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Resumo

Nesse trabalho, o0 meio cromogénico CHROMagar Candida e a técnica de semi-nested PCR (sn-PCR)
foram comparados quanto a sua capacidade de identificar a espécie de 52 isolados diaiudislae

sp. Com o emprego do meio cromogénico, 39 (75%) isolados foram identificados presuntivamente como
C. albicangn = 22),C. glabrata(n = 9),C. tropicalis(n = 5) eC. krusein = 3). Treze isolados (25%) n&do
puderam ser identificados. Por meio da técnica de sn-PCR, que se baseia na amplificagdo de uma regido
do cluster génico dBNA ribossomal (5.8S — 28S), 43 (83%) isolados foram identificados €mo
albicans(n = 24),C. glabrata(n = 11),C. tropicalis(n = 5),C. parapsilosign = 3) e nove isolados ndo
puderam ser identificados em nivel de espécie. Entre os 52 isolados analisados, 34 (65,4%) apresentaram
resultados concordantes pelos dois métodos, 12 (23,1%) apresentaram resultados discrepantes, e 6
(11,5%) ndo puderam ser identificadas por nenhuma das duas metodologias. Os resultados indicam que
ambas as técnicas apresentam limitagcdes, mas o método de sn-PCR é mais adequado que o meio
cromogénico para a identificacéo de espécies do g&aerdidg devido ao menor nimero de isolados

que ndo puderam ser identificados.
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Abstract

In this studythe chromogenic medium CHROMagar Candida™ and semi-nested PCR-based assay (sn-
PCR) were compared in relation to their capacity to identify the species of 52 clinical isolzaesliofa

sp. By using the chromogenic medium, 39 (75%) yeasts isolates were presumptively identified as
albicans(n = 22),C. glabrata(n = 9),C. tropicalis(n = 5) andC. krusei(n = 3). Thirteen isolates (25%)
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were not distinguishable to the species level. Through the sn-PCR, that is based on the ribosomal RNA
genes (5.85 — 28S) cluster amplifications, 43 (83%) isolates were identifieciscans(n = 24),C.
glabrata(n = 11),C. tropicalis(n = 5),C. parapsilosign = 3) and nine isolates could not be identified

to the species level. Among the 52 analyzed isolates, 34 (65.4%) were in accordance with both methods, 12
(23.1%) showed discrepant results, and 6 (11.5%) could not be identified by any of the methodologies. The
results indicate that both methods are limited, but the sn-PCR is more adequate than the chromogenic medium
to identify species of th€andidagenus, due to the lowest number of isolates that could not be identified.
Key words: Candidasp. Identification. CHROMagar médium. Semi-nested PCR.

Introducao 2003; SANCHEZ-YARGAS et al., 2005). Além disso,
as espécies deéandidaapresentam sensibilidade

Espécies do génerGandidafazem parte da yariada aos novos antifiingicos em desenvolvimento
microbiota normal de superficies mucosas do tralPEALLER et al., 1999).
gastrointestinal e genital de animais, inclusive dos A incidéncia de infeccbes causadas Pandida
humanos. Entretanto, podem ser responsaveis BY tem aumentado nas Ultimas décadas,
uma variedade de quadros clinicos, desde infeccdfgticularmente entre pacientes hospitalizados e
superficiais de mucosa, como candidiase VU|V0Vagir]ﬁHunocomprometidos. Emboi@. albicansseja a
e orofaringea, até infec¢des sistémicas principalmenigyis freqiientemente isolada de amostras clinicas, as
quando fatores de risco estdo presentes n@spécies ndatbicans estdo significativamente
hospedeiros humanos. Esses fatores geralmegfgergindo, entre elas. dubliniensis, C. glabrata,
incluem: uso prolongado e indiscriminado de . kusei, C. parapsilosis C. tropicalis (HAZEN,
antimicrobianos de amplo espectro, uso de esterdidegys: HA'NES, 2001). A raz&o para o aumento de
ou outras substancias imunossupressaiabetes ¢asos de candidiase causada por espécies nao-
mellitus AIDS e func¢des fagocitarias alteradag|picans ainda é obscura. Contudo, a menor
(WEIG; GROB; MUHLSCHLEGEL, 1998). sensibilidade dessas espécies aos agentes antifingicos

Como microrganismo oportunista, essas levedurgg yso clinico (COLLIN; CLANCYNGUYEN,
podem expressararios fatores de viruléncia quej999) parece ser parcialmente responsavel por esse
contribuem para a patogénese da infec¢cdo. Enfjgadro. Devido a esse fato, a identificagso do agente
esses fatOI’es, encontram-se adesao as Ceu.ll@ iﬁ]portante para 0 planejamento terapéutico e
tecidos dos hospedeiros, secrecdo de enzimagudos epidemioldgicos.
hidroliticas (proteases, fosfolipases e lipases), A identificagdo por métodos convencionais é
alteracéo fenotipica da morfologia celular e dgapalhosa e requer longo periodo de tempo. Esses
colonia gwitching fenotipico) e dimorfismo metodos sdo baseados na micromorfologia das
(CALDERONE; FONZI, 2001). Diferencas naco|gnias, assimilagdo de aclcares e testes de
expressao desses fatores tém sido descritas de@@Fﬁ\entagao KURTZMAN; FELL, 1998. Para
infeccdes em sitios anatomicos distintos (HUBEpinimizar o tempo desses procedimentos, varios
2004), bem como entre espécies diferent@gstemas comerciais baseados em testes bioquimicos
(HAYNES, 2001). estdo disponiveis para identificacdo presuntiva das

As Candidiases SﬁO usualmente tl’atadaS CQ{HerenteS espécies @andlda Esses métodos
derivados poliénicos (anfotericina B) e imidazolicogyidenciam caracteristicas fenotipicas, e estas podem
(f|UCOHaZO|, CEtOCOHaZOL ItI’aCOHaZO|). Entretant%ofrer Variagao entre amostras da mesma espécie.
relatos de isolados resistentes a essas substanciagsrios meios seletivos diferenciais Cromogénicos
surgiram rapidamente na literatura (PRICEjara identificagdo presuntiva das amostras de
LaROCCO; GENTR, 1994, MATHEMA et al., candida foram desenvolvidos (ODDS;
2001; SANT'ANA et al., 2002; CANTON et al., BERNAERTS, 1994: COOKE et al., 2002:
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HORVATH et al., 2003; KHAN et al., 2004). Essesesverdeadas, enquan@ tropicalis apresenta
meios contém substratos que reagem com enzintadoracdo azul e um pigmento parpura ao redor da
secretadas pelos fungos produzindo colbnias caralénia. A coloragéo rosa pode indicar a presenga
varias pigmentacdes. Essas enzimas sédo espécibs-C. krusej cujas colbnias sédo grandes e
especificas, e permitem identificar os microrganismagpresentam aspecto rugo€d. glabratatambém
através da cor e caracteristicas da col6nia. produz coldnias rosas, entretanto sao pequenas e lisas.
Com os avancos da biologia molecubadirios Outras espécies crescem como colbnias brancas, ndo
métodos moleculares tém sido empregados comermitindo a sua identificacéo.
ferramenta importante na identificagdoCkndida As amostras de referéncia incluidas nesse estudo
sp. Frequentemente, esses métodos baseiam-sdonam fornecidas pela Fundacédo Instituto Oswaldo
técnica de amplificacdo em cadeia pela polimerageruz (FIOCRUZ, RJ)C. albicansATCC 10231,
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos dD. parapsilosisATCC 22019, &. tropicalisATCC
randomicodERJAVEC; VERWEIJ, 2003. 28707.
O objetivo desse estudo foi comparar a utilizacao
do meio cromogénico CHROMagar Candida e Bxtracdo de DNA
reacdo de semi-nested PCR (AHMAD et al.,

_ o o _ 2002) O DNA genémico foi extraido pelo méetodo
para identificacdo das espécies@hndida

descrito em Ausubel et al. (1999) com algumas
modificacdes. Resumidamente, os isolados foram
cultivados em 3 mL de meio Sabouraud liquido a 37
°C sob agitacao durante 24 horas. As células foram
Isolados de Candida sp centrifugadas a 10.0@ lavadas com 4gua destilada

. - o L rilizada. imento foi r n m tampa
Trinta e dois isolados vaginais e vinte isolados oeeSte ada. O sedimento foi ressuspenso em tampao

cavidade bucal foram utilizados nesse estudo. Rg lise TENTS (10|.n;|(\)lll'rls. HCI pH 8’2’ 1 mM
amostras vaginais foram isoladas no Laboratorio Eg TA, 100 mMNaCl; 2%]riton X-100, 1%DS),

Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas Ozapérolas de vidro (2 mm) e fenol saturado. A

Universidade Estadual de Maringa, em 2003. Assuspensao foi homogeneizada em vortex trés vezes

amostras de cavidade bucal foram isoladas no Cenq}brame 1 minuto cada. O lisado fol desprateinizado

. . m uma mistura contendo fenol, cloroférmio e alcool
Integrado de Doencas Infecciosas de Londrina, e_cf% uma mistura contendo fenol, cloroformio e alcoo

2005. As amostras estavam armazenadas em ébSL?gm'“CO_ (25:_2_4:1’\//\/)' O DNA presente na fase
destilada a -20°C (McGINNIS; PADHYE: aquosa foi precipitado com etanol absoluto por 2 horas,

0
AJELLO, 1974), lavado com etanol 70% (v/v), seco e ressuspenso

As amostras foram cultivadas em agar Sabourafid™ 50 pL de agua deionizada estéril. O DNA foi
(HIMEDIA, india) a 37°C, durante 24 - 48 horas, 3t2do com 1ul RNAse A (1 mg/mL) a 37 °C por 1

para analises posteriores. Uma coldnia de cada isol ya € as concentragges foram estlmadgs por

foi inoculada simultaneamente em meio CHROMagglletrOforeSe em gel de agarose como descrito em

Candida (Probac, Brasil) e caldo Sabouraud e ggmbrooke Russel (2001).

culturas foram incubadas nas mesmas condi¢cdes L

anteriores. As células em meio liquido foram utiIizadaF‘ée"’IQao de amplificagao

para extracdo de DNA. A identificagcdo molecular dos isolados foi realizada
A identificacdo das espécies do généemdida por meio da técnica de sn-PCR descrita por Ahmad

no meio cromogénico baseia-se no aspectoeeal. (2002). Assim, as reagfes de amplificagcdo de

coloracédo das colbnias. Dessa forma, o crescime®@®lA foram realizadas no termociclador Primus 96

de C. albicansé caracterizado por colbnias lisas €lus (MWGAG Biotech) em volume final de 20 pL.
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Para o primeiro ciclo de amplificacéo, foram utilizadoResultados

20 mM Tris HCI pH 8,4, 50 mM KClI, 2 mM MgC]|

1 UTaqDNA polimerase, 10 pmoles dos iniciadores Neste trabalho, a utilizag&o do meio cromogénico
universais CTSF e CTSR, 1 pL do DNA extraido daermitiu a identificagéo presuntiva de 39 isolados de
cultura (cerca de 20 ng), 0,1 mM dNTPsleveduras (75%), enquanto pela técnica molecular foi
Posteriormente, parte do produto dessa reacao (cdp€gsivel identificar 43 isolados (83%), em nivel de
de 20 ng) foi submetida a um segundo ciclo iRSPécie.

amplificacdo, nas mesmas condicdes, exceto o NO meio cromogénico, os isolados foram
iniciador CTSF que foi substituido por iniciadoreddentificados presuntivamente cor@o albicans(n
espécies-especificos (CADETPDET CGDET, = 22),C. glabrata(n = 9),C. tropicalis (n = 5) eC.
CTDET). As condicdes de amplificacdo para as dukgusei(n = 3). Teze isolados produziram col6nias
reacdes consistiram de 1 ciclo de desnaturagio a@ncas, portanto nao puderam ser identificados. Por
°C por 2 minutos seguidos de 30 ciclos a 94 °C pomeio do sn-PCR, os isolados foram identificados como
minuto, anelamento a 60 °C por 30 segundos, exten§ao@lbicans(n = 24),C. glabrata(n = 11), C.

a 72 °C por 1 minuto e, finalmente, um ciclo a 72 °ttopicalis (n = 5), C. parapsilosis(n = 3) e nove

por 10 minutos. Os produtos de amplificacéo forafiolados ndo puderam ser identificados. A Figura 1
analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,B%stra o perfil dos produtos de amplificacéo da
como descrito em Sambrook e Russel (2001). ¢§9unda reacéo de sn-PCR (com massas moleculares
reagentes utilizados nessa reagdo foram adquiridgiando aproximadamente, de 100 a 200 pb), de

junto alnvitrogen-Gibco (Grand Island, N,YUSA). amostras representativas, e adla 1 mostra os
resultados obtidos através das duas metodologias.

1 2 3 & M

— 4361

—_— 2322
— 2027

— 064

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidgg/(lpdos produtos de amplificagcdo da sn-PCR a partir
de DNA gendmico d€. albicang(1), C.parapsilosig2), C. tropicalis(3), eC. glabrata(4). Parte do produto do primeiro ciclo de
amplificacéo foi utilizado para a segunda reagao, utilizando-se a combinacéo dos iniciadores CTSR conCEBBETTDET

e CGDET respectivamente. A posi¢cdo do marcador de massa moleddMA(Hind Il fragments, Invitrogen) esté indicada a
direita, expresso em pb.
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Tabela 1.ldentificagéo dos isolados clinicos através do meio cromogénico e sn-PCR.

Espécies Numero de isolados identificados % de concordancia
por: entre os dois métodos
CHROMagar snPCR
C. albicans 22 24 91,7
C. glabrata 09 11 81,8
C. tropicalis 05 05 100
C. krusei 03 NI -
C. parapsilosis NI 03 -
Candidasp 13 09 -

NI: ndo identificado

Os resultados positivos do sn-PCR foramenhuma das metodologias empregadas e 12
concordantes com aqueles obtidos no meamostras (23,1%) apresentaram resultados
cromogénico para 34 das 52 amostras (65,4%). Sdiscrepantes @bela 2). A identificacdo das amostras
amostras (1,5%) ndo puderam ser identificadas pade referéncia foi confirmada pelas duas metodologias.

Tabela 2.Resultados néo concordantes obtidos no meio cromogénico e sn-PCR.

Isolados clinicos CHROMagar snPCR
FV7, FV21, FV25 NI C. albicans
FVvo8 C. albicans C. glabrata
FV53, FV108 NI C. glabrata
FV27, Fv48 NI C. parapsilosis
FV103 C. glabrata C. parapsilosis
CO2, CO34, CO56 C. krusei NI

FV: amostra isolada de fluidos vaginais; CO: amostra isolada de cavidade bucal;
NI: ndo identificado

Discusséao especificidade e sensibilidade maior que 92% para
identificacdo deC. albicans Entretanto, esses

O meio CHROMagar Candida tem sido utilizad@utores conseguiram identificar apenas 6 dos 108
para diferenciarde forma rapida, algumas espéciegolados deC. ndo-albicans(5,6%) nesse meio de
de Candidaa partir de amostras clinicas (ODDSgy|tura, diferindo dos nossos resultados onde
BERNAERTS, 1994;PFALLER; HOUSTON;  dezessete amostras (32,7%) foram identificadas como
COFFMANN, 1996;HORVATH et al., 2003). espécie<C. naoalbicans
Cardenes et al. (2004) avaliaram quatro meios pojs isolados vaginais foram classificados como
cromogénicos comerciais utilizados para identificacqspécies diferentes nas duas metodologias. As
de espécies do génef@andida entre eles 0 gmostras 98V e 103V foram identificadas coto
CHROMagar Candida. Seus resultados mostrar{hicanse C. glabratapelo meio cromogénico e

129

Semina: Ciéncias Biolégicas e da Saude, Londrina, v. 27, n. 2, p. 125-132, jul./dez. 2006



Oliveira, N. C. et al.

através do sn-PCR com@. glabrata e C. métodos, essa técnica ndo requer manipulacdo
parapsilosis respectivamente. Além disso, trégposterior do produto de amplificacdo. Contudo, a
isolados deC. albicanse dois deC. glabratando limitagcao dessa técnica reside no fato de que somente
apresentaram perfil caracteristico dessas espéciegjnatro espécies deandidasao identificadas. Dessa
meio CHROMagar Candida. forma os isolados d€. kruseindo puderam ser
Cooke et al. (2002) compararam varios meiosonfirmados através da mesma.
cromogénicos, inclusive o CHROMagar Candida e Assim como 0 meio cromogénico, a reacao de
obtiveram variacdes nas coloracdes das coldnias er#inePCR pode ser utilizada diretamente em amostras
isolados da mesma espécie. Outros resultados$nicas, tornando mais rapido o processo de
discrepantes entre sistemas comerciais qigentificacdo das espécies de leveduras (AHMAD
evidenciam caracteristicas fenotipicas tém sid al., 2002).
descritos na literatura (KOEHLER et al., 1999; Os nossos resultados mostram que as duas
MICHEL-NGUYEN et al., 2000; AHMAD et al., metodologias podem ser utilizadas para identificacéo
2002). Embora variacoes fenotipicas intraespécidas espécies mais freqiuientes Cendida em
possam ocorren razao exata para esses resultadaboratorios clinicos. Contudo, novas metodologias
ainda é obscura. A identificacdo presuntivaGle capazes de identificar todas as espécies clinicamente
glabratanesse meio permanece controversa. Algumaportantes devem ser desenvolvidas. A correta
autores consideram o uso de CHROMagadentificacdo das espécies pode contribuir para o
apropriado para sua deteccaA®FALLER; estabelecimento de uma terapia mais adequada nos
HOUSTON; COFFMANN, 1996HOSPENTHAL casos de candidiase e consequentemente diminuir a
et al., 2002), enquanto outros ndo o recomenddmeqiéncia de isolados resistentes aos antifungicos.
(ODDS; BERNAER'S, 1994; KOEHLER et al.,
1999; ODDS; DAIDSON, 2000).
Varias metodologias moleculares par#@gradecimentos
identificagéo de leveduras do gén&andidatém
sido descritas e muitas utilizam o cluster génico do Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
RNA ribossomal como alvo (WILLIAMS et al., 1995; Cientifico e Bcnologico (CNPg)zoordenacgéo de
PARK et al., 2000; LOEFFLER etal., 2000; FUBIT Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
et al., 2001GHARIZADEH et al, 2004).Como o (CAPES), e Pro-Reitoria de Pesquisa e P0s
gene esta presente como multiplas copias no geno@aduacao (PROPPG) da Universidade Estadual
dessas leveduras (JONES et al., 2004), as técnicesLondrina (UEL) pelo apoio financeiro.
se tornam altamente sensiveis. Além dissamanho
e a sequéncia nucleotidica das regides |lifEr(al
transcribed spacérvariam entre as diferentesReferéncias

espécies, o0 que permite a diferenciacdo das mesmas.

Na técnica de semi-nested PCR descrita p6HMAD, S.;KHAN, Z.; MUSTAFA, A. S.; KHAN, Z. U.

Ahmad et al. (2002), os oligonucleotideos iniciadorex-mnested PCR for diagnosis of candidemia: comparison
With culture, antigen detection and biochemical methods

universais sdo capazes de amplificar o final dgr species identificationJournal of Clinical
extremidade 3' do DNA ribossomal (rDNA) 5.8S eMicrobiology, Washington, w0, n.7, p.2483-2489, 2002.

a extremidade 5' inicial do rDNA 28S e a ITS2. NQUSUBEL, £ M.: BRENT, R.: KINGSTON, R. E.: MOORE,

segundo ciclo de amplificacéo, iniciadores espéciB- D.; SEIDMAN, J. G.; SMITH, J. A.; STRUHL, kShort

especificos complementares a regido ITS2 reveldifptocols in molecular biology4.ed. New “ork: John
. . L - .}Mley and Sons, 1999.

a identidade das espécies. E, ao contrario de muitos
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