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RESUMO

Dentre as espécies de Candida ndo-Candida albicans, o complexo de espécies
Candida parapsilosis (C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) se
destaca por causar infeccdes sistémicas frequentes, sendo as principais fontes de infeccdo as
maos dos profissionais de saide, infusfes e biomateriais. Como estas espécies podem diferir
quanto a viruléncia e sensibilidade antifungica, o diagndstico espécie-especifico contribui
para a escolha terapéutica mais adequada. O objetivo da pesquisa foi comparar a ocorréncia
de espécies de Candida parapsilosis e outras espécies de Candida em amostras clinicas e de
profissionais da salde, pela primeira vez no estado do Rio Grande do Norte / RN. Foram
avaliadas leveduras isoladas de amostras clinicas pelo LACEN-RN e Centro de Patologia
Clinica de Natal / RN, e leveduras de isolados de boca e maos de profissionais de saude das
UTlIs dos hospitais Giselda Trigueiro e Monsenhor Walfredo Gurgel, obtidos entre agosto de
2015 a setembro de 2016. A identificacdo das especies foi realizada previamente pelo
equipamento Vitek-2 e, alternativamente, pelo Chromagar, sequenciamento da regido ITS1-
5.8S-1TS2 ou PCR do intein VMA (para diferenciar espécies do complexo C. parapsilosis).
Dos 163 isolados clinicos obtidos, destacaram-se 88 (54%) C. albicans, 28 (17%) C.
tropicalis, 23 (14%) complexo C. parapsilosis e 12 (7%) C. glabrata como as mais
prevalentes. Quanto a coleta de profissionais, observou-se crescimento do género Candida em
24 das 196 amostras de méos e boca semeadas, dessas 10 (5%) eram C. albicans, 9 (4%) do
comlexo C. parapsilosis, 3 (2%) C. tropicalis e 2 (1%) C. glabrata. Dentre as 32 cepas do
complexo C. parapsilosis, C. parapsilosis stricto sensu foi a mais freqliente tanto em
amostras de profissionais de salde quanto em amostras clinicas. Nossa pesquisa mostrou que
C. albicans ainda é a espécie mais prevalente entre as amostras clinicas, mas o aumento de
infeccdes por C. parapsilosis é preocupante e pode estar relacionado a sua frequéncia (quase
tdo alta como a de C. albicans) em profissionais de salde, como fonte de infeccdo
nosocomial. A avaliacdo do perfil de susceptibilidade antifungica para as diferentes espécies
do complexo C. parapsilosis aqui estudado, ndo mostrou diferengas significativas para
anfotericina B e 5-fluorocitosina, enquanto C. orthopsilosis se mostrou mais sensivel ao

itraconazol que C. parapsilosis e C. metapsolosis.

Palavras chaves: Candida spp, complexo Candida parapsilosis, Rio Grande do Norte,

Brasil, amostras clinicas, amostras de profissionais de UTI.



ABSTRACT

Candida non-Candida albicans species, as Candida parapsilosis complex (C. parapsilosis
stricto sensu, C. orthopsilosis and C. metapsilosis) is the most frequent in systemic infections,
being found in hands of health professionals, biomaterials and infusions as the main sources
of nosocomial infection. These species may present difference in the virulence and antifungal
susceptibility profiles, the species-specific diagnosis contribute for the most suitable
therapeutic choice. The aim of this research was to compare the occurrence of Candida
parapsilosis species and other Candida species in biological samples, for the first time in the
state of Rio Grande do Norte/RN, Brazil. Yeast isolated from clinical samples were provided
by LACEN-RN and Centro de Patologia Clinica de Natal/RN, and yeast isolates from health
professionals, from the ICU of Giselda Trigueiro and Monsenhor Walfredo Gurgel hospitals,
were obtained by cultured samples from hands and buccal mucosa, among august 2015 to
september 2015. The species identification was previously performed by Vitek equipment and
alternatively by Chromagar, ITS1-5.8S-ITS2 sequencing or PCR of the VMA intein (for
distinguishing among the species from C. parapsilosis complex). Among the 163 clinical
isolates, C. albicans 88 (54%), C. tropicalis 28 (17%), C. parapsilosis complex 23 (14%) and
C. glabrata 12 (7%) were the most prevalent species. Regarding the health professionals,
there was growth of Candida genus in 24 of the 196 samples of hands and mouth, of which 10
(5%) were C. albicans, 9 (4%) C. parapsilosis, 3 (2%) C. tropicalis and 2 (1%) C. glabrata.
Among C. parasilosis complex species, C. parapsilosis stricto sensu was the most frequent
species in samples from health professionals, as well as in clinical samples. Our research
shows that C. albicans is still the most prevalent species among clinical samples, but the
increase of C. parapsilosis infections is increasing and may be related to its frequency (almost
as high as C. albicans) in health professionals as a source of nosocomial infection. The
evaluation of the antifungal susceptibility profile of the different species of the C. parapsilosis
complex studied did not show marked differences for amphotericin B and 5-flucytosine, while

C. orthopsilosis was more sensitive to itraconazole than C. parapsilosis and C. metapsilosis.

Key-words: Candida spp, parapsilosis complex, Rio Grande do Norte, Brazil, clinical

samples, ICU professionals samples.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infeccGes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) por fungos tem
aumentado substancialmente nas Ultimas décadas acarretando altos indices de mortalidade
(ELAINE; ANALY, 2015), principalmente por candidemia, uma infeccdo na corrente
sanguinea por leveduras do género Candida, o terceiro microrganismo mais isolado em
hemoculturas e o principal patdgeno desencadeador de sepse em neonatos. No ambiente
hospitalar, infeccbes por Candida correspondem a 80% de todas as infeccdes flngicas,
incluindo principalmente infec¢bes da corrente sanguinea (ICS), do trato urinério e do sitio
cirdrgico (GUIMARAES et al., 2012; TAMURA et al., 2007).

Em doentes hospitalizados, a candidemia representa a principal causa de morbidade e
mortalidade, reproduzindo cerca de 8% a 10% das infeccdes sanguineas oportunistas, e por
ISso, retrata a quarta maior causa de doenca nosocomial (KOEHLER; TACKE; CORNELY,
2014; SARDI et al., 2013). Cerca de 65% dessas infeccGes advém de microrganismos da
microbiota da pele, com a formacéo de biofilmes no sitio de insercdo de cateteres (DORIA et
al., 2015). Os periodos de hospitalizacdo dos pacientes gravemente enfermos com candidemia
sdo prolongados, por envolver quadros de septicemia, terapia antibidtica e imunossupressora,
além de diversos procedimentos médicos invasivos e, muitas vezes, tratamento especifico
tardio, chegando a taxas de mortalidade em torno de 50% (DOI et al., 2016), gerando maior
sofrimento aos pacientes e familiares, como também custos elevados aos sistema publico de
saude.

A incidéncia de candidemia varia de acordo com a regido geogréfica e perfil
populacional, apresentando maior risco a desenvolver infeccdo por Candida os pacientes
internados em Unidades de Terapias Intensivas (UTIs), pacientes em uso de dispositivos
médicos, imunocomprometidos, criangas abaixo de 1 ano de idade e idosos acima de 70 anos
(YAPAR, 2014).

Os principais patogenos envolvidos na manifestacdo das infeccdes por Candida séo
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis e Candida
krusei (YAPAR, 2014). Embora C. albicans seja a espécie mais frequente, nos altimos anos
tem se observado um aumento nas infecgdes nosocomiais por outras espécies de Candida,

sendo C. parapsilosis a segunda espécie mais frequente em diversos paises, principalmente
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relacionada a infecgbes da corrente sanguinea (SINGARAVELU; GACSER; NOSANCHUK,
2014).

C. parapsilosis é uma levedura oportunista causadora de infec¢Bes sistémicas,
principalmente em doentes oncoldgicos, doentes internados em unidades de cuidados
intensivos e em recém-nascidos. Ao contrario de outras espécies de Candida, é
frequentemente isolada das maos dos profissionais de salde, que instalam e mantém os
dispositivos médicos, sugerindo assim uma via potencial de transmisséo, o que leva a possivel
ocorréncia de surtos hospitalares (SABINO; SAMPAIO; VERISSIMO, 2014). Nesse sentido,
Menezes et al. (2012) relatam que surtos hospitalares causados por C. parapsilosis tém sido
descritos com frequéncia e as principais fontes de infeccdo encontradas foram as maos dos
profissionais de saude, as infusdes, os biomateriais e a mucosa bucal.

Como as espécies de Candida apresentam fatores de viruléncia e perfil de
susceptibilidade antifangica diferenciados, sendo associadas aos varios tipos de
patogenicidade e altas taxas de morbimortalidade (ALTHAUS et al., 2015), a identificacéo
exata da espécie € necessaria para se conhecer a prevaléncia dos agentes envolvidos como
também, monitorar, detectar resisténcia e contribuir para a escolha terapéutica mais adequada,
favorecendo o restabelecimento do estado clinico geral do paciente (SABINO; SAMPAIO;
VERISSIMO, 2014).

1.1  Taxonomia e caracteristicas gerais do género Candidamente

O género Candida faz parte do dominio Eukarya, reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo
Ascomytota, classe Hemiascomycetes, ordem Saccharomycetales (DIEZMANN et al., 2004).
Apresentam mecanismo de reproducdo assexuada, por brotamento ou fissdo (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010), e também podem se reproduzir de forma sexuada podendo ser diploides
ou haploides (GOW, 2013).

Esses microrganismos se desenvolvem tanto na presenca de oxigénio quanto em
anaerobiose, essas vias possibilitam a degradacdo de proteinas e carboidratos para obtencdo
de carbono e nitrogénio, substancias essenciais para o0 seu desenvolvimento (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). Estas leveduras sdo encontradas em diversos nichos ecologicos,
formando um grupo de microrganismos heterogéneos (BRANDT et al., 2011).

As colbnias dessas espécies apresentam texturas variadas, podendo ser lisa ou rugosa,

umida, brilhante e de coloracdo branca a creme-amarelada. Quando cultivadas em meio
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Sabouraud a uma temperatura de 37°C, as leveduras apresentam crescimento na forma de
blastoconidios, hifas ou pseudohifas (SILVA et al., 2012).

Possuem em média de 3 a 5 um de comprimento, podendo se apresentar na forma
oval, eliptica ou cilindrica unicelular ou bicelulares, constituidas de paredes celulares com
duas camadas e desenvolvem hifas verdadeiras ou ramificadas. Colonizam o corpo humano ao
nascimento, permanecendo assim por toda vida, sendo algumas comensais residindo sobre a
pele e membranas da mucosa tais como vagina, boca e tubo digestivo. A maioria cresce em
substratos ricos em matéria organica como alimentos e detritos (LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

Na maioria das vezes, esses microrganismos ndo causam danos ao hospedeiro,
podendo vir se tornar patogénicos quando ocorrem quebras nas barreiras fisicas ou o sistema
imune do hospedeiro se tornam debilitados, desencadeando infecgdes superficiais ou
profundas (PEREZ; KUMAMOTO; JOHNSON, 2013). O processo de transformacdo da
levedura de comensal a agente infeccioso ocorre principalmente em ambiente hospitalar,
estando relacionado ao aumento do nimero de procedimentos invasivos e 0 uso intensivo de
antimicrobianos de amplo espectro, os quais quebram as barreiras de protecdo natural do
hospedeiro, principalmente nos pacientes internados nas UTIs (ALTHAUS et. al., 2015).

1.1.1 Espécies do género Candida de interesse medico

Existem mais de 200 espécies de Candida, no entanto menos de 20 séo
reconhecidamente causadoras de infeccdes, englobando C. albicans, principal patdgeno
oportunista isolado em humanos, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei,
Candida dubliniensis, Candida famata, Candida guilliermondii, Candida pelliculosa,
Candida rugosa, Candida lusitaniae, Candida kefyr, Candida norvegensis, Candida lipolytica
e Candida inconspicua (SARDI et al., 2013; YAPAR, 2014).

C. albicans foi o primeiro fungo zoopatogénico a ter seu genoma sequenciado,
possibilitando uma variedade de conhecimentos sobre a patogenicidade e fatores de viruléncia
dessa espécie (MAGEE; MAGEE, 2005). Considera-se que a origem das infeccbes por C.
albicans seja na microbiota do trato digestivo no humano, no entanto foram relatados casos
horizontais, mediante a colonizacdo de sitios anatdmicos diversos como pele, orofaringe, trato
respiratorio inferior e sistema geniturinario (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; YAPAR,
2014). Naturalmente, esta espécie apresenta sensibilidade a todas as classes de antiflngicos,

com queixas minimas de resisténcia a anfotericina B e resisténcia adquirida aos azélicos nos
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pacientes com uso prolongado destes medicamentos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
SOUZA et al., 2010).

Dentro do género Candida, apés C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis sdo as espécies mais isoladas em amostras clinicas, principalmente em
hemoculturas de pacientes hospitalizados (QUINDOS, 2014), sendo C. parapsilosis uma das
espécies de Candida ndo-Candida albicans com maior incidéncia em infec¢bes da corrente
sanguinea (SILVA et al., 2012; SINGARAVELU; GACSER; NOSANCHUK, 2014).

C. glabrata € um fungo saprobidtico e, diferente das outras espécies de Candida, nédo é
dimorfico, ja que ndo forma pseudo-hifas em temperaturas acima de 37° C, mostrando-se
como blastoconidio (levedura) em todos os ambientes (BARBEDO; SGARBI, 2010), e
apresentando um genoma haploide como principal caracteristica genética (SILVA et al.,
2012). E a terceira espécie do género mais comum em infeccbes de pacientes pediétricos
(LOCKHART, 2014), e o agente infeccioso mais prevalente em pacientes idosos e
neoplésicos (YAPAR, 2014), descrita como a espécie de Candida ndo-Candida albicans mais
frequente nos Estados Unidos (NUCCI et al., 2010).

C. tropicalis diploide, assexuada, oportunista, ndo associada a microbiota e sim a
infeccdo, variando entre o segundo ou terceiro lugar no ranking das desencadeadoras de
candidemia em adultos (BARBEDO; SGARBI, 2010), principalmente em pacientes com
leucemia e com neutropenia, e desencadeando altas taxas de mortalidade entre esses
(YAPAR, 2014).

C. krusei apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol, combinada com a baixa
sensibilidade para anfotericina B e a 5-fluorcitosina (BARBEDO; SGARBI, 2010). Esta
espécie é isolada frequentemente de pacientes neutropénicos, com neoplasias hematolégicas e
transplantados de células-tronco (COLOMBO et al., 2012).

C. parapsilosis € um patogeno exdgeno, ubiquo no meio ambiente, podendo ser
encontrado e isolado em plantas, 4gua, solo, pele e mucosas humana e animal (BEDOUT;
GOMEZ, 2010; LUPETTI et al., 2002). Suas células podem ser redondas, ovais ou cilindricas
(KIM; EL BISSATI; MAMOUN, 2006), e quando cultivadas em agar Sabouraud dextrose, as
suas col6nias sdo brancas, cremosas, brilhantes e lisas ou enrugadas. Tais leveduras nao
formam hifas verdadeiras existindo apenas na forma de pseudo-hifas (SINGH; PARIJA,
2012).

Em 2005 ficou estabelecido que C. parapsilosis é na verdade, um complexo de trés
espécies distintas que sao diferenciadas por testes moleculares em C. parapsilosis stricto

sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (TAVANTI et al., 2005), sendo C. parapsilosis
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stricto sensu a mais prevalente, seguida de C. orthopsilosis e C. metapsilosis (LOVERO et
al., 2016).

Além das diferengas moleculares, estas espécies apresentam entre si particularidades
quanto a formacdo de biofilmes, producéo de enzimas e padrdes do perfil de susceptibilidade
aos antifangicos (PACHECO et al.,, 2015). Por exemplo, os estudos mostram que C.
metapsilosis ndo é capaz de produzir a enzima lipase, importante fator de viruléncia para
infeccdes por Candida, enquanto C. parapsilosis produz tanto lipase quanto protease e apenas
um pequeno numero de cepas de C. orthopsilosis produz lipase (PRYSZCZ et al., 2014),
mostrando que C. metapsilosis € a espécie menos virulenta do complexo (BARBEDO et al.,
2016), porém com capacidade de causar doencas fungicas graves (LOCKHART et al., 2008).

Butler et al., (2009) disponibilizou o conhecimento da sequencia do genoma da
espécie C. parapsilosis stricto sensu, possibilitando maiores estudos da biologia e viruléncia
desta espécie, reconhecida como a mais prevalente e patogénica do complexo C. parapsilosis
(RUIZ et al., 2013). Analises filogenéticas da sequencia do genoma mitocondrial de C.
metapsilosis mostraram que C. parapsilosis e C. orthopsilosis sdo mais proximas entre si do
que qualquer uma delas com C. metapsilosis, contrariando analises anteriores (PRYSZCZ et
al., 2015).

Dentre as principais diferencas entre as espécies do complexo C. parapsilosis,
podemos citar a capacidade de produzir pseudo-hifas, presente em C. parapsilosis e C.
orthopsilosis, mas ausente em C. metapsilosis. Tal caracteristica esta relacionada a familia de
proteinas da parede celular Hyr/Iff e a familia das proteinas ALS (Agglutinin-Like Sequence).
C. metapsilosis possui um menor nimero de genes na familia Hyr/Iff que C. parapsilosis,
porém mais que C. orthopsilosis. Apesar disso, a incapacidade de C. metapsilosis em produzir
pseudo-hifas parece estar mais relacionada a falta de alguns genes ALS do que ao menor
namero de membros da familia Hyr/Iff, o que explicaria a menor viruléncia desta espécie.
(PRYSZCZ et al., 2015).

C. metapsilosis € uma espécie hibrida diploide altamente heterozigota, o que indica
que suas espécies parentais ndo eram patogénicas, e por reproducdo sexuada foi gerado um
novo agente patogénico oportunista que se disseminou mundialmente (PRYSZCZ et al.,
2015). Dados moleculares também indicam um alto grau de heterozigosidade em C.
orthopsilosis, provavel consequéncia de hibridizacdo entre as suas duas subespeécies,
sugerindo a ocorréncia de uma propagacao global de clones hibridos (PRYSZCZ et al., 2014).
Ja na espécie C. parapsilosis stricto sensu ndo foi observada hibridizacéo, sendo esta espécie

geralmente assexuada ou clonal (PRYSZCZ et al., 2015).
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A hibridizagdo é um mecanismo no qual dois genomas divergentes se rearranjam por
combinacédo ou exclusédo, gerando outras linhagens que se adaptam a novos nichos ecoldgicos,
sendo proposta como um mecanismo de evolugdo dos fungos, originando novos patdégenos
humanos (PRYSZCZ et al., 2015).

1.2 Micoses causadas por Candida

As manifestacbes clinicas causadas por Candida sdo variadas, podendo gerar uma
infeccdo localizada de mucosas até uma doenca disseminada, ocorrendo principalmente em
pacientes terminais com doencas debilitantes, neoplasicas, imunossupressoras, neonatos de
baixo peso e apos transplantes de 6rgdos, podendo acometer diferentes 6rgdos e tecidos, como
pulmdes, meninges, rins, bexiga, articulacdes, figado, coracdo e olhos (PEIXOTO et al.,
2014). A candidiase disseminada pode ser transmitida por via exdgena, como por exemplo, as
maos dos profissionais de salde que manipulam dispositivos médicos nos cuidados aos
pacientes, e por via enddgena, principal via de contaminacdo (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010;
PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

A candidemia é desencadeada pela migracdo do agente de seu habitat normal para a
corrente sanguinea ou outros tecidos, devido a quebra ou desequilibrio das barreiras de
protecdo do hospedeiro. Na maioria dos casos o prognostico é favoravel, sendo de grande
importancia a confirmacdo diagnostica para a implantacdo do tratamento antifingico
adequado (PEIXOTO et al., 2014).

A espécie C. albicans é mais comuns nas candidiases oral, genital e cutanea, assim
como C. glabrata, enquanto as infec¢des ocasionadas por C. tropicalis e C. krusei estdo mais
relacionadas a pacientes com neutropenia (BEDOUT; GOMEZ, 2010).

Candidemia causada pelo complexo C. parapsilosis geralmente esta relacionada com a
presenca de um cateter venoso central, assim como o uso de nutricdo parenteral e ventilacéo
mecanica, predominando nas infec¢bes da corrente sanguinea em recém-nascidos prematuros
em cuidados na Unidade de Terapia Intensiva neonatal (HIRAI et al., 2014; HU et al., 2014
PAMMI et al., 2014). A disseminacéo ¢é favorecida por fatores de viruléncia como a secrecéo

de enzimas hidroliticas, adesdo as proteases e formacao de biofilme (SINGH; PARIJA, 2012).
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1.2.1 Epidemiologia

Em individuos imunocomprometidos, a maioria das infec¢fes por Candida, em média
95% dos casos, sdo causadas por apenas 5 espécies, sendo elas C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Apenas uma pequena percentagem estd associada a
outras espécies de Candida tais como, C. lusitaniae, C. guillermondii, C. rugosa, C.
peliculosa, C. dubliniensis e C. famata (BEDOUT; GOMEZ, 2010; LOCKHART, 2014;
SARDI et al., 2013; YAPAR, 2014).

A incidéncia de infecgdes por C. albicans diminuiu nos ultimos anos em varios paises,
enquanto que a incidéncia das espécies de C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C.
parapsilosis aumentou. Estas mudancas estdo relacionadas as caracteristicas dos pacientes, ao
aumento de pacientes imunocomprometidos, a terapia antifingica e ao uso cada vez mais
frequente de cateteres venosos (GUINEA, 2014; YAPAR, 2014). Na América do Norte e em
diversos paises europeus, se tem observado um declinio das infec¢bes ocasionadas por C.
albicans e um aumento das causadas por C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis
(CLEVELAND et al., 2012; LOCKHART et al., 2012), 0 mesmo se observa na América
Latina, onde C. parapsilosis é a segunda espécie que mais causa infeccdo em recém-nascidos
e pacientes em uso de cateter venoso ou tratamento nas UTIs (NUCCI et al., 2010).

As taxas de mortalidade entre pacientes criticamente enfermos portadores de
candidemia . Com uma mortalidade em torno de 15-35% em adultos e 10-15% em recém-
nascidos, estando C. albicans mais frequente em pacientes com idade acima de 18 anos,
enquanto C. parapsilosis se mostra presente em todas as faixas etéarias e C. glabrata é mais
comum em idosos. A reducdo das taxas de mortalidade parece ser dependente da
administracdo adequada do medicamento, incluindo a dose correta em estagios iniciais da
infeccdo e por periodo de tempo determinado (SILVA, et. al.,, 2015; GUINEA, 2014;
PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Nas ultimas décadas C. parapsilosis surgiu como um importante patégeno nosocomial
em infec¢bes fungicas invasivas com disseminagdo hematogénica em todo o mundo
(ESTRADA-MATA et al., 2014), tornando-se responsavel por até 25% dos casos de
candidemia e relacionada a elevado nimero de casos no Brasil (GUINEA, 2014).

Estudos epidemiologicos mostram que no Brasil, como também em outros paises da
América Latina, o complexo C. parapsilosis representa 20-30% das candidemias, ndo

apresentando taxas diferentes entre as populagdes adultas e pediatricas (GONCALVES et al.,
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2010). Ao realizar uma investigacdo da frequéncia do isolamento desses microrganismos em
141 amostras de hemoculturas humanas de 11 hospitais em nove cidades do Brasil, Gongalves
e colaboradores (2010), relataram a presenca de C. parapsilosis stricto sensu em 88%, C.
orthopsilosis em 9% e C. metapsilosis em 3% das amostras consideradas do complexo C.
parapsilosis. E em um estudo realizado no estado de S&o Paulo, regido sudeste do Brasil, com
isolados de C. parapsilosis em criangas hospitalizadas, 83,7% pertenciam a espécie C.
parapsilosis stricto sensu, 10,2% a C. orthopsilosis e 6,1% a C. metapsilosis (RUIZ, et al.,
2013).

Um estudo observacional, realizado por Medrano et al. (2006) em um hospital da
cidade de Fortaleza, Ceard, mostrou que 72% das infecgdes fangicas foram causadas por
espécies de Candida ndo-Candida albicans, com predominancia de C. parapsilosis (36%),
seguido de C. albicans (28%) e C. tropicalis (16%). O mesmo foi observado por Hinrichsen
et al. (2008) na cidade do Recife, Pernambuco, onde as taxas de candidemia por Candida néo-
Candida albicans ultrapassaram os 50%, sendo C. parapsilosis (33%) o agente mais isolado.
Estes dados epidemioldgicos evidenciam a grande incidéncia das candidemias pelo complexo

C. parapsilosis no Nordeste brasileiro.

1.2.2 Fatores de viruléncia

A viruléncia das espécies de Candida esta relacionada a sua capacidade de adesao as
células e secrecdo de diversas enzimas, as quais hidrolisam as proteinas do hospedeiro
contribuindo para o rompimento de barreiras de tecidos conjuntivos, resultando em lesdes
celulares. Ja a patogenicidade esta relacionada a transformacdo de um morfotipo a outro, ou
seja, levedura a hifas, permitindo assim, uma répida adaptacdo a alteracbes em seu
microambiente facilitando a sobrevivéncia, a invasdo de tecidos e o escape do sistema
imunoldgico (FORNARI et. al., 2013).

Um dos principais fatores de viruléncia desses organismos patogénicos sdo as
adesinas, porém ndo foi confirmada a presenca de adesinas em todas as espécies de Candida,
ja sendo confirmada a presenca da familia génica ALS (Agglutinin-Like Sequence), associada
a formacdo de biofilmes, em C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
lusitaniae e C. guilliermondii. Outras duas principais familias génicas com func¢des de

adesinas estdo presentes na espécie C. glabrata, sendo a EPA, mediadora da aderéncia nas

22



células epiteliais e endoteliais do hospedeiro humano, e a PWP a qual desempenha papel
importante na adesdo as células epiteliais e agregacdo durante a formacdo de biofilme
(GROOT et al., 2013).

Além da producdo de adesinas a formacdo de biofilme, também € um fator de
viruléncia importante para o estabelecimento de infec¢Bes fungicas, conferindo resisténcia
significativa a terapia antifingica, controlando a penetracdo das substancias através da matriz
das células de defesa do hospedeiro, permitindo adeséo aos dispositivos no paciente (TROFA,;
GACSER; NOSANCHUK, 2008; HORN et al., 2012). O biofilme se desenvolve dependendo
do tipo e do numero de células que aderem ao dispositivo e do tipo de superficie. Esta
formacéo inicia-se com a adesao microbiana seguida da fase de maturagdo (TAMURA et al.,
2007).

A producdo do biofilme difere entre as espécies do complexo C. parapsilosis. C.
parapsilosis stricto sensu apresenta maior capacidade de producdo do que C. orthopsilosis e
C. metapsilosis respectivamente, sendo dificil a morte do biofilme de C. parapsilosis com a
terapia antifungica (TORO et al, 2010).

A taxa de mortalidade associada a isolados de C. parapsilosis, capazes de formar
biofilme, é significativamente alta (cerca de 71,4%) quando comparada a isolados néo
formadores de biofilme (taxa de mortalidade de 28%). Tal dado refor¢a a necessidade de
desinfeccdo dos dispositivos contaminados por C. parapsilosis. Entretanto ha relatos de
tratamentos bem sucedidos com terapia antifungica na formacdo de biofilme em infecgdes
isoladas (SINGH; PARIJA, 2012).

Além da producdo de biofilme, também ha diversidade no perfil de susceptibilidade a
antifungicos, producdo de proteases extracelulares, secrecdo de lipase, formagdo de pseudo-
hifas e capacidade de danificar o tecido entre as espécies do complexo C. parapsilosis (RUIZ
etal.,, 2013; TORO et al., 2010; GAGO et al., 2014; BRILHANTE et al., 2014).

Exemplo destas diversidades pode ser observado quanto ao antifingico caspofungina,
para o qual as cepas de C. orthopsilosis e C metapsilosis apresentam concentracdo inibitoria
minima (MIC) mais baixa do que C. parapsilosis stricto sensu. Também pode ser observada
diferenca na capacidade de danificar o tecido das larvas Galleria mellonella, muito estudada
para avaliar os padrdes de viruléncia em fungos patogénicos como Cryptococcus spp.,
Aspergillus spp. e Candida spp., sendo observado que as larvas infectadas com C.
metapsilosis apresentaram apenas infecgdes localizadas, enquanto que as infectadas com C.
parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis apresentaram infec¢do disseminada (GAGO et
al., 2014).
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A espécie C. parapsilosis stricto sensu é descrita como a mais virulenta do complexo
C. parapsilosis (RUIZ et al., 2013), apresentando habilidades similares a C. orthopsilosis
quanto a adesdo as celulas epiteliais humanas, ao passo que C. metapsilosis é vista como a
menos patogénica (BERTINI et al., 2013), uma vez que ndo é capaz de produzir importantes
fatores de viruléncia para o género Candida, como formacédo de pseudo-hifas e secrecdo de
lipase extracelular (PRYSZCZ et al., 2014; PRYSZCZ et al., 2015).

1.2.3 Tratamento e Susceptibilidade antifungica

O tratamento das infecces desencadeadas por espécies de Candida é baseado no uso
de agentes antifungicos, classificados em polienos (anfotericina B e nistatina), azois
(fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol), equinocandinas (caspofungina,
anidulafungina e micafungina), e analogos de nucleosideo (5-fluorocitosina) (MAUBON et
al., 2014; ALBURQUENQUE et al., 2013). O fluconazol e a anfotericina B sdo os
medicamentos mais utilizados (PARAMYTHIOTOU et al., 2014) e seu uso excessivo e / ou
inadequado no tratamento ou profilaxia é visto como causa do aumento a resisténcia das
Candida spp. (SARDI et al., 2013).

O tratamento das infeccdes desencadeadas por espécies de Candida esta voltado para
inibicdo da proliferacdo da levedura e diminui¢do dos fatores de riscos favoraveis ao seu
crescimento. Quanto mais rapido for iniciado o tratamento, menores serdo os indices de
mortalidade, permanéncia hospitalar e gastos terapéuticos (LOPEZ-MARTENEZ, 2010;
ZARRIN; MAHMOUDABADI, 2009).

A escolha do antifngico para um correto tratamento das infeccdes flngicas deve
considerar os riscos de co-morbidade, a espécie do fungo vigente, a interacdo farmacoldgica e
a historia clinica do paciente (ALCAZAR-FUOLI; MELLADO, 2014).

Os antifingicos apresentam mecanismos de atuacdo diferenciados nas células
fungicas, a depender da classe a qual o farmaco pertence. O poliénico anfotericina B age na
membrana citoplasmatica, especificamente no ergosterol, principal esterol da membrana
citoplasmatica fungica, produzindo poros aquosos que permitem um aumento da
permeabilidade celular, alterando o equilibrio eletrolitico, resultando na morte da célula
fangica. A maioria das espécies de Candida apresenta susceptibilidade a essa droga, ndo se

aconselhando realizar seu uso com outras drogas por este medicamento ser nefrotoxico
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(MAUBON et al., 2014; PARAMYTHIOTOU et al., 2014; SPAMPINATO; LEONARDI,
2013).

Os medicamentos mais utilizados no tratamento das candidemias sdo 0s azois
fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol. Tais drogas atuam na inibicdo da enzima
lanosterol 14-a- demetilase, impedindo a biossintese de ergosterol, promovendo a destruicdo
da membrana citoplasméatica do fungo (GROSSMAN; CHILLER; LOCKHART, 2014,
MAUBON et al., 2014; PARAMYTHIOTOU et al., 2014; SPAMPINATO; LEONARDI,
2013).

A classe equinocandinas representada por, caspofungina, micafungina e
aniludafungina, é composta por lipopeptideos sintéticos derivados de fungos. Estes
antifungicos apresentam uma inibigdo ndo competitiva da enzima B-(1, 3)-glucano sintase,
responsavel pela sintese do polissacarideo B-(1, 3)-D-glucano responsavel pela integridade da
parede celular, aumentando a vulnerabilidade a lise osmética, por fim, resultando na morte da
célula fangica, sendo, portanto, fungicida. As espécies de Candida ndo apresentam resisténcia
intrinseca as equinocandinas, apresentando um percentual menor que 1% (GROSSMAN;
CHILLER; LOCKHART, 2014).

Os analogos de nucleosideos sdo representados pela flucitosina, a qual age como
fungistaticos ao penetrar na célula fungica por meio da citosina permease, convertendo-se em
5-fluoracil, desencadeando a inibicdo da enzima timidilato-sintetase, interferindo na sintese de
DNA e RNA. Esta droga é muito toxica e como a selecdo de cepas resistentes é rapida,
recomenda-se seu uso em associa¢do com a anfotericina B (CUENCA-ESTRELLA, 2010;
ASHLEY et al., 2006; MAUBON et al., 2014; PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

A espécie C. albicans é sensivel a todas as drogas antifingicas de uso sistémico,
havendo resisténcia adquirida a azolicos em alguns pacientes expostos a estes medicamentos,
guando o tratamento é prolongado. H& poucos relatos de resisténcia a anfotericina B. Ja C.
glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. krusei, apresentam menor sensibilidade ao
fluconazol e anfotericina B. Em geral C. tropicalis apresenta resisténcia a 5-fluorocitosina,
enquanto a C. glabrata e C. krusei vem apresentando maior resisténcia ao voriconazol e
fluconazol nos dltimos anos (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Em relacdo a sensibilidade antifungica das trés espécies do complexo C. parapsilosis,
as pesquisas relatam que as concentragdes inibitorias minimas de caspofungina frente a C.
orthopsilosis e C. metapsilosis s&o menores que aquelas para C. parapsilosis stricto sensu
(SPREGHINI et al., 2012) As taxas de resisténcia ao fluconazol se apresentam aumentadas e

diferenciadas entre as trés espécies do complexo (LOCKHART et al., 2012), sendo C.
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metapsilosis ligeiramente menos susceptivel a essa droga do que as outras duas espécies
(GONCALVES et al., 2010). Assim, o diagnostico preciso destas espécies influencia as
decisOes terapéuticas (TORO et al., 2010).

1.3 Diagnostico

1.3.1 Cléassico e molecular

Algumas espécies de Candida de importancia clinica s&o identificadas por métodos
classicos fenotipicos, testes bioquimicos e fisiolégicos (MERSEGUEL et al., 2015). O agar
Sabouraud Dextrose (Difco Laboratories, Ltda., MI, EUA) acrescido de cloranfenicol é o
meio de cultura de escolha para o isolamento de leveduras do género Candida por inibir o
crescimento da maioria das espécies bacterianas. O meio de cultura CHROMagar Candida
(CHRO- Magar, Microbiology, Paris, Franca), por conter substancias cromogénicas, € Util
para verificacdo de diferentes espécies de Candida numa mesma amostra, permitindo a
identificacdo presuntiva rapida de infeccdo fungica mista (RIBEIRO et al., 2009). Com a
inclusdo de substratos cromogénicos no meio, as coldnias de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei produzem cores diferentes, permitindo assim a deteccdo direta destas espécies apds 24
a 48 horas de crescimento (MURRAY et al., 2007). As col6nias de C. albicans aparecem com
uma cor verde-claro a verde médio, as de C. tropicalis aparecem azul esverdeadas a azul
metalizado, as de C. krusei aparecem com coloracdo rosa claro com um rebordo
esbranquicado e as C. glabrata aparecem lilas a roxo, sendo a cor branca ou rosa das col6nias
presuntiva para as outras espécies de Candida (RIBEIRO et al., 2009).

Em meio cromogénico as cepas do complexo C. parapsilosis apresentam coloragéo
lilas, rosa clara ou branca (Figura 1), ndo sendo um método confidvel para identificar estas
espécies, ja que estas cores sdo comuns a outras espécies de Candida, sendo Util apenas para
auxiliar na identificagdo de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei (MENEZES et al., 2012).
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Figura 1 - Aspecto das col6nias das espécies: (a) C. albicans, (b) C. tropicalis, (c) C. krusei,
(d C. oglabrata e (e) C. parapsilosis em meio cromogénico.
http://www.jlponline.org/text.asp?2014/6/1/28/129087.

As espécies do complexo C. parapsilosis sdo indistinguiveis fisiologicamente e
morfologicamente (ZICCARDI et al., 2015). No entanto, existem hoje diversas técnicas
moleculares capazes de identificar estas espécies, como por exemplo, a técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), técnica molecular bastante utilizada na micologia, no qual
permite a amplificacdo in vitro de segmentos de DNA (BAGABLI; MARQUES, 2010) e pode
ser associado ao estudo de polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP), o
que possibilita a comparacdo do perfil de restricio de um Unico gene entre isolados de
amostras clinicas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Tavanti et al. (2005) distinguiram as espécies deste complexo pela andlise de
sequéncias do rDNA (ITS1-5.85-1TS2), RAPD, MSLT e PCR-RFLP do gene codificador da
alcool-desidrogenase secundaria (SADH) digerido com a enzima de restricdo Banl. Os autores
observaram diferencas significativas nas sequencias ITS do complexo C. parapsilosis,
havendo similaridade de 82,5% entre C. parapsilosis e C. metapsilosis, 88,1% entre C.
parapsilosis e C. orthopsilosis, e 86,1% entre C. orthopsilosis e C. metapsilosis.

No entanto estes métodos sédo trabalhosos, com interpretacdo de resultados, por vezes
subjetiva (FAHAMI et al., 2010). Assim, a busca por marcadores que de forma rapida e facil
distingam as espécies do complexo C. parapsilosis € de extrema importancia. As técnicas
desenvolvidas, como citado acima, envolvem além do PCR, sequenciamento e ou RFLP.
Recentemente, porém, Prandini et al. (2013) desenvolveram um método baseado apenas em
uma unica PCR, usando como marcador uma regido de tamanho variavel, o intein VMA.

A importancia da identificacdo correta das novas espécies recai, ndo somente pela
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reconhecida diferenca no perfil de susceptibilidade a novos antiflngicos pertencentes a nova
classe das equinocandinas (DIMOPOULOS; VELEGRAKI; FALAGAS, 2009; SILVA et al.,
2009), mas ainda sobre questBes epidemioldgicas a serem esclarecidas. Por exemplo, C.
metapsilosis ndo foi diagnosticada em pacientes adultos com candidemia, mas apenas em
populacdo pediatrica (TAY; NA; CHONG, 2009), com incidéncia maior verificada em
amostras de mucosa, secrecdo de trato respiratorio, liquido ascitico e articular, ndo sendo
encontradas em hemoculturas (LOCKHART et al.,, 2008; SILVA et al., 2009). As
caracteristicas epidemioldgicas de C. orthopsilosis, por sua vez, ndo estdo bem definidas, mas
sua importancia em maiores de 60 anos e como agente causal de surtos hospitalares merece
atencdo, segundo os relatos da literatura (LOCKHART et al., 2008; TAVANTI et al., 2005).
No geral, a incidéncia de C. metapsilosis e C. orthopsilosis ndo ultrapassa a taxa de 10% das
infeccdes pelo complexo nos estudos globais (GOMEZ-LOPEZ et al., 2008).

1.3.2 Inteins como marcadores moleculares de espécies em Candida

Inteins sdo sequencias de DNA codificadores, transcritos e traduzidos juntamente com
a sequéncia hospedeira (extein) e que sofrem um auto-splicing proteico, unindo as por¢ées N
e C-terminais da proteina hospedeira, garantindo sua funcionalidade. Aparentemente, nao
contribuem para a aptiddo do organismo hospedeiro, porém alguns inteins podem ter evoluido
se tornando funcionais, como por exemplo, modulando a expressdo génica em um nivel pés-
traducional (TOPILINA et al., 2015a).

Existem trés tipos de inteins, 0s mini-inteins, os inteins bifuncionais e os split-inteins
(WOOD et al., 1999). Os mini-inteins ndo apresentam o dominio Homing endonuclease (HE),
possuindo um dominio splicing continuo, com blocos de aminoacidos conservados (blocos A,
B, F e G) responsavel pela excisdo do elemento da proteina hospedeira, ja o intein split sdo
mini-inteins nos quais os dominios N e C-spl sdo transcritos e traduzidos com exteins
diferentes (Figura 2A) e sdo capazes de sofrer um trans-splicing proteico, unindo dois
polipeptideos distintos (VOLKMANN; IWAI, 2010).

Além disso, inteins bifuncionais apresentam um dominio HE separando o dominio
splicing em N-Spl e C-Spl. Se funcional, a HE pode executar uma quebra da dupla fita de
DNA em alelo cognato que ndo possui 0 intein e pelo mecanismo de sistema de reparo por

recombinacdo homdloga o alelo integro, contendo o intein, serve de molde para o reparo,
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sendo copiado entdo para o outro alelo por um evento de conversdo génica, ocasionando uma
heranca Super-mendeliana que promove a réapida disseminacéo e fixa¢do do intein em toda
populacdo (Figura 2B) (LI1U, 2000). Uma vez que a HE esta presente na grande maioria dos
alelos da populacdo, ndo ha mais pressao seletiva para sua funcionalidade e ela passa por um
estagio de degeneracdo e nao funcionalidade, o que pode ter sido responsavel pela perda do
intein em algumas espécies (Figura 2C) (BURT; KOUFOPANOU, 2004; KOUFOPANOU;
BURT, 2005; GOGARTEN; HILARIO, 2006). O dominio HE pode ser de diferentes familias
de HE, porém as mais comuns sdo da familia LAGLIDADG. HEs desta familia possuem
blocos ou motifs de aminoacidos conservados, conhecidos como C, D, E e H (LIU, 2000). Os
blocos C e E possuem um residuo de acido aspartico, cada, considerados essenciais para o
funcionamento do HE (POSEY et al., 2004).

Geralmente o0s inteins sdo encontrados em locais conservados de proteinas
conservadas com funcdes vitais na célula, a exemplo das DNA e RNA polimerases, aminoacil
tRNA sintetases, recombinases, topoisomerases, helicases e componentes essenciais do
spliceossoma (LIU, 2000; NOVIKOVA et al, 2014).

De acordo com Perler (2002), a maioria dos inteins fingicos estdo presentes nos genes
ATPase vacuolar, subunidade A (intein VMA) e PRP8 (intein PRP8). O intein VMA €
amplamente disperso entre leveduras, como Saccharomyces, Zygosacchromyces e algumas
espécies de Candida (todos Ascomicetos), enquanto o intein PRP8 estad presente, de forma
esporadica em todos os filos do reino Fungi. Outros inteins podem ser observados em algumas
subunidades da RNA polimerase, GLT1 (glutamato sintase), CHS2 (quitina-sintase) e ThrRS
(treonil-tRNA-sintetase (POULTER, 2007). Estes inteins ndo estdo presentes no genoma
humano, podendo contribuir como potenciais alvos terapeuticos e de diagnostico (PRANDINI
et al., 2013), principalmente os inteins ThrRS, GLT1 e VMA das leveduras
Saccharomycetales, por se encontrarem em genes muito conservados nos eucariotos, pois o
ThrRS e 0 GLT1 sdo essenciais para sobrevivéncia da célula hospedeira, e 0 VMA ¢é de
grande importancia (YAMASHIRO et al., 1990). Assim, em virtude dos sitios de insercédo
destes inteins serem conservados, se for descoberto um farmaco que iniba o splicing proteico,

este teria uma acgdo de grande espectro (LIU; YANG, 2004).
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Figura 2 — (A) intein bifuncional, mini-intein e Split-intein (B) clivagem sitio especifico do
DNA por HE seguido por mecanismo de reparo, resultando na insercdo do intein
no alelo antes vazio. (C) ciclo HE: ganho de HE, degeneracdo e perca dentro de

populacBes hospedeiras. Modificado de Burt e Koufopanou, 2004.

Segundo um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, conduzido por Fernandes
et al. (2016) (APENDICE D) o intein VMA esta presente em 16 espécies de Candida, 0
ThrRS em 6 e 0 GLT1 em 3. Havendo algumas espécies que apresentam mais de um intein
em seu genoma, por exemplo, os inteins VMA e ThrRS estdo presentes na espécie C. maltosa,
C. metapsilosis e C. orthopsilosis e os inteins VMA e GLT1 na C. famata, enquanto outras

espécies como C. albicans, C. krusei, C. dubliniensis e C. ciferri ndo possuem intein. Estas
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caracteristicas possibilitam o0 uso destes inteins como marcadores moleculares na
diferenciacdo das espécies de Candida por meio da analise de presenca e/ou tamanho
polimérfico destes elementos (tabela 1)

Muitos desses inteins, como pode se evidenciar na tabela 1, ndo possuem um ou 0s

dois aspartatos essenciais do dominio HE, fazendo com que o HE néo seja funcional.

Tabela 1 — Inteins em Candida spp (FERNANDES et al., 2016).

Proteina Lo ; Tamanho Residuos essenciais de aspartato
Hospedeira Espécie de Candida Nomenclatura (quant. Aa) Bloco C Bloco E
C. castellii** CcaVMA 367 D I
C. apicola** CapVMA 389 T K
C. glabrata CglVMA 415 S Q
C. nivariensis** CniVMA 424 S K
C. bracarensis** CbrvVMA 420 S K
C. homilentoma** ChoVMA 491 D D
VMz;ll,“I\::::olar C. sorboxylosa** CsorVMA 374 T \Y%
C. tropicalis CaVMA 471 I A
C. sojae** CsoVMA 501 D N
C. metapsilosis CmeVMA 454 N D
C. orthopsilosis CorVMA 530 D D
C. intermedia** CinVMA 455 T D
C. maltosa** CmaVMA 451 N D
C. famata CfaVMA (DhaVMA) 395 N D
C. tropicalis CtrThrRS 345 N S
C. sojae** CsoThrRS 338 T S
C. maltosa** CmaThrRS 444 D D
T&ﬁi;ﬂ:ﬁ:&ﬁt C. orthopsilosis CorThrRS-A 180 - -
C. orthaopsilosis CorThrRS-B 439 D D
C. parapsilosis CpaThrRS 183 - -
C. metapsilosis CmeThrRS 172 - -
C. famata CfaGLT1 607 D D
GLTsly’ng&:‘;::‘a“ C. carpophila** Cear GLT1 557 D D
C. guillermondii Cgu GLT1 553 E D

* Residuos de aspartato no bloco C e E considerado essenciais para a funcao da HE
** |Inteins descritos neste trabalho.

O intein ThrRS situa-se no dominio catalitico da aminoacil RNA transportador
sintetase de classe 1l. A ThrRS é a enzima responsavel pelo acoplamento do aminoacido
treonina ao seu RNA transportador, tendo uma funcéo vital na célula por estar envolvida com
a sintese proteica (DONOGHUE; LUTHEY-SCHULTEN, 2003). Este intein esta presente em
C. tropicalis, como um intein bi-funcional, e em C. parapsilosis stricto sensu, C. metapsilosis
e C. orthopsisilosis, como mini-intein (CorThrRS-A). Porém, alguns isolados de C.
orthopsilosis apresentam o intein bi-funcional (CorThrRS-B) no mesmo sitio de insercédo
(PRANDINI et al., 2013). Esta variacdo de intein nas cepas de C. orthopsilosis corrobora a
suposicdo de hibridizacdo entre as suas subespécies (PRYSZCZ et al., 2014).

A aminoacil-tRNA sintetase (aaRs) desempenha um importante papel na sintese
proteica, sendo considerada um importante alvo terapéutico para os patogenos fungicos e
bacterianos (VONDENHOFF; VAN AERSCHOT, 2011; KALIDAS et al., 2014).
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O gene GLT1 codifica a enzima glutamato sintase — GOGAT, que € multimérica e age
na hidrolise de L-glutamina, pela conversdo de 2-oxoglutarato em L-glutamato e captagdo de
elétrons por doagdo destes nas células das leveduras (FILETICI et al., 1996). GOGAT ndo
influencia de forma significativa a fisiologia celular de Saccharomyces cerevisiae, sendo sua
principal caracteristica auxiliar na sintese do glutamato (BRAMBILLA et al., 2015). No
entanto, esta enzima, codificada pelo gene GLT1, é uma via de sintese do glutamato
amplamente utilizada em Candida spp., 0 que ressalta a importancia do intein GLT1 como
alvo terapéutico (FERNANDES et al., 2016).

A presenca do intein VMA em Candida é esporadica, pois espécies muito proximas
podem ser diferentes quanto a presenca deste intein. Além da presenca/auséncia, também se
pode observar um polimorfismo quanto ao tamanho destes elementos, como no complexo C.
parapsilosis, no qual C. parapsilosis stricto sensu ndo tem tal intein, enquanto C. metapsilosis
e C. orthopsilosis 0 possuem, mas em tamanhos diferentes, distinguiveis em um gel de
agarose comum, assim, o simples PCR deste intein constitui em uma técnica rapida e pratica
para correta identificacdo das espécies do complexo, ndo necessitando realizar a digestdo ou
sequenciamento (PRANDINI et al., 2013; PRYSZCZ et al., 2015).

Estes inteins presentes na proteina ATPase vacuolar, podem ser vistos como potenciais
alvos terapéuticos na inibicdo da funcdo normal desta proteina, interrompendo a homeostase
do pH em fungos patogénicos. Como por exemplo, 0 uso das drogas azoles, que associado a
outros agentes podem alterar a conformacao da ATPase (ZHANG; RAO, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Entre as espécies de Candida ndo-Candida albicans, o complexo C. parapsilosis,
destaca-se por apresentar grande relevancia clinica, uma vez que tais espécies tem sido
largamente encontradas em varios estudos epidemioldgicos por todo o mundo. Sua alta
frequéncia em profissionais da area da saude sugere que estes individuos sejam potenciais
reservatorios e vias de transmissdo (KOJIC, DAROUICHE, 2004; COSTA-DE-OLIVEIRA et
al., 2008; HAMMOUD et al., 2013). As espécies do complexo Candida parapsilosis (C.
parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) tém sido relatadas como
importante causa de infecgdes hematogénicas, principalmente em neonatos e pacientes
imunocomprometidos, sendo comumente associadas ao uso de dispositivos intravasculares
(TROFA, GACSER, NOSANCHUK, 2008). Tais espécies ainda apresentam diferencas de
viruléncia, producdo de biofilme e resisténcia antifungica, porém seu diagndstico
automatizado (com Vitek) ndo as distingue (HIGASHI et al., 2015)

Apesar da relevancia clinica de tal complexo de espécies, ndo ha até o momento
estudo sobre esta casuistica no estado do Rio Grande do Norte. Assim, esta pesquisa foi
pioneira na diferenciacdo molecular das espécies do complexo, bem como no estudo
comparativo da ocorréncia de espécies do complexo C. parapsilosis e outras do género

Candida, em amostras clinicas de pacientes e de méos e boca de profissionais da satde.
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3. OBJETIVO

3.1 GERAL

Comparar a ocorréncia de espécies cripticas do complexo C. parapsilosis em relagdo
as demais espeécies do género Candida em amostras bioldgicas de pacientes e de profissionais

de hospitais do Natal, RN e avaliar a sua susceptibilidade a antifungicos.

3.2 ESPECIFICOS

» Auvaliar a ocorréncia das diferentes espécies do género Candida em amostras
bioldgicas, previamente identificadas pelo sistema Vitek-2 (Biomerieux) no LACEN-
RN e no Centro de Patologia Clinica do Natal/RN e em amostras de maos e boca de
profissionais das UTIs dos hospitais Hospital Giselda Trigueiro e Hospital Monsenhor
Walfredo Gurgel;

» Diferenciar as espécies cripticas C. metapsilosis, C. orthopsilosis e C. parapsilosis
stricto sensu nas amostras coletadas;

* Avaliar o perfil de susceptibilidade das diferentes espécies do complexo C.
parapsilosis a diferentes antiflngicos;

» Avaliar a relagéo entre os resultados obtidos para amostras clinicas com o isolamento
e identificacdo de Candida spp. a partir das méos e boca dos profissionais de salde

dos hospitais avaliados.
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4. MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental abaixo exemplifica o percurso metodolégico seguido para a

realizacdo desta pesquisa.

[ Obtengdo das amostras ]

/ .

Amostras clinicas de pacientes com
suspeita de fungemia

| | L |

LACEN ] [ Centro de Patologia Clinica ] [ UTI do HGT ] [ UTI's do HMWG ]

\ [ Maos e boca dos profissionais ]

|

Swabs estéreis em suspensdo de 1 ml de
solugdo salina (NaCl 0,85%)
Isolamento de leveduras em Sabouraud
Dextrose Agar + Cloranfenicol

!

[ Amostras de profissionais de satde ]

N

Identificacdo automatizada de espécies de
Candidapelo Vitek-2 (Biomereux)

Identificagdo morfoldgica das leveduras

J

[ Congelamento das amostras (- §0° C)

[ Identificacdo molecular das leveduras ]

Extragdo de DNA segundo McCullough ef al. (2002) ou
Trilles ef al. (2008)

Identificacdo das espécies cripticas do complexo C. parapsilosis por PCR
da regido ITS1-5.8S-1TS2 e do intein VMA

Teste de susceptibilidade aos antifingicos (Anfotericina B, Itraconazol e 5-Fluocitosina)
para o complexo C. parapsilosis

Figura 3 - Delineamento experimental.
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4.1 Posicionamento ético do pesquisador

Para realizacdo desse estudo foram observados os pressupostos da Resolucédo 466/12
do Conselho Nacional de Saude (CNS)/Ministério da Sadde (MS) de 12 de Dezembro de
2012, que dispbe sobre a pesquisa com seres humanos (BRASIL, 2012). Os participantes
receberam esclarecimento quanto a possibilidade de desisténcia na participacdo do estudo, em
qualquer etapa do seu desenvolvimento, sem que este acarrete nenhum prejuizo ou
constrangimento. A identidade dos participantes foi mantida no anonimato e estes assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A), o qual informa o teor
cientifico e as caracteristicas da pesquisa no momento da coleta dos dados (CAAE
45188515.1.0000.5537). Os termos de responsabilidade e compromisso dos pesquisadores
coordenador e participante estdo apresentados nos APENDICES B e C.

4.2 Local de estudo e obtengéo das amostras

O estudo foi realizado no laboratorio do Instituto de Medicina Tropical do Rio Grande
do Norte (IMT-UFRN) a partir da obtengéo de amostras de leveduras isoladas em amostras
clinicas de sitios diversos na rotina normal do LACEN-RN e do Centro de Patologia Clinica
de Natal-RN, no periodo de 01 de agosto de 2015 a 01 de setembro de 2016 (13 meses),
identificadas como sendo pertencentes ao género Candida pelo sistema automatizado Vitek-2
(Biomerieux). O estudo também foi realizado nas UTIs dos hospitais HGT (UTI Adulto
Infeciosa) e HMWG (UTI Geral e UTI Pediatrica) com o isolamento de leveduras a partir de
méos e boca dos profissionais de salde que se dispuseram a participar da pesquisa mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A). Por
envolver amostras clinicas provenientes de pacientes humanos e coletas em ambiente
hospitalar, a pesquisa contou com a carta de anuéncia do LACEN-RN, do Centro de Patologia
Clinica e dos Hospitais HGT e HMWG.

A coleta das amostras das duas méos e boca dos profissionais foram realizadas
quinzenalmente, no periodo de 01 de agosto de 2015 a 01 de agosto de 2016 (12 meses),
sendo 06 meses de coleta para cada hospital, utilizando swabs estéreis, sendo um deles
friccionado na mucosa bucal e o outro nas maos. Em seguida, cada swab era introduzido em

tubo contendo suspensdo de 1 ml de solucdo salina (NaCl 0,85%) estéril. Um total de 196
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amostras (de 98 profissionais, sendo de cada um coletado uma amostra de mao e outra de
boca) foram obtidas. Imediatamente ap6s a coleta, as amostras foram encaminhadas ao
Instituto de Medicina Tropical (IMT) da UFRN e semeadas em placas contendo meio
Sabouraud Dextrose Agar acrescido de cloranfenicol (50mg/mL) e incubadas a 37°C por um
periodo de até 15 dias. Para as amostras identificadas como C. parapsilosis pelo Vitek-2
(Biomereux), as culturas foram também mantidas em Sabouraud Dextrose Agar e incubadas a
37°C por 48h, para posterior extracdo de DNA. Todas as amostras obtidas nessa pesquisa se
encontram congeladas a - 80° C no IMT/UFRN.

Cepas padrdo de C. parapsilosis (ATCC 22019 e ATCC 90018), C. orthopsilosis
(ATCC 96141), C. metapsilosis (ATCC 96143) e C. krusei (ATCC 6258), cedidas pelo Prof.
Eduardo Bagagli da UNESP-Botucatu foram utilizadas como controle nas identificagOes

morfoldgicas e moleculares bem como em testes de susceptibilidade a antifingicos.

4.3 Identificacdo morfoldgica das leveduras

As leveduras isoladas das méos e boca de profissionais foram semeadas em meio
CHROMagar (Difco) para a diferenciacdo entre C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, assim

como as amostras que ndo foram analisadas pelo Vitek-2 no LACEN-RN.

4.4 ldentificagdo molecular das leveduras: extracdo de DNA e PCR da regido 1TS1-5.8S-
ITS2 e do intein VMA

Para aquelas amostras ndo identificadas pelo Vitek-2 ou para amostras identificadas
como C. parapsilosis, 0 DNA foi extraido segundo protocolo descrito por TRILLES et al.
(2008) ou alternativamente por MCCULLOUGH et al. (2002). A qualidade do DNA foi
aferida por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo.

As reacOes de PCR do intein VMA foram realizadas em tubos de 0,2 mL com volumes
totais de 12,5 pL, contendo 1 pL de DNA, e as reagdes de PCR para sequenciamento foram
realizadas em tubos de 0,2 mL em volumes totais de 50 puL contendo 4 puL. de DNA, ambos
contendo PCR buffer 1X (100 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 500 mM KCI, 25 mM MgCI2,
0.2 mM de dNTP, 7,8125 uL de agua (nucleasse-free), DMSO 2%, 0,5 uM de cada primer
(TP1fwd ACTGCTGATTAYCCATTGTTG e TP2rev, AGATTGAWGCTTCTCTKGCAG)
(PRANDINI et al., 2013) e 1 unidade da enzima Platus Polymerase (recombinante).
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Para a amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 (para as leveduras isoladas de méos e
boca de profissionais e amostras bioldgicas, cuja identificacdo ndo foi possivel pelo
CHROMagar) foram empregados o primers universais para fungos, ITS5 e ITS4 (WHITE et
al., 1990).

O perfil de termociclagem aplicado foi padronizado conforme instrucdes do fabricante
da DNA Polimerase (desnaturagdo inicial 95°C/1-3min; 35 ciclos de desnaturacdo a
95°C/30seg; anelamento dos primers a 55°C/30seg e extensdo a 72°C/1min/kb; extensao final
a 72°C/5-15min). Todos os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%
acrescido de brometo de etidio. Utilizou-se marcador de tamanho molecular de 1Kb
(Promega). Os amplicons da regido ITS foram purificados em coluna GFX (Kit purificagéo
GFX PCR DNA e Gel Band - GEHealthcare), quantificados por eletroforese em gel de
agarose no NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific) e submetidos ao sequenciamento na

Coréia (pela Macrogen).

4.5 Teste de susceptibilidade aos antifungicos para o complexo Candida parapsilosis

A atividade antimicrobiana foi avaliada frente as diluicdes seriadas para 0s
antifangicos anfotericina B (0,0313-16 ug/mL), 5-fluorocitosina (0.125-64 upg/mL) e
Itraconazol (0.0313-16 pg/mL) (todos da Sigma-Aldrich) em meio RPMI-1640 (Sigma, St.
Louis, MO, USA). A concentracdo inibitéria minima (minimum inhibitory concentrations —
MICs) das leveduras frente aos antifungicos foi determinada pela técnica de microdiluicdo em
caldo padronizada pelo documento M27-A3 e M27-S4 do Clinical And Laboratory Standards
Institute — CLSI (CLSI, 2008, 2012).

A poténcia da concentracdo desejada da solugdo estoque do antifingico foi expressa
em pg/mL. O itraconazol foi diluido em DMSO (concentracdo final de 1600ug/mL), a 5-
fluorocitosina em agua milli-q estéril (concentracao final de 640ug/mL), e a anfotericina B ja
estava em solucdo a 250ug/mL. A solugdo estoque dos antifungicos foram aliquotadas em
microtubo e armazenadas no freezer a -80°C, até a preparacdo das placas de microdiluicao.

Os antifangicos foram distribuidos em microplacas, pipetando-se 100uL das diluicdes,
comecando da maiorr concentragcdo para a menor. A Figura 4 ilustra a distribuicdo dos
antifangicos nas microplacas. Apds esse procedimento, as microplacas foram cobertas com

parafilm® e armazenadas no freezer a -80°C por até seis meses.
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O in6culo foi preparado suspendendo-se de uma a cinco colbnias, apés 24h de
crescimento em Agar Sabouraud Dextrose a 35°C, em 5mL de salina (0,85% de NaCl) estéril.
A suspensdo foi homogeneizada no vortex e ajustada a turbidez para a escala 0,5 de
McFarland que corresponde a 1x10° — 5x10° células/mL. A partir da escala realizou-se uma
nova diluicdo na proporcdo 1:10 em meio RPMI com posterior agitacdo no vortex. A
concentracéo final dessa suspensdo para todas as amostras ficou dentro da faixa esperada de
5,0x10% a 2,5x10° células/mL.

A suspensdo das leveduras do complexo C. parapsilosis foi distribuida nas linhas
verticais (1 a 11) da microplaca, na linha doze foi adicionado o meio RPMI, considerado
controle negativo. Em seguida as microplacas foram incubadas por 48 horas a 35°C. Como
controle de qualidade e reprodutibilidade dos testes, foram incluidas as cepas Candida krusei
ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019, distribuidas nas linhas horizontais G e H.
A Figura 4 ilustra a distribuicéo.
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Figura 4 - Distribuicdo do antifingico e inoculo para o teste de microdiluicdo em caldo,
destinado a determinacdo da suscetibilidade de leveduras, segundo o documento
M27-S3 e M27-S4, CLSI (2008; 2012).
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A leitura da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizada apos 24h e 48h de
incubacédo para anfotericina B e itraconazol, conforme o CLSI - M27 S3 (2008) e 48h para 5-
fluorocitosina, de acordo com CLSI - M27 S4 (2012). A presenga ou auséncia de crescimento
das leveduras em cada poco da placa foi avaliada por meio de leitura visual, a partir do poco
de maior nimero para o de menor nimero de turbidez. A interpretacdo dos resultados baseada
na leitura visual estabeleceu o score (pontuacdo), sendo esse classificado de 0 a 4, como

mostra a tabela 2.

Tabela 2 - A interpretacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) baseada na leitura visual.

Score  Interpretacéo

0 opticamente claro

1 crescimento indefinido

2 reducao proeminente de crescimento
3 ligeira reducgéo do crescimento

4 nenhuma reducdo de crescimento

Para a anfotericina B, a concentracgdo inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor
concentra¢do do antifungico capaz de inibir totalmente (100%) o crescimento da levedura.
Para o itraconazol e a 5-fluorocitosina a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
considerada a menor concentracdo do antifingico capaz de inibir parcialmente (50%) o
crescimento da levedura. A tabela 3 ilustra os pontos de corte (breakpoints) da CIM
estabelecida pelo CLSI - M27-S3 (2008) e M27-S4 (2012) para as cepas de referéncia.
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Tabela 3 - Variacdo das espécies de referéncia recomendada pelo CLSI M27 S3 (2008) e
CLSI M27- S4 (2012), segundo concentracdo inibitéria minima (CIM).

CIM (ug/mL) 24 horas de Incubacéo

Espécie Anfotericina B Itraconazol 5-fluorocitosina
Candida parapsilosis 0,25-2,0 0,06-0,5 0,06-0,25
Candida krusei 0,5-2,0 0,12-1,0 4,0-16

CIM (pg/mL) 48 horas de Incubacgéo

Espécie Anfotericina B Itraconazol 5-fluocitosina
Candida parapsilosis 0,5-4,0 0,06-0,5 0,12-0,5
Candida krusei 1,0-4,0 0,25-1,0 8,0-32

41



5. RESULTADOS

Um total de 163 isolados de Candida de amostras clinicas e 24 () isolados de maos e
boca de profissionais da saude, de um total de 196 amostras coletadas, foram obtidos neste
trabalho. A maioria das amostras clinicas foram previamente identificadas pelo Vitek ou
Chromagar e a maioria das amostras dos profissionais foram identificadas pelo
sequenciamento da regido ITS1-5.8S-1TS2 ou Chromagar. O PCR do intein VMA foi usado
para diferenciar as espécies do complexo C. parapsilosis. A Tabela 4 engloba a identificacéo
de todas as amostras obtidas durante a execucdo deste trabalho e a tabela 5 mostra a
similaridade das sequencias da regido 1TS1-5.8S-1TS2 obtidas neste trabalho com sequencias

da base de dados GenBank, apds a realiza¢éo do Blastn.

Tabela 4 — Identificacdo das espécies de Candida por PCR ITS5, PCR intein VMA,
CHROMagar Candida e Vitek 2, das amostras dos profissionais de salde e
amostras clinicas.

Fonte de isolamento  Designa¢do Vitek 2 (Biomereux) CHROMagar Sequenciamento ITS PCR Intein VMA
SPL533 C. glabrata NR NR NR
SPL548 C. glabrata NR NR NR
SPL067 C. tropicalis NR NR NR
SPL613 C. tropicalis NR NR NR
SPL181 C. glabrata NR NR NR
SPL190 C. albicans NR NR NR
SPL068 C. albicans NR NR NR
SPL899 C. albicans NR NR NR
SPL107 C. tropicalis NR NR NR
SPL526 C. parapsilosis Inconclusivo  NR C. parapsilosis stricto sensu
SOL116 C. albicans NR NR NR
PCL156 NR Inconclusivo  C. parapsilosis stricto sensu  C. parapsilosis stricto sensu
PCP305 C. albicans NR NR NR
PCP472 C. albicans NR NR NR
PCP478 C. albicans NR NR NR
PCP593 C. albicans NR NR NR
PCP527 C. famata NR NR NR

Amostra Clinica SGCP895 C. albicans NR NR NR
SGCP865 C. tropicalis NR NR NR
LBCP396 C. albicans NR NR NR
LBCP334 C. albicans NR NR NR
LBCP758 C. albicans NR NR NR
LBCP213 C. albicans NR NR NR
LBCP282 C. albicans NR NR NR
RUCP863 C. parapsilosis Inconclusivo  NR C. parapsilosis stricto sensu
RUCP786 C. guilliermondii NR NR NR
RUCP697 C. albicans NR NR NR
RUCP180 C. parapsilosis Inconclusivo  NR C. metapsilosis
RUCP351 C. albicans NR NR NR
SVCP210 C. albicans NR NR NR
SVCP636 C. albicans NR NR NR
SVCP097 C. albicans NR NR NR
SVCP178 C. albicans NR NR NR
SVCP154 C. tropicalis NR NR NR
SVCP278 C. albicans NR NR NR
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LCLO087 C. guilliermondii NR NR NR

UL310 C. albicans NR NR NR

uL198 C. tropicalis NR NR NR

UL334 C. albicans NR NR NR

uL337 C. albicans NR NR NR

UL336 C. tropicalis NR NR NR

uL4079 C. tropicalis NR NR NR

uLo47 C. tropicalis NR NR NR

uLos1 C. albicans NR NR NR

UL079 C. albicans NR NR NR

ULO009 C. albicans NR NR NR

UL008 C. albicans NR NR NR

uLo027 C. tropicalis NR NR NR

uL179 C. tropicalis NR NR NR

UL090 C. albicans NR NR NR

uL188 NR Inconclusivo  C. orthopsilosis C. orthopsilosis

UL202 C. albicans NR NR NR

UL203 C. krusei NR NR NR

UL105 C. albicans NR NR NR

UL146 C. albicans NR NR NR

UL184 C. albicans NR NR NR

UL294 C. albicans NR NR NR

UL782 C. albicans NR NR NR

UL295 C. albicans NR NR NR

UL774 C. tropicalis NR NR NR

uL843 C. albicans NR NR NR

uL227 C. albicans NR NR NR

ULO057 C. glabrata NR NR NR

uL388 C. albicans NR NR NR

UL160 C. glabrata NR NR NR

uL491 C. albicans NR NR NR

UL286 C. albicans NR NR NR

UL269 C. tropicalis NR NR NR

UCP536  C. albicans NR NR NR

UCP252 C. albicans NR NR NR

UCP770  C. tropicalis NR NR NR

UCP432 C. tropicalis NR NR NR

UCP084 C. albicans NR NR NR

UCP354  C.glabrata NR NR NR

UCP059  C. albicans NR NR NR

UCP428 C. albicans NR NR NR

UCP055  C.glabrata NR NR NR

UCP311 C. parapsilosis Inconclusivo  NR C. metapsilosis

UCP935  C. albicans NR NR NR

UCP526  C.glabrata NR NR NR

UCP843  C.glabrata NR NR NR

UCP866  C. albicans NR NR NR

UCP363 C. krusei NR NR NR

UCP330 C. albicans NR NR NR

UCP671 C. albicans NR NR NR

UCP123 C. albicans NR NR NR

UCP5123 C. albicans NR NR NR

UCP452 C. albicans NR NR NR

UCP938  C. albicans NR NR NR

UCP874 C. pelliculosa NR NR NR

UCP762 C. albicans NR NR NR

UCP997 C. albicans NR NR NR

UCP106  C. tropicalis NR NR NR

UCP707 C. albicans NR NR NR

UCP152 C. albicans NR NR NR

SGUG9 NR C. albicans NR NR

SGUG15 NR Inconclusivo  C. parapsilosis stricto sensu  C. parapsilosis stricto sensu

SGUG27 NR Inconclusivo  C. parapsilosis C. parapsilosis stricto sensu
Miios de profissionais SGUG43 NR Inconclusivo C. paraps!los!s stricto sensu C. paraps?los?s stricto sensu

SGUG55 NR Inconclusivo  C. parapsilosis stricto sensu  C. parapsilosis stricto sensu

SGUG61 NR Inconclusivo  C. parapsilosis stricto sensu  C. parapsilosis stricto sensu

SGUG67 NR C.tropicalis  NR NR

SWUG13 NR Inconclusivo  C. orthopsilosis C. orthopsilosis
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SWUP9 NR C.tropicalis  NR NR

SWUP47  NR C.tropicalis NR NR
SGUG16 NR C. albicans NR NR
SGUG20 NR C. albicans NR NR
SGUG56 NR Inconclusivo  C. parapsilosis stricto sensu  C. parapsilosis stricto sensu
SGUG58 NR Inconclusivo  C. metapsilosis C. metapsilosis
SGUG62 NR C. albicans NR NR
SGUG68  NR C. albicans NR NR
SWUP26 NR C. glabrata NR NR
Boca de profissionais SWUP44  NR C. albicans NR NR
SWUP48 NR C. glabrata NR NR
SWUG14 NR C. albicans NR NR
SWUG20 NR Inconclusivo  C. parapsilosis C. orthopsilosis
SWUG40 NR C. albicans NR NR
SWUG50 NR C. albicans NR NR
SWUG56 NR C. albicans NR NR

*C. albicans (verde), C. tropicalis (azul), Inconclusivo (lilas/rosa clara/branca), C. krusei (rosa cintilante),
C. glabrata (roxo).

Sequenciamento Inconclusivo: sobreposi¢do de picos no eletroferograma.

NR (ndo realizado); SPL (secrecdo purulenta LACEN), SOL (secrecdo ocular LACEN), PCL (ponta de
cateter LACEN), PCP (ponta de cateter CPC), SGCP (secrecdo de gastrostomia CPC), LBCP (lavado
broncoalveolar CPC), RUCP (raspado de unha CPC), SVCP (secre¢do vaginal CPC), SACP (secrecdo
abdominal), ECP (escarro CPC), PGCP (perigastrostomia CPC), FCP (fezes CPC), MCP (médo CPC),
SFCP (secrecdo de fistula CPC), PECP (pé esquerdo CPC), PDCP (pé direito CPC), ATCP (aspirado
traqueal CPC) ATL (aspirado traqueal LACEN), FUCP (fragmento de Ulcera CPC), HL (hemocultura
LACEN), HCP (hemocultura CPC), LCL (liquido cefalorraquidiano LACEN), UL (urina LACEN), UCP
(urina CPC). SGUG (swab Giselda UTI geral), SWUP (swab Walfredo UTI pediatrica), SWUG (swab
Walfredo UTI geral).

Tabela 5: Similaridade das sequencias da regido ITS1-5.8S-1ITS2 com sequencias
depositadas na base de dados do GenBank, apds a realizacao do Blastn.

Amostra/nimero  Espécie e Sequéncia do Genbank % identidade e-value (nt)
de depésito no
Genbank
PCL156/ C. parapsilosis stricto sensu (KJ734198.1) 99% 0.0 460
KY560339
HL001/ C. orthopsilosis (KY102274.1) 98% 0.0 406
KY560329
SWUG13 C. orthopsilosis (KY102272.1) 95% 4e-179 409
KY560327
SGUG61/ C. parapsilosis stricto sensu (KJ734198.1) 98% 0.0 451
KY560330
SGUG56/ C. parapsilosis stricto sensu 97% 0.0 425
KY560331 (KX958046.1)
SGUGH55/ C. parapsilosis stricto sensu (KJ734198.1) 99% 0.0 425
KY560332
SGUG27/ C. metapsilosis (KX421284.1) 94% 5e-178 421
KY560333
uL188/ C. orthopsilosis (KU665255.1) 97% 0.0 456
KY560328
ULO053/ C. parapsilosis stricto sensu (KJ734198.1) 98% 0.0 421
KY560334
SGUG58/ C. metapsilosis (KP674707.1) 97% 0.0 455
KY560335
SGUGA43/ C. parapsilosis stricto sensu (KJ734198.1) 98% 0.0 421
KY560336
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SGUG15/ C. parapsilosis stricto sensu (KJ734198.1) 99% 0.0 455
KY560337

SWUG20/ KY56 C. orthopsilosis (KY102274.1) 94% le-149 490
0338

nt = Tamanho da sequéncia avaliado (nimero de nucleotideos)

5.1 Amostras de Candida spp. isoladas de amostras clinicas

Das 163 amostras clinicas, apenas para PCL156 e UL188 a identificacdo pelo Vitek-2
néo foi realizada, sendo identificadas por sequenciamento da regido ITS1-5.8S e ITS2 e pelo
PCR do intein VMA como C. parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis. Dentre as espécies
mais prevalentes destacam-se C. albicans (54%), C. tropicalis (17%) e espécies do complexo
C. parapsilosis (14%) e C. glabrata (7%) (Figura 5).
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Figura 5 — Distribuicdo das Candida spp. identificadas nos pacientes pelo LACEN e CPC.

Dentre as 23 espécies do complexo C. parapsilosis, 0 tamanho do produto do PCR do
intein VMA mostrou que 12 (52%) eram C. parapsilosis stricto sensu, 6 (26%) C.
metapsilosis e 5 (22%) C. orthopsilosis (Tabelas 4 e 6). A figura 6 ilustra o tamanho dos

produtos da amplificacdo do intein VMA para cada espécie do complexo.
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Figura 6 - Produtos da amplifica¢do do intein VMA para cada espécie do complexo no gel de
agarose. 1: Marcador molecular , 2: HL 183 - C. parapsilosis stricto sensu (sem o
intein), 3: HL 191 - C. parapsilosis stricto sensu (sem o intein), 4: HL 303 - C.
parapsilosis stricto sensu (sem o intein), 5: HL 939 - C. orthopsilosis, 6: HL 940 -
C. orthopsilosis, 7: HL 891 - C. metapsilosis, 8: ATCC 96141 - C. orthopsilosis
(C+), 9: ATCC 96143 — C. metapsilosis (C+), 10: Controle negativo.

As coletas das amostras dos pacientes, provenientes do LACEN e CPC, foram
realizadas em sitios anatbmicos diversos. A tabela 6 mostra a quais sitios anatdmicos estavam
associados cada espécie de Candida isolada. Observou-se que o maior nimero de amostras foi
de urina e hemoculturas, com maior prevaléncia de C. albicans, seguida de C. tropicalis,

complexo C. parapsilosis e C. glabrata.

Tabela 6 — Numero de isolados de Candida spp. proveniente do LACEN-RN e CPC por sitio
anatdmico ou material de coleta.

Espécie SP PC SO SG RU LBA SV SAE PG F MSF P AT FU H U LCR Total
C. albicans 3 4 1 1 2 5 5 1 41 121 - 4 1 16 36 - 88
C. tropicalis 3 - - 1 - I - - - 13 1 7 11 - 28
C. parapsilosis 1 1 - - 1 - - - - - - 9 - - 12
C. metapsilosis - - - - 1 - - - - - 1 3 1 - 6

C. orthopsilosis - - - - - - N e 4 1 - 5

C. glabrata 3 - - - - - - - - - - - - -1 1 7 - 12
C. krusei - - - - - - - - - - 1 - - 1 - - - 2 - 4
C. guilliermondii - - - 1 - - - - - - 1 - -1 3

C. famata -1 - - - - - - - - - - - - - - 1 - - 2

C. pelliculosa - - - - - - - - - 1 - 1 - 2

C. stefanoascus - - - - - - - - - - - - -1 1
ciferri

Total 10 6 1 2 5 5 6 1 4 1 2 21 2 10 3 41 59 2 163

SP = Secrec¢do purulenta, PC = Ponta de cateter, SO = Secrecdo ocular, SG = Secrecdo de gastrostomia, RU =
Raspado de unha, LBA = Lavado broncoalveolar, SV = Secrecdo vaginal, SA = Secre¢do abdominal, E =
Escarro, PG = Perigastrostomia, F = Fezes, M = Méo, SF = Secrecéo de fistula, P = P&, AT = Aspirado traqueal,
FU = Fragmento de Glcera, H = Hemocultura, U = Urocultura, LCR = Liquido cefalorraquidiano.
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5.2 Candida spp. isoladas de amostras de profissionais da saude

Foram realizadas 196 coletas de amostras bioldgicas com swab dos profissionais de
salude da UTI Geral do Hospital Giselda Trigueiro e UTI Geral e Pediatrica do Hospital
Monsenhor Walfredo Gurgel, no periodo de agosto de 2015 a agosto de 2016, sendo 98
amostras das mdos e 98 da boca dos profissionais. Destas amostras, 144 (74%) né&o
apresentaram crescimento em Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol durante o
periodo de avaliacdo (15 dias), 23 (12%) das amostras apresentaram micélio contaminante, 10
(5%) C. albicans, 6 (3%) C. parapsilosis, 3 (2%) C. tropicalis, 3 (2%) bactérias, 2 (1%) C.
orthopsilosis, 2 (1%) C. glabrata, 1 (1%) C. metapsilosis, 1 (1%) levedura preta e 1 (1%)
levedura Rhodotorula spp.

Na Figura 7 estes resultados sdo apresentados separadamente para cada Hospital e UTI
de coleta, mostrando que ndo ha diferencas marcantes entre os isolados de Candida das
diferentes UTIs, com excecdo apenas de C. parapsilosis isolada de mé&os, que foi observada
apenas nos profissionais do HGT. C. albicans foi a espécie de levedura mais isolada em boca
(64% de todas as espécies de Candida isoladas), enquanto C. parapsilosis seguida de C.
tropicalis (60 e 30% respectivamente) foram as espécies de Candida mais frequentes em
méos (Figura 8).
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Figura 7 - Patdgenos identificados em culturas de swab de mao e boca dos profissionais de

saude das UTI's do HGT e HMWG.
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Figura 8 — Distribuicdo dos patogenos identificados em culturas de swab de méo e boca dos
profissionais de saude das UTI’s do HGT e HMWG.

Estes patogenos foram identificados pelo método CHROMagar Candida (Difco) e
alternativamente pelo sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 e comparacdo com banco de
dados do GenBank, via blastn, realizando a confirmacdo das espécies do complexo C.
parapsilosis através do PCR do intein VMA (tabela 4).

Dentre os profissionais que participaram da pesquisa, conforme ilustrado na Figura 9,
houve maior participacdo de técnicos de enfermagem e médicos, 39% e 21% respectivamente.
Apenas em 24 das 196 amostras (mé&o e boca de 98 profissionais) se observou o crescimento
de leveduras do género Candida. Cepas de Candida foram isoladas de amostras de
enfermeiros (1/26 do HMWG), de médicos (1/18 do HGT e 2/22 do HMWG), de
fisioterapeutas (1/6 do HGT), de nutricionistas (2/6 do HGT), de técnicos de enfermagem
(5/26 no HGT e 8/50 no HMWG) e em secretarios (4/10 do HGT) (Figura 10). Na tabela 7
estdo descritas as espécies de Candida encontradas nas amostras de mdos e boca dos

diferentes profissionais nas UTIs de ambos os hospitais.
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Figura 9 — Distribuicéo dos profissionais de saude que participaram da pesquisa nos hospitais
HGT e HMWG.
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Figura 10 — Amostras de médos e mucosa bucal de diferentes profissionais da satde, das UTIs
dos Hospitais HGT e HMWG de Natal/RN com crescimento de Candida spp.
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Tabela 7 — Espécies de Candida encontradas nas amostras de maos e boca dos profissionais
das UTIs dos Hospitais HGT e HMWG de Natal/RN.

UTI - HGT UTIs Geral e Pediatrica - HMWG

spécies / sitio de| ) § é < ' E E 2

coleta)] 2 ] -é = = = v = |2 = = S

S| E) £ 3| §| B B S| 5|83 || &| §]&%

= B0 = = = 3 2 = B | = = = 3 2,

Ul o ¢} ] @] ] &} &) [SEN R ¢] U &) ¢]

Total de Total de
Profissionais M B|/M B/M BIM BIM B|M B/M B |amostrasy M BIM B M B |M B/M B| M B|M B|amostras
* *
Enfermeiros 000 00 0[O0 OJ0 O)J0 OO0 O 12 0 00 00 0|0 0j0 O] 0 1]00 26
Meédicos 1 00 00O O[O0 O[O OO0 0|0 O 18 0 1|0 1|0 O|0 0[O OO 0O/0O 22
Fisioterapeutas 0 0(0 0 0j0 0|0 OfO 1 0 6 0 0[{0 0|0 0|0 0[O0 OO0 0O/0 O 16
Nutricionistas 0000000 00 0l0 01 1 6 B I e e e T 0
Dentistas B B I EEEEE R I I 0 0 0[O0 0f0 O|0 O[O OO 0Oj0 O 4
Téc. Enfermagem 02(0 01 0/0 0[O0 1[0 O]1 O 26 0 4{0 1{2 0/0 0[O0 O 1 0/0O 50
Secretarios 0 2({0 00 0[O0 O[]0 0] 0 0O]2 0 10 - - -0 - - -] -] - -]- - 0
Numero de isolados
decada espécic de | o | o |l g | | g | 6 78 5 2> 2o o 2 ol 1us
Candida em cada
hospital

* Para cada profissional foram obtidas duas amostras (uma de mé&o e a outra de boca)
M = mao, B= boca.

UTI HGT = UTI geral do Hospital Giselda Trigueiro.

UTIs HMWG = UTIs geral e pediatrica do Hospital Monsenhor Walfredo Gurgel

5.3 Comparacdo da susceptibilidade a antifingicos das espécies do complexo C.
parapsilosis isoladas neste estudo

Na tabela 8 sdo descritos os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
antifungicos, 5-Fluorocitosina, anfotericina B e itraconazol, testados frente a todas as 32
amostras do complexo C. parapsilosis obtidas neste estudo, bem como para as cepas ATCC
(controle de qualidade).

Todos os isolados se mostraram sensiveis a anfotericina B e a 5- Fluorocitosina, sendo
que cerca de 31% das C. parapsilosis também se mostraram sensiveis ao itraconazol e as
demais (69%) sensiveis dose-dependentes. Cerca de 28% das C. metapsilosis também se
mostraram sensiveis ao itraconazol e as demais (72%) sensiveis dose-dependentes. Enquanto
em C. orthopsilosis 80% foram sensiveis ao itraconazol e as demais (20%) sensiveis dose-
dependentes. Nenhum isolado apresentou resisténcia aos antifingicos testados.

Aparentemente, segundo as médias geométricas para os CIM de 24 e 48h, os isolados das
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diferentes espécies do complexo C. parapsilosis, aqui estudados, ndo apresentaram diferencas
marcantes quanto ao perfil de susceptibilidade aos antifungicos testados.
Tabela 8 — CIM dos antifungicos testados para isolados do complexo C. parapsilosis.
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MIC (ug/ml)

Isolado  Espécie ANF (1) 5-FLU (2) ITRA (3) Sensivel SDD
24h  48h 24h  48h 24h 48h N° (%) N° (%)
HL328 parapsilosis 05 10 0,06 0,25 0,06 0,125 1,2,3 -
HL272 parapsilosis 0,5 1,0 0,03 05 0,25 0,25 1,2 3
HL500 parapsilosis 1,0 0,5 0,03 0,25 0,25 0,5 1,2 3
HL183 parapsilosis 0,5 1,0 0,03 05 0,125 0,25 1,2 3
HL191  parapsilosis 05 05 0,06 0,25 0,25 0,25 1,2 3
HL303  parapsilosis 10 05 0,125 05 025 05 1,2 3
HL260 parapsilosis 1,0 1,0 0,25 05 0,125 0,25 1,2 3
HL763 parapsilosis 0,5 0,5 0,25 05 0,06 0,5 1,2 3
HL442 parapsilosis 0,25 0,25 0,125 0,25 0,125 0,5 1,2 3
HCP461 parapsilosis 05 05 0,06 0,25 0,06 0,06 12,3 -
RUCP863 parapsilosis 0,5 1,0 0,5 0,5 0,125 0,5 1,2 3
PCL156  parapsilosis 05 05 0,125 0,25 0,125 0,25 1,2 3
SPL526  parapsilosis 0,25 05 0,125 0,25 0,03 0,03 1,2,3 -
SGUG61 parapsilosis 0,25 05 0,125 0,5 0,03 0,03 1,23 -
SGUG56 parapsilosis 0,25 05 0,125 0,25 0,03 0,03 1,2,3 -
SGUGS5  parapsilosis 05 05 0,125 0,25 0,03 0,03 1,2,3 -
SGUG43 parapsilosis 0,5 0,5 0,125 0,5 0,125 0,5 1,2 3
SGUG15 parapsilosis 0,5 0,5 0,25 0,25 0,06 0,25 1,2 3
Média
geométrica

N=18 MIC (ug/ml) 046 0,6 0,11 0,33 0,11 0,18

HL891 metapsilosis 1,0 1,0 0,125 0,5 0,25 0,25 1,2 3
HL196 metapsilosis 0,5 0,25 1,0 2,0 0,06 0,25 1,2 3
HL401 metapsilosis 0,25 05 025 05 0,125 0,25 1,2 3
RUCP180 metapsilosis 025 1,0 0,25 0,25 0,125 0,25 1,2 3
UCP311 metapsilosis 0,5 0,25 0,25 0,25 0,125 0,25 1,2 3
ATL400 metapsilosis 05 05 0,125 0,25 0,06 0,125 1,2,3 -



SGUG58 metapsilosis 05 05 0,125 0,125 0,125 0,25 1,2 3

SGUG27 metapsilosis 10 10 0,06 0,25 0,06 0,06 1,2,3 -
Média
geomeétrica
N=8 MIC (ug/ml) 055 05 0,18 0,37 010 0,18
HL940 orthopsilosis 0,5 0,5 0,06 0,25 025 0,25 1,2 3
HLO001 orthopsilosis 0,5 0,5 0,125 0,25 0,06 0,06 1,23 -
HL939 orthopsilosis 0,5 0,5 025 05 0,06 0,125 12,3 -
uUL188 orthopsilosis 0,5 0,5 0,125 0,5 0,06 0,06 12,3 -
SWUG13 orthopsilosis 0,5 0,5 0,125 05 0,06 0,06 1,23 -
SWUG20 orthopsilosis 0,5 0,5 0,25 0,25 0,06 0,25 1,2 3
Média
geométrica
N=6 MIC (ug/ml) 0,5 0,5 0,15 0,30 0,09 0,15
ATCC
22019 parapsilosis 0,5 1,0 0,25 1,0 0,06 0,125 1,23 -
ATCC
6258 krusei 0,5 1,0 1,6 1,6 0,5 0,5 1 2,3

ANF (1) - Anfotericina B, 5-FLU (2) - 5-Fluocitosina, ITRA (3) — Itraconazol. SDD — Sensivel Dose
Dependente. CIM - Concentracdo Inibitéria Minima.HL191 — Hemocultura LACEN, HCP461 —
Hemocultura Centro de Patologia Clinica, RUCP180 — Raspado de Unha Centro de Patologia Clinica,
PCL156 — Perigastrostomia Centro de Patologia Clinica, SPL526 — Secre¢do Purulenta LACEN,
SGUGH1 — Swab Giselda UTI Geral, UCP311 — Urina Centro de Patologia Clinica, ATL400 — Aspirado
Traqueal LACEN, SWUG20 — Swab Walfredo UTI Geral.
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6. DISCUSSAO

As infecgbes por leveduras do género Candida constituem um problema
crescente de salde publica, sendo mais comum em pacientes hospitalizados nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (SILVA et al., 2014). C. albicans ainda é a
principal espécie isolada em humanos, no entanto outras especies como C. tropicalis e
complexo C. parapsilosis tem surgido como patégenos emergentes preocupantes em
infeccbes (YAPAR, 2014). Neste trabalho foi realizado pela primeira vez um estudo
comparativo da ocorréncia das diferentes espécies de Candida em isolados de amostras
clinicas e de maos e boca de profissionais da salde em Hospitais da cidade do
Natal/RN, Brasil.

C. albicans foi a espécie mais frequente em todos os tipos de amostras
bioldgicas do nosso estudo, corroborando inumeros trabalhos epidemiolédgicos nacionais
e internacionais. Isto € de certa forma esperado, uma vez que esta levedura faz parte da
microbiota humana, de alguns animais e também de nichos ambientais diversos, em
situacdo de comensalismo, tornando-se patogénico ao haver desequilibrio no organismo
do hospedeiro que favoreca o seu desenvolvimento (FORNARI et al., 2013;
FERREIRA et al., 2013; PEIXOTO et al., 2014; GUINEA et al., 2014; SILVA et al.,
2014; JESUS et al., 2015).

A segunda espécie de Candida mais frequente nos isolados clinicos foi C.
tropicalis, sobretudo em amostras de urina, observando-se também nessas amostras a
presenca de C. glabrata e C. krusei, as quais segundo Silva et al. (2014), s&o comuns
nas infeccBes fungicas urinarias hospitalares.

As espécies do complexo C. parapsilosis se apresentaram como a terceira mais
prevalente dentre todas as amostras clinicas dos pacientes, sendo identificadas em
isolados de raspado de unha, ponta de cateter, secre¢do purulenta, aspirado traqueal,
urina e hemocultura, com maior incidéncia nas hemoculturas (segunda espécie mais
frequente, apds C. albicans), visto que estas espécies sao descritas como predominantes
em infec¢bes da corrente sanguinea, e aquelas relacionadas a cateter venoso central,
ventilacdo mecénica, sondagem e alimentacdo parenteral, inclusive em pacientes
internados em UTI (PAMMI et al 2014; BARBEDO et al., 2016). Dentre as trés
espécies do complexo, C. parapsilosis stricto sensu foi a mais predominante, seguida de

C. metapsilosis e C. orthopsilosis corroborando outros estudos, nos quais a incidéncia
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de C. metapsilosis e C. orthopsilosis ndo ultrapassa a taxa de 10% das infec¢des pelo
complexo (GOMEZ-LOPEZ et al., 2008, SILVA et al., 2009). Este fatoest4 associado a
baixa viruléncia das outras duas espécies quando comparadas a C. parapsilosis stricto
sensu (BARBEDO at al., 2016).

As espécies C. albicans, C. tropicalis e complexo C. parapsilosis foram mais
incidentes em corrente sanguinea e dispositivos medicos invasivos como cateter e
sondas e procedimentos como traqueostomia e lavado broncoalveolar, sendo estas
condicdes apropriadas para o0 desenvolvimento de candidemias. Tal situacdo €
agravante, uma vez que o indice de mortalidade por candidemia no Brasil é elevado
(DOl et al., 2016).

Observa-se que as espécies do complexo C. parapsilosis sdo frequentes
causadoras de infeccbes hospitalares, como também sdo comuns em mdos de
profissionais de salde, consideradas fonte exdgena de infeccBes nosocomiais,
destacando-se a prevaléncia da espécie C. parapsilosis stricto sensu do complexo.

Dentre as espécies de Candida isoladas nas amostras de maos dos profissionais
C. parapsilosis stricto sensu foi a mais prevalente, seguida de C. tropicalis, C.
orthopsilosis e C. albicans, sendo as duas Ultimas encontradas em igual frequéncia. Tal
observacao pode estar relacionada com o fato de C. parapsilosis ser frequentemente
associada a infecgdes nosocomiais. A infec¢do cruzada de pacientes como resultado do
contato direto com os profissionais do hospital é corriqueiro, uma vez que as maos dos
profissionais tém sido documentadas como um reservatorio de Candida spp. (GUO;
YANG; LIANG, 2016). Diferentes motivos podem estar associados a esses achados,
como numero de profissionais de satde por paciente, qualificacdo dos profissionais de
salde, reutilizacdo de material descartavel, utilizacdo de sistema aberto de infusdo
venosa, ndo lavagem das méos pelos profissionais ao terminar os procedimentos ou ao
manipular outros pacientes, infringindo as préaticas tidas como padrdo de controle de
infeccdo hospitalar.

Outras espécies como C. glabrata e as do complexo C. parapsilosis também
foram encontradas na mucosa bucal dos colaboradores de satde das unidades estudadas,
porém em menor frequéncia, dado ao fato dessas espécies serem mais relacionadas ao
ambiente e ndo tdo presentes na microbiota normal de humanos (FERREIRA et al.,
2013; ALTHAUS et al., 2015). A presenga de leveduras colonizando os profissionais da
saude é preocupante, pois podem ser fonte potencial de contaminacdo de

microrganismos por transmissdo exdgena no ambiente hospitalar, contribuindo para a

57



ocorréncia de infeccdes nosocomiais (ATAIDES et al., 2010). Aos participantes desta
pesquisa ndo era solicitada a higienizacdo da boca no momento da coleta, estas foram
realizadas em momentos aleatdrios, nesse sentido ressaltamos a importancia do uso de
equipamentos de protecdo individual (EPIs) ao realizarem procedimentos com 0s
pacientes.

Ressaltamos a necessidade da educacdo permanente desses profissionais, de
forma que sejam conscientizados da importancia dos equipamentos de protecdo
individual (EPI) (mascaras, luvas, 6culos, jaleco, propés) e da lavagem das méos como
controle da transmissdo de infeccdo cruzada ao realizarem qualquer assisténcia ao
paciente, uma vez que tanto os profissionais como o enfermo estdo susceptiveis a
desenvolverem infecgbes no ambiente hospitalar. E necessério que os profissionais de
salude, conhecam a legislacdo e as orientacGes pertinentes que regulamentam as
atividades profissionais e os aspectos relacionados ao desempenho profissional para
promover medidas de protecdo e prevencdo de agravos a salde (FERRREIRA;
MARTINS, 2015).

Apesar deste estudo ndo objetivar a comparacdo entre os metodos de
identificacdo de espécie de Candida, na tabela 4 podemos observar a congruéncia da
identificacdo dos isolados do complexo C. parapsilosis entre o Vitek-2, o
sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-ITS2 e o PCR do intein VMA, corroborando a
acuracia do método desenvolvido por Prandini et al (2013), reforcando portanto o uso
de inteins como marcadores moleculares na discriminacdo de espécies cripticas.

As CIMs do nosso trabalho para anfotericina B e 5-fluorocitosina ndo mostram
diferencgas significativas entre as espécies do complexo Candida parapsilosis. Por outro
lado, C. parapsilosis stricto sensu e C. metapsilosis apresentaram maior sensibilidade
dose dependente ao itraconazol do que C. orthopsilosis. Tal observacdo reforca a
importancia do reconhecimento dos perfis de susceptibilidade antiflngica entre estas
espeécies para o tratamento adequado das infec¢des causadas por esses patdgenos, ja que
este complexo apresenta perfis de viruléncia diferentes entre si. Atributos de viruléncia
como a capacidade de produzir proteases extracelulares, secrecédo de lipase, formacéo de
pseudo-hifas, producdo de biofilme em dispositivos médicos implantados, dano aos
tecidos do hospedeiro e proliferacdo rapida, demonstram-se diversificados entre essas
especies (GUO; YANG. LIANG, 2016; BARBEDO et al, 2016). Por exemplo, foi visto
que C. metapsilosis ndo produz pseudo-hifas, diminuindo a capacidade desta em aderir

as células epiteliais, a associando como a menos virulenta do complexo (BARBEDO et
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al., 2016). Alguns estudos também demonstram a incapacidade de C. orthopsilosis em
produzir pseudo-hifas (GAGO et al., 2014). InfeccOes causadas por C. parapsilosis
stricto sensu sdo mais frequentes do que aquelas causadas pelos outros membros do
complexo, o que pode estar relacionado a um perfil de maior viruléncia (ASADZADEH
etal., 2015).

Até o presente momento ndo se tinha informag&o sobre a taxa de ocorréncia das
diferentes espécies de Candida, principalmente aquelas relacionadas a infecgdes
sistémicas, causando candidemia, no estado do RN. Aparentemente o padrdo encontrado
corrobora com outros estudos em diferentes regides brasileiras, mostrando grande
prevaléncia de C. tropicalis e do complexo C. parapsilosis, sendo a espécie C.
parapsilosos strictu senso a mais comum do complexo. Achados destas espécies em
méaos e boca de profissionais ressaltam a importancia de campanhas em prol da
higienizacdo de maos e uso de mascaras e luvas. Estes achados serdo divulgados nos
Hospitais nos quais este estudo foi realizado, a fim de sensibilizarmos os profissionais a
respeito das boas praticas em biosseguranca.
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7. CONCLUSAO

Em nosso estudo demonstramos a eficacia e aplicabilidade da PCR do intein
VMA como marcador molecular na diferenciacdo do complexo C. parapsilosis (ndo
distinguiveis fenotipicamente), em trés espécies, C. parapsilosis stricto sensu, C.

metapsilosis e C. orthopsilosis, visando uma maior confiabilidade diagndstica.

Embora em nossa pesquisa, 0s testes para os antifingicos anfotericina B e 5-
fluorocintosina ndo apresentarem diferencas significativas de CIMs entre as espécies do
complexo C. parapsilosis, C. orthopsilosis se mostrou mais sensivel ao itraconazol do
que C. parapsilosis stricto sensu e C. metapsilosis. Assim, ressaltamos a importancia
dos testes de susceptibilidade antiflngica, para o direcionamento e adequacdo

terapéutica, evitando quadros de resisténcia e/ou multirresisténcia de cepas fangicas.

Destacamos nesse estudo dados epidemioldgicos quanto a prevaléncia do
complexo C. parapsilosis em compara¢do com outras especies de Candida no estado do
Rio Grande do Norte, estando as espécies do complexo C. parapsilosis como a terceira
mais incidente no total das amostras clinicas avaliadas, sendo a segunda mais frequente
em hemoculturas. Tais achados estdo em concordancia com o perfil encontrado em
amostras de profissionais da saude, nas quais, de forma geral o complexo C.
parapsilosis € o0 segundo mais prevalente e especificamente em maos é
significativamente mais prevalente que C. albicans, indicando a necessidade da
implementacdo de medidas de biosseguranga no manejo dos pacientes nos hospitais.
Com nossos dados buscamos a melhoria da qualidade do servico de salude prestado no
estado, contribuindo com conhecimento cientifico aplicado a qualificacdo dos
profissionais de salde, levando a um melhor prognéstico dos quadros de candidemia no
Rio Grande do Norte.
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APENDICES

APENDICE A: TCLE para a obtencdo de amostras de m&os e mucosa bucal de

profissionais da saude.

Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Instituto de Medicina Tropical - IMT

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE (para maiores de
idade)

Esclarecimentos

Este é um convite para vocé participar da pesquisa: “AVALIACAO DAS ESPECIES DO
COMPLEXO Candida parapsilosis EM AMOSTRAS DE HEMOCULTURA DE
HOSPITAIS DE NATAL/RN”, que tem como pesquisador responsdvel a Dra. Raquel

Cordeiro Theodoro.

Esta pesquisa pretende diferenciar os trés tipos distintos do fungo conhecido como
Candida parapsilosis, uma vez que nos métodos de diagnostico de rotina, isso ndo é feito. Esta
diferenciacdo serd realizada tanto para amostras fungicas obtidas de hemoculturas como de
esfregacos de maos de profissionais da sadde. O motivo que nos leva a fazer este estudo é a
necessidade de um monitoramento de infec¢bes nosocomiais causadas pelo género Candida,
um dos principais responsaveis por infecgdes fungicas hospitalares. Caso vocé decida
participar, vocé sera submetido apenas a coleta de material superficial de suas méos (swab de
méaos) e de sua mucosa oral, a qual sera rapida, ndo invasiva e, portanto completamente
indolor. Como beneficio, vocé tera uma maior informacédo a respeito da microbiota presente
em seu local de trabalho bem como a respeito da importancia do ato de lavar as médos ao
longo de sua jornada de trabalho, antes e apos a manipulagédo de cuidados aos pacientes. Em
caso de algum problema que vocé possa ter, relacionado com a pesquisa, vocé tera direito a
assisténcia gratuita que sera prestada no préprio Hospital em que vocé trabalha pela equipe de

médicos assistentes. Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas dividas
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ligando para Raquel Cordeiro Theodoro (999190546). Vocé tem o direito de se recusar a
participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum prejuizo
para vocé. Os dados que vocé ird nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas
em congressos ou publicaces cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que possa
Ihe identificar. Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa
em local seguro e por um periodo de 5 anos. Se vocé tiver algum gasto pela sua participacao
nessa pesquisa, ele sera assumido pelo pesquisador e reembolsado para vocé. Se vocé sofrer
algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé serd indenizado. Qualquer
davida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, telefone 3215-3135. Este documento foi
impresso em duas vias. Uma ficard com vocé e a outra com o pesquisador responsavel Raquel
Cordeiro Theodoro. Consentimento Livre e Esclarecido Ap0s ter sido esclarecido sobre os
objetivos, importancia e 0 modo como os dados serdo coletados nessa pesquisa, além de
conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que ela trara para mim e ter ficado ciente de
todos os meus direitos, concordo em participar da pesquisa “AVALIACAO DAS
ESPECIES DO COMPLEXO Candida parapsilosis EM AMOSTRAS DE
HEMOCULTURA DE HOSPITAIS DE NATAL/RN”, e autorizo a divulgagdo das
informacgdes por mim fornecidas em congressos e/ou publicacdes cientificas desde que
nenhum dado possa me identificar.

Natal, de de

Impresséo
datiloscopica do
participante

Assinatura do participante da pesquisa

74



Declaracao do pesquisador responsavel

Como pesquisador responsavel pelo estudo “AVALIACAO DAS ESPECIES DO
COMPLEXO Candida parapsilosis EM AMOSTRAS DE HEMOCULTURA DE
HOSPITAIS DE NATAL/RN” declaro que assumo a inteira responsabilidade de cumprir
fielmente os procedimentos metodologicamente e direitos que foram esclarecidos e
assegurados ao participante desse estudo, assim como manter sigilo e confidencialidade sobre
a identidade do mesmo. Declaro ainda estar ciente que na inobservancia do compromisso ora
assumido estarei infringindo as normas e diretrizes propostas pela Resolugdo 466/12 do

Conselho Nacional de Saude — CNS, gue regulamenta as pesquisas envolvendo o ser humano.

Natal, de de

Dra. Raquel Cordeiro Theodoro

Pesquisador responsavel
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APENDICE B: Termo de Responsabilidade e Compromisso do Pesquisador Responséavel

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
IMT — INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
TERMO DE RESPONSABILIDADE E COMPROMISSO DO PESQUISADOR
RESPONSAVEL

Eu, RAQUEL CORDEIRO THEODORO, professora da UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO NORTE, responsabilizo-me pela orientacdo da aluna, MARIA DA
CONCEICAO ALEXANDRE CASTRO, do Curso de P6s Graduacdo em Biologia Parasitéria
do Centro de Biociéncias da UFRN, cujo projeto de pesquisa intitula-se “AVALIACAO DAS
ESPECIES DO COMPLEXO Candida parapsilosis EM AMOSTRAS DE
HEMOCULTURA DE HOSPITAIS DE NATAL/RN” comprometo-me a assegurar que
sejam seguidos 0s preceitos éticos previstos na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS) e demais documentos complementares.

Responsabilizo-me, também, pelo projeto de pesquisa, pelo fiel acompanhamento das

atividades de pesquisa e pelos resultados para sua posterior publicacdo no meio cientifico.

Natal, RN, de de

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE C: Termo de Responsabilidade e Compromisso do Pesquisador Participante

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
IMT — INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
TERMO DE RESPONSABILIDADE E COMPROMISSO DO PESQUISADOR
PARTICIPANTE

Eu, MARIA DA CONCEICAO ALEXANDRE CASTRO, aluna do Curso de Pds
Graduacdo em Biologia Parasitaria do Centro de Biociéncias da UFRN, responsabilizo-me,
junto com a minha orientadora, a professora RAQUEL CORDEIRO THEODORO a
desenvolver o projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DAS ESPECIES DO
COMPLEXO Candida parapsilosis EM AMOSTRAS DE HEMOCULTURA DE
HOSPITAIS DE NATAL/RN” e comprometo-me a assegurar que sejam seguidos o0s
preceitos éticos previstos na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Sadde (CNS) e
demais documentos complementares.

Responsabilizo-me, também, pelo zelo com o meu projeto de pesquisa, pelo fiel
cumprimento das orientagdes sugeridas pela minha orientadora nas atividades de pesquisa e,
junto com a minha orientadora, pelos resultados da pesquisa para sua posterior publicacdo no

meio cientifico.

Natal, RN, de de

Assinatura do Pesquisador Participante
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APENDICE D: Co-autoria em artigo publicado durante o mestrado.
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Evolution and Application of Inteins
in Candida species: A Review
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Inteins are invasive intervening sequences that perform an autocatalytic splicing from
their host proteins. Among eukaryotas, thase daments are present in many fungal
specas, including thoss considered opportunistic or primary pathogens, such as
Candida spp. Here we reviawed and updated the kst of Candida species containing
nteins in the ganes VMA, THARS and GLTT arxd pointed out the importance of these
elements as molecular markers for molecular epidamiological researchas and spacies-
speafic diagnosss, since the presence, as well as the size of these intains, is polymomhic
among the different spacies. Although absent in Candida albicans, these elemeants are
prasant in different sizes, in soma envircnmental Candida spp. and also in most of the
non-albicans Candida spp. considared emargent opportunistic pathogens. Besides, the
possible role of these inteins in yeast physiology was also discussed in the ight of the
recent findings on the importance of these elemants as post-trandational modulators
of gene exprassion, rainforcing their relevance as alternative therapeutic targsts for
the treatment of non-albicans Candida infections, because, once the gplicing of an
intein is inhibited, its host protein, which is usually a housskeeping protein, becomsas
non-functional.

Keywoeds: Cancide spp.., intein, ATPase, fl-tRNA o
identification, new therapeutic targets

INTRODUCTION

Glacabino J, Bagagh £ and
Theodaro AC (2016) Evakition

and Applcation of Insins in Candida
specias: A Faviaw.

Front. Macrobiol, 7:1585.
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arei ts that occur as intervening sequences in conserved coding host

genes. They are transeribed and translated with the flanking host pmlgm sequences and then self-
unzdb) protein splicing. The flanking protes es (exteins) are joined by a peptide bond,
constituting the functsonal protein (Chos u.; etal, 1996; l’crlcr 2005).

Over the past three decades, inteins have been detected mainly in unicellular microarganisms
in the three domains of life and in viruses (Perler, 2002). Among the Eukarya domain, inteins
are found mostly in fungi, some green algae and other basal eukaryotes (Liu, 2000; Butler et al,
2001, 2006). In a recent review, 2729 genomes of bacteria, 345 of archaea and 6648 of eukarya were
analyzed (Topilina et al, 2015b) and 24, 47, and 1.1% of these genomes, respectively, presented at
least one intein.

Inteins are usually found at conserved sites of housekeeping proteins that have vital functions
in the cell, such as DNA and RNA poly yl tRNA synth recombi
topoisomerases, helicases and essential components of the spliceosome (Novikova et al, 2014).
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