsilosis).

Filogeneticamente mais distante, o isolado de C. krusei aparece ao fim
da arvore filogenética, é a forma anamorfa da espécie Pichia kudriavzevii, um
importante fungo utilizado na industria. Sua taxonomia foi primeiro elucidada
por KURTZMAN e colaboradores na década de 1980, onde foi comprovado que
ambas sao espécies colineares, poréem uma causa doenga em humanos, outra
€ usada na industria de bioenergias (DOUGLASS et al., 2018). Sua grande
distancia com outras espécies de Candida na analise filogenética do rDNA fez
com que sua classificagdo taxonbmica fosse alterada e a espécie seja
pertencente ao género Pichia, na familia Pichiaceae (DOUGLASS et al., 2018;
CHAKRABARTI, 2023).
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6 CONCLUSAO

Portanto, conclui-se que o meio cromogénico foi sensivel e especifico na
discriminagcao das espécies de Candida albicans. Entretanto, foi pouco sensivel
na diferenciacdo das espécies de Candida ndo-C. albicans. E um meio barato,
de facil manipulacdo e que imprime resultados em até 48 horas, acelerando o
processo de identificacdo presuntiva na rotina laboratorial.

O uso do VITEK 2 como método de identificacao de isolados de Candida
nao-C. albicans pode imprimir resultados discrepantes em relagdo ao padréao
ouro em versdes anteriores a 8.01, entretanto, seu custo beneficio € grande,
sobretudo no uso laboratorial, por ser um maquinario capaz de identificar
espécies e imprimir testes de susceptibilidade a antifungicos.

A identificacdo genbmica das espécies oferece uma alta especificidade
em relacdo aos demais métodos de identificacdo. Entretanto, seu alto custo de
manutencdo e potencial laboral, diminuem a sua utilizagdo na rotina
laboratorial.

Alternativas como uso de meios de cultura presuntivos, automacao e

gendmica auxiliam na identificacao de espécies.
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