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RESUMO

A candidiase vulvovaginal ¢ uma das infec¢cBes oportunistas mais comuns do tracto
genital feminino. Candida albicans € o agente etiolégico mais frequentemente isolado
desta infeccdo, embora seja observado um aumento significativo da prevaléncia de
infeccbes provocadas por outras espécies do genero Candida. Mais recentemente a
espécie Candida africana tem sido detectada em amostras bioldgicas desta origem a
qual, vulgarmente, é identificada como sendo C. albicans. Esta pesquisa teve como
objectivo principal a detecgdo e identificacdo rapida e especifica de diferentes espécies
de leveduras de interesse médico do género Candida presentes em amostras clinicas de
exsudados vaginais e no estudo dos padrdes de resisténcia aos fa&rmacos antifungicos.
Foram estudadas 159 amostras de exsudados vaginais provenientes de doentes que
acorreram as consultas de Ginecologia e Obstetricia da Maternidade Irene Neto,
Lubango, Huila, Angola e somente 98 isolados clinicos foram estudados. O diagnostico
convencional de todos os isolados, permitiu a identificacdo de C. albicans pelo teste da
Blastese. Os isolados clinicos que ndo filamentaram foram identificados por testes
morfolégicos, bioquimicos e moleculares. O meio Agar de Eosina e Azul Metileno
utilizando a técnica de Dalmau permitiu a identificacdo a partir das estruturas
micromorfolégicas das leveduras. A identificacdo molecular por PCR Multiplex e por
RFLP da regido ITS do rDNA permitiu a identificacdo dos isolados de C. albicans que
ndo filamentaram. Para a diferenciacdo de C. africana em relacdo aos isolados clinicos
C.albicans, foi utilizado um método molecular baseado em PCR. Nesta pesquisa, a
partir dos exsudados vaginais recolhidos de pacientes observadas nas consultas da
Maternidade Irene Neto, Lubango, Huila em Angola foram identificadas as espécies
C. albicans, C. africana, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis
C. lipolytica, C. pelliculosa, Saccharomyces cerevisiae e Trichosporon asahii. Foi
estudada a sensibilidade in vitro de todos isolados clinicos aos antifangicos fluconazol,
voriconazol, caspofungina e posaconazol pelo método de Kirby-Bauer de acordo com a
norma M44-A do CLSI. A aplicacdo de métodos moleculares no diagnostico de
candidiase vulvovaginal revelou ser mais sensivel e especifica, e apresentou resultados
mais rigorosos que a convencional, para além de permitir a deteccdo da nova espécie
C. africana. A aplicacdo da metodologia de difusdo a partir de disco a todos os isolados
clinicos africanos demonstrou a existéncia de uma elevada susceptibilidade aos
antifangicos estudados.

Palavras-chaves: Candidiase Vulvovaginal, Identificacdo molecular, Antifungicos



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis is one of the most common opportunistic infections of the
female genital tract. Candida albicans is the etiologic agent predominantly isolated,
although a significant increase in the prevalence of infections caused by other species of
Candida is observed. More recently, the species C. africana has been detected in
biological samples from this origin which, commonly, is identified as C. albicans by
conventional methods. The main goal of this research was the specific detection of
different yeast species of the genus Candida isolated from vaginal samples from
Gynecology and Obstetrics patients of Maternity Irene Neto, Lubango, Huila, Angola
and the study of resistance patterns to antifungal drugs. Were studied 159 samples of
vaginal swabs and were isolated 98 clinical isolates for the study.Conventional
diagnosis of all isolates included C. albicans identification by Blastesis test. Non
filamentous isolates were identified by micro morphology in agar medium with eosin
and methylene blue, and biochemical and molecular methodologies. Molecular
identification by multiplex PCR and RFLP analysis of the rDNA ITS region allowed the
identification of the isolates of most common Candida species. For differentiation
between C. africana and C. albicans it was used a molecular method based on PCR. In
this research, from the vaginal swabs collected from patients of Maternity Irene Neto,
Lubango, Huila in Angola were identified the species C. albicans, C. africana,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. lipolytica,
C. pelliculosa, Saccharomyces cerevisiae and Trichosporon asahii. The in vitro studies
for the sensitivity study of all clinical isolates to fluconazole, voriconazole,
posaconazole, and caspofungin were done by the Kirby-Bauer method according to
CLSI standard M44-A. The use of molecular methods for the diagnosis of vulvovaginal
candidiasis has proved to be more specific, sensitive, and provided higher accuracy than
the conventional techniques. The application of disk diffusion methodology in African
clinical isolates showed the existence of a high susceptibility to the antifungal agents
tested.

Keywords: Vulvovaginal Candidiasis, Molecular Identification, Antifungal Agents
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 IMPORTANCIA DOS FUNGOS NA SAUDE HUMANA

Os fungos representam um grupo muito diversificado de organismos, cujo principal
proposito na natureza é o de degradar a matéria organica.Durante muito tempo, 0s
fungos foram considerados como vegetais e, somente a partir de 1969, passaram a ser
classificados num reino a parte, o Reino Fungi. Apresentam um conjunto de
caracteristicas proprias que permitem diferencid-los das plantas: ndo sintetizam
clorofila, ndo tém celulose na sua parede celular (excepto alguns fungos aquéticos) e

ndo armazenam amido como substancia de reserva (Oliveira, 2012).

1.1.1 Aspectos Gerais

Os fungos séo ubiquos na natureza e suscitam problemas de importancia diversa em
variados sectores da actividade humana. Por este motivo, o estudo dos fungos, e
nomeadamente das leveduras, desdobrou-se em mdltiplas especialidades com reflexos
em varios ramos de actividade, nomeadamente na inddstria alimentar, na medicina

humana e veterinaria e na producéo agricola (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Importancia dos fungos em sectores da actividade humana (Fukuda, 2009).

Ramos / Sector Vantagens Desvantagens

Lacticinios, bebidas alcoodlicas
iogurtes, pdo, devido em
grande parte as propriedades
fermentativas das leveduras

Inddstria alimentar Destruicéo dos alimentos por bolores

Aumento da frequéncia de infecgBes
No sector da indudstria quimio- causada_s por fungo§_ saprofitas
oportunistas.As espécies do

farmacéutica, producdo de
varios produtos, como p. ex. 0s
antibioticos para utilizagdo na
pratica médica e veterinaria

Medicina humana
e veterinaria

géneroCandida, que fazem parte da flora
microbiana comensal de individuos
saudaveis, passam a oportunistas se a
imunidade ficar comprometida, invadindo
os tecidos e causando doenga.

Agricultura

Controle biolégico de pragas
principalmente de insectos e
nematodos

Contaminacdo das forragens e cereais
armazenados em silos, celeiros e depositos
por fungos produtores de toxinas.
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1.1.2 Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos sdo seres vivos eucariotas, podendo ser unicelulares ou multicelulares.
Reproduzem-se, sexuada ou assexuadamente, através da formacdo de esporos. Os
esporos assexuados ddo origem as formas anamorficas enquanto os esporos sexuados
produzem formas teleomorficas. A reproducéo assexuada nos fungos é a mais comum e
a que tem interesse clinico (Murray et al. 2009). As leveduras reproduzem-se, na sua
maioria, assexuadamente por gemulacdo embora raras espécies o facam por fissdo
binéaria (Murray et al.2009; Gomes et al. 2011).

Alguns fungos, como muitas espécies do genero Candida, apresentam dimorfismo, ou
seja, em certas condi¢cdes ambientais exibem formas de crescimento unicelular e em
outras, desenvolvem filamentos. Esta mudanca de forma depende de factores como a
concentracdo de CO», de nutrientes, o pH do substrato em que crescem e a viruléncia da
estirpe (Gomes et al. 2011; Oliveira, 2012).

Os fungos sdo eucariotas, muitas vezes polinucleados, embora as leveduras sejam
geralmente uninucleadas. O citoplasma contém mitocondrias, vacuolos, vesiculas,
microtubulos, ribossomas, reticulo endoplasmatico rugoso e cristais de glicogénio
(Martins, 2010). A membrana celular contém ergosterol e a parede celular é uma
estrutura rigida, essencial para a sobrevivéncia dos fungos (Fukuda, 2009). A presenca
de polimeros de quitina na parede celular e a capacidade das células depositarem
glicogénio como produto de reserva, reflecte a proximidade filogenética comas células
animais (Surber et al. 2011; Santos et al. 2012).

A composicdo quimica da parede celular € constituida principalmente por
polissacarideos, ligados ou ndo a proteinas ou lipidos, polifosfatos e iGes inorganicos
formando uma matriz de fixagdo. Os compostos mais frequentes da parede celular sao,
para além da quitina, proteinas, glucanos e galactomananos (Fukuda, 2009).

Sob o ponto de vista metabdlico os fungos sdo quimio-heterotréficos, pois tém de
absorver componentes orgéanicos como fonte de energia. Na grande maioria séo
aerobios embora alguns sejam anaerobios e anaerdbios facultativos.

Os fungos podem existir como saprofitas (organismos que vivem sobre o material
organico em decomposi¢do), simbiontes (organismos que vivem juntos e para 0s quais a
associacdo traz vantagens multuas), comensais (organismos que vivem em intima

relacdo na qual um beneficia com a relacdo, e 0 outro ndo obtém beneficios mas
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também ndo é prejudicado) ou parasitas (organismos que vivem a superficie ou no
interior dos tecidos de um hospedeiro do qual obtém beneficios sem oferecer qualquer
contribuicdo em retorno, ou mesmo prejudicando-0). E neste Gltimo contexto que as
leveduras, como responsaveis por infeccdes, apresentam interesse médico (Murray et al.
2009).

1.1.3 As infecgdes fungicas humanas

De acordo com o parasitismo tecidual as infec¢des fangicas podem ser classificadas
em trés grandes categorias: micoses superficiais e cutaneas, micoses subcutaneas e
micoses sistémicas ou profundas.

As micoses superficiais sdo infecgdes limitadas as camadas superficiais da pele e das
membranas mucosas. N&o sdo invasivas e tém apenas importancia estética. A infeccao
mais comum é a pitiriase versicolor que é causada pelo fungo dimorfico Malassezia
furfur (Murray et al. 2009). As micoses cutaneas sao infeccGes sintomaticas, que
envolvem as camadas mais profundas da epiderme e os seus apéndices, tais como a
pele, pélos e unhas. As mais comuns séo as infec¢Oes cutaneas e das mucosas, causadas
por Candida sp., e as dermatofitoses, causadas por fungos dermatéfitos dos generos
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (Madhavan et al. 2011; Oliveira, 2012).

As micoses subcutaneas envolvem as camadas mais profundas da pele, incluindo
tecidos conjuntivos e masculos. Os fungos atingem os tecidos mais profundos através
de inoculacdo traumatica, levando a formacdo de abcessos, Ulceras que ndo cicatrizam e
fistulas que drenam material seropurulento. Apds a invasdo, os fungos permanecem
localizados nestas regides do organismo e raramente se disseminam para 0S Orgaos
internos. As principais micoses subcutaneas sdo 0s micetomas, a esporotricose e a
cromoblastomicose (Murray et al. 2009).

As micoses sistémicas ocorrem em certas regifes limitadas do globo e, em geral, sdo
causadas por fungos autoctones dessas zonas. Em geral iniciam-se ap0s a inalagdo dos
esporos de fungo e, entre as mais frequentes, temos a histoplasmose, a blastomicose, a
esporotricose, a coccidioidomicose e a paracoccidioidomicose (Brooks et al. 2010;
Giolo & Svidzinski, 2010)

Além das categorias acima referidas, existem ainda as micoses oportunistas que

podem ser superficiais ou sistémicas e sdo um grande flagelo para os pacientes
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imunocomprometidos. Fungos saprofitas do meio ambiente ou fungos comensais do
Nosso organismo podem tornar-se oportunistas e causar doenca, em qualquer momento,
se houver imunocomprometimento. Os fungos patogénicos oportunistas mais comuns
sdo as leveduras do género Candida e Cryptococcus e os fungos filamentosos do género
Aspergillus e Pneumocystis jiroveci (Murray et al. 2009).

O uso excessivo de antibidticos, agentes imunossupressores, citotoxinas, esteroides e
irradiacGes podem também facilitar a proliferacdo destes fungos. Os pacientes que nao
possuam uma flora equilibrada e uma eficaz resisténcia imunitaria podem desenvolver
micoses oportunistas mais facilmente, sendo C. albicans o agente etioldgico mais
comum. A candidiase vulvovaginal € comum nos pacientes com SIDA, individuos mal
nutridos e pacientes imunodeprimidos (Giolo & Svidzinski, 2010; Madhavan et al.
2011).

As micoses estdo incluidas entre as doencas infecciosas mais ubiquas que afligem a
humanidade. As infeccbes flngicas afligem todos os estratos sociais e todos 0s grupos
etarios. Estas micoses constituem um sério problema de salde publica nas regibes
subdesenvolvidas e um assunto preocupante nos paises desenvolvidos (Giolo &
Svidzinski, 2010). Apesar de serem frequentemente subestimadas constituem um grande
desafio a todos os que trabalham na sua prevencdo e controle (Martins, 2010). Este
desafio esta relacionado ndo s6 com o crescente aumento do numero de doentes
imunocomprometidos, a expansdo dos mecanismos de resisténcia dos microrganismos
aos antifangicos, o uso prolongado de antibioticos de largo espectro (Achkar & Friest,
2010) como também com a rapidez da obtencdo de um diagndstico precoce e especifico
da maioria das micoses. Portanto, no tratamento e controlo destas infecgdes, é
fundamental o inicio precoce de uma terapéutica antifungica que seja eficaz (Giolo &
Svidzinski, 2010). Paralelamente, os clinicos devem estar ainda sensibilizados para o
mimetismo de sinais e sintomas em relacdo a outras infecgdes microbianas, como as
causadas por bactérias que, produzindo sinais e sintomas semelhantes, conduzem a
terapéuticas desajustadas.

Para agravar este problema, nestas ultimas décadas tem sido testemunhado um
recrudescimento das infecgdes nosocomiais e infeccbes oportunistas em doentes
imunodeprimidos, devido ndo s6 o aumento do nimero de doencas cronicas, como

também a praticas terapéuticas modernas (Martins, 2010).
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Os agentes etiologicos destes dois tipos de micoses emergentes sdo muitas vezes
novas espécies de fungos filamentosos ou de leveduras que até agora eram considerados
ndo patogénicos, para 0s quais os procedimentos laboratoriais para o seu diagnostico
sdo desconhecidos da maioria dos laboratérios de diagndstico microbiolégico (Martins,
2010).

O conjunto de antifingicos comercialmente disponiveis é ainda mais restrito que o0s
antibacterianos e, por isso, a sua indica¢do deve ser criteriosa, no sentido de evitar o
surgimento de microrganismos resistentes, 0 que muitas vezes acaba por dificultar a
recuperacgéo do paciente, aumentando os custos de hospitalizacdo. Actualmente verifica-
se, por todo 0 mundo, um aumento do nimero de leveduras resistentes aos antifngicos
mais utilizados, tornando cada vez mais importante a utilizacio de métodos
laboratoriais que permitem a avaliacdo da sensibilidade/resisténcia in vitro dos isolados

a fim de auxiliar o médico na escolha da melhor terapéutica (Giolo & Svidzinski, 2010).

1.2 AS INFECCOES POR Candida spp.
1.2.1 Histéria e consideragdes gerais das leveduras do género Candida

Os fungos patogénicos, especialmente algumas espécies de Candida, tém emergido
como importantes agentes oportunistas, causando infeccdes denominadas de candidoses
ou candidiases (Nascimento, 2009). Estas sdo das infec¢des fangicas humanas mais
frequentes e apresentam um espectro clinico muito variado (Quan, 2010).
Historicamente, a candidiase oral foi a primeira forma clinica descrita de patologias
causadas por Candida sp. Hipocrates em “Epidemics”, em 337 a.C. relatou lesdes orais
em pacientes debilitados provavelmente provocadas por estas leveduras (Costa &
Candido, 2007; Amadio, 2010;) De acordo com Sidrim & Rocha (2004) foi Langenbeck
que pela primeira vez em 1839 descreveu as leveduras do género Candida como sendo
agentes patogénicos. Foi observado e isolado da cavidade oral de um paciente com
aftas, o microrganismo que actualmente é considerado um dos causadores de
candidiase, a mais importante levedura patogénica do homem, a espécie Candida
albicans (Giolo & Svidzinski 2010; Madhavan et al. 2011; Oliveira, 2012).
Inicialmente, em 1853, foi denominada Oidium albicans por Charles Robin, sendo

redenominada por Zopf em 1890 para Monilia albicans. Somente em 1923, Berkhout
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agrupou esta espécie do genero Candida e apelidou a espécie de Candida albicans
(Pardla, 2010; Oliveira, 2012).

Existem varias espécies de Candida patogénicas para o ser humano. Apesar de
C. albicans ser considerada o agente etioldgico mais frequente da candidiase, tem-se
observado um aumento significativo da prevaléncia de infecgdes provocadas por outras
espécies deste género (Kennedy & Sobel 2010). Em meados de 1963, eram
consideradas de interesse clinicocinco espécies deste género: C. albicans,
C. stellatoidea (hoje considerada C. albicans), C. tropicalis, C. parapsilosis e
C. guilliermondii (Barbedo & Sgarbi, 2010). Actualmente s&o conhecidas cerca de 200
espécies de leveduras do género Candida, sendo de interesse médico: Candida albicans,
o complexo C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii,
C. dubliniensis, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. kefyr, C. famata, C. inconspicua,
C. lambica, entre outras espécies mais ocasionais (Kennedy & Sobel, 2010; Barbedo &
Sgarbi, 2010).

1.2.2 Classificacdo taxondémica do género Candida

A classificacdo classica dos fungos baseia-se na sua morfologia € no modo de
producdo de esporos. Entretanto, os aspectos ultraestruturais, bioquimicos, e as
caracteristicas moleculares tém sido aplicados de forma crescente, resultando
frequentemente em alteracdes na designacdo taxondmica original. Na micologia cléassica
as leveduras, bem como os outros fungos, sao classificados com base na fase sexuada
do seu ciclo de vida (Murray et al. 2009; Giolo & Svidzinski, 2010). O tipo especifico
deesporulagéo resultante da reproducéo sexuada produzida por um fungo em particular
determina a sua classificagcdo (Treagan, 2011). Presentemente, e segundo Barbedo &
Sgarbi (2010) as leveduras do género Candida séo classificadas taxonomicamente da
seguinte forma: Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo Ascomycotina, Classe

Ascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Candidaceae, Género Candida.

1.2.3 Os tipos de infeccéo por Candida sp.

As leveduras do género Candida podem causar infeccdes simples, agudas ou

cronicas, superficiais ou profundas e de espectro clinico bem variavel (Barbedo &
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Sgarbi, 2010; Fournier et al. 2011). As formas clinicas podem ser divididas em
mucocutaneas, cutaneas, sistémicas e alérgicas.

Na candidiase mucocutanea, os tecidos mais atingidos sdo os dos 6rgdos genitais e 0
tracto digestivo. Na candidiase cutanea, os locais mais frequentes de infeccdo sdo as
virilhas, axilas e dobras da pele em geral, espacos interdigitais das médos e dos pés e
unhas. Quanto a candidiase sistémica, a infeccdo pode atingir diversos 0Orgaos,
causando, por exemplo, candidiase pulmonar, candidémia, endocardite, nefrite entre
outras. Na candidiase alérgica, o paciente pode desenvolver uma hipersensibilidade
semelhante a uma alergia (Achkar & Fries 2010; Barbedo & Sgarbi, 2010) que se
caracteriza por diversos quadros onde se observam lesfes cutaneas do tipo vesiculosas

ou bolhosas a lesdes eczematosas (Oliveira, 2012).

1.2.4 Morfologia das leveduras do género Candida

As diferentes espécies de Candida, e principalmente C. albicans, podem apresentar
diferentes aspectos, entre eles, a capacidade de apresentar distintas morfologias tanto in
vivo, como in vitro. C. albicans é uma levedura dipléide com histéria de dimorfismo
fangico. Normalmente os fungos dimdrficos encontram-se na natureza na fase miceliana

e provocam infeccdo no ser humano na fase leveduriforme, porém C. albicans

comporta-se de modo contrario (Barbedo & Sgarbi,
p ( g B O®®@
2010). )

A fase leveduriforme é unicelular. Nesta fase a ) S
levedura pode produzir gémulas (Figura 1.1), mas > Q
também pode formar pseudohifas e verdadeiras hifas. A : o

®

mudanga na morfologia da forma leveduriforme para - 0@@ 2

forma filamentosa pode ser induzida por diferentes  Figura 1.1: Células de Candida sp.
condi¢cdes ambientais, como variacdo de temperatura, em gemulagdo.
nutrientes e de pH (Barbedo & Sgarbi, 2010).

As leveduras Candida spp., excepto C. glabrata, produzem blastoconidios que se
alongam e se mantém ligados, originando uma estrutura de uma forma linear, sem
separacdo chamada pseudohifa (Treagan, 2011).

No caso especifico de C. albicans, esta espécie pode formar verdadeiros filamentos

em que a hifa que se projecta primeiro, antes da formacéo de septos, é chamada de tubo
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germinativo. A partir da célula leveduriforme, na formacéo da verdadeira hifa ndo ha a
constri¢do entre a célula-mée e filamento. O termo hifa refere-se a filamentos tubulares,
multicelulares, longos e ramificados, que se podem dividir em células por meio de
septos que sdo tabiques de parede celular, denominando-se hifas septadas (Martins,
2010). Quando se mantém unidas formam uma estrutura filamentosa complexa
denominada micélio (Fukuda et al. 2009).

Os clamidosporos (ou clamidoconidios) sdo estruturas de resisténcia formadas por
C. albicans, quando o fungo se encontra num local onde ha escassez de nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento. A formagdo de clamiddsporos sob condicdes
especificas € uma das maneiras eficientes de se distinguir C. albicans, de
C. dubliniensis e C. africana (Romeo & Criseo, 2010, Gumral et al. 2011). Quando
C. albicans estd presente no seu ambiente natural e o crescimento microbiano esta
intimamente associado com as superficies bioldgicas presentes nesse ambiente pode
ocorrer a formagdo de um biofilme. O biofilme é uma comunidade tridimensional de
microrganismos embebidos numa matriz de polimeros e ligado a uma superficie. No
entanto é fundamental a existéncia de algumas varidveis que facilitam a formacgéo do
biofilme como a disponibilidade de nutrientes, a concentragdo de glucose em nutrientes
que circundam o biofilme e a natureza da superficie de contacto. Uma das
caracteristicas mais preocupantes associadas ao biofilme é o seu elevado nivel de

resisténcia aos antifungicos (Treagan, 2011).
1.3 A CANDIDIASE VULVOVAGINAL

Os fungos, incluindo as leveduras do género Candida, podem ser encontradas em
variados ecossistemas, como solo, alimentos, &gua, ambientes himidos e quentes
fazendo, inclusivamente, parte da microbiota de homens e animais incluindo das
mucosas dos Orgaos genitais, aparelho digestivo e aparelho respiratério do homem
(Giolo & Svidzinski, 2010). Sdo também isoladas a partir de fezes de diversos animais,
mas poucas vezes a partir do solo. Do tegumento cutdneo, isolam-se mais
frequentemente outras espécies Candida nédo-albicans. A partir de amostras vaginais sao
isoladas com mais frequéncia as espécies C. albicans e C. glabrata (Oliveira, 2012).

As infecgdes fungicas vulvovaginais foram descritas pela primeira vez por Wilkinson

em 1949, ao estabelecer uma relacéo entre a existéncia de fungos comensais na vagina
8
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com a aparicdo de vaginites. A partir desta data, o conhecimento sobre candidiase
vulvovaginal (CVV) foi aumentando progressivamente. C. albicans, levedura comensal
ao ser humano, torna-se patogénica caso ocorra debilidade orgéanica ou imunitaria do
hospedeiro ou 0 comprometimento de barreiras anatdbmicas secundarias, como ap0s
queimaduras ou procedimentos médicos invasivos (Barbedo & Sgarbi, 2010), que séo
considerados mecanismos responsaveis para o estabelecimento de infecgdo oportunista
(Giolo & Svidzinski, 2010).

As doencas causadas por fungos, e nomeadamente por Candida sp., passaram a
receber maior atencdo nas duas décadas finais do seculo passado com o advento da
SIDA, doengas hematoldgicas, com 0s avangos na terapéutica de doencas de base,
maior utilizacdo de antibidticos, aperfeicoamento das técnicas de transplantes e com o
aumento da esperanca média de vida de pacientes padecendo variadas e graves
enfermidades (Barbedo & Sgarbi, 2010).

Na pratica diaria das consultas de ginecologia e obstetricia sdo feitos frequentemente
diagnosticos clinicos de CVV pelos profissionais de saude. Esta infeccdo tem uma
incidéncia aproximada de 25%, e ocupa o0 segundo lugar entre as vaginites, precedida
apenas pela vaginose bacteriana. Estima-se que cerca de 75% das mulheres adultas e em
fase reprodutiva, apresentem pelo menos um episodio de vulvovaginite fangica na sua
vida (Rad et al. 2010; Achkar & Friest, 2010; Gomes et al. 2011) C. albicans apresenta
uma prevaléncia de 70 a 90% das mulheres, sendo que 40% a 50% destas vivenciam
mais do que um surto ao longo da vida (Sobel, 2010). Observam-se episddios de
infeccdes recorrentes em cerca de 5% das pacientes (Rad et al. 2010; Feuerschuette et
al. 2010). Alguns estudos indicam que 20% a 30% das mulheres normalmente
saudaveis e completamente assintomaticas, apresentem culturas vaginais positivas para
C. albicans (Achkar & Friest, 2010; Gomes et al. 2011).

1.3.1 Factores predisponentes da candidiase vulvovaginal

Estas leveduras sdo comensais e patogénicas oportunistas, fazendo parte da
microbiota vaginal de mulheres saudaveis. Os animais e 0s seres humanos s6 entram em
contacto com estes microrganismos apds o nascimento, comecando de imediato a
colonizagdo (Oliveira et al. 2011; Stainki, 2012). Estes microrganismos também

poderdo ser introduzidos no organismo atravées da respiracdo, do meio ambiente ou da
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alimentacdo. Em geral tornam-se comensais, ndo provocando doencas no hospedeiro em
condi¢Ges normais, fazendo parte da microbiota normal ou flora normal. Entre as muitas
varidveis que determinam a distribuicio e a composicdo da microbiota normal
destacam-se 0s nutrientes, factores fisicos e quimicos, as defesas do organismo do
hospedeiro e factores mecanicos. A distribuicdo das leveduras nas diferentes
localizacBes no organismo varia de acordo com os tipos de nutrientes que necessitam
como fonte de energia. Entre os factores fisicos e quimicos que influenciam o
crescimento das leveduras e, consequentemente, a composicdo e o crescimento da flora
normal estdo o pH, a concentracdo de oxigénio, de dioxido de carbono e de salinidade
(Stainki, 2012). Além disso, o corpo humano possui uma variedade de defesas contra 0s
microrganismos que eliminam ou inibem 0 seu crescimento, impedem a adesdo as
superficies e neutralizamas suas toxinas. Aléem do mais existe ainda a microbiota
transiente constituida por microrganismos que podem estar presentes no organismo
durante varios dias, semanas ou mesmo meses, e que depois desaparecem (Stainki,
2012).

Os factores predisponentes do hospedeiro associados a candidiase estdo

esquematizados na Tabela 1.2.

Tabela 1. 2: Factores predisponentes do hospedeiro (Giolo & Svidzinski, 2010; Treagan, 2011).

A maior incidéncia de candidiase ocorre em individuos com mais de
ldade 65 anos, p6s-menopausa ou deficiéncia nutricional ou imunoldgica
(Farage & Maibach, 2011;Williams & Lewis, 2011).

A elevada concentracdo de estrogénio permite o aumento da
concentragdo de glicogénio no ambiente vaginal actuando como fonte

Gravidez de carbono para o crescimento de Candida spp. Aumenta também a
acidez do epitélio vaginal estimulando formagdo de filamentos e
adesdo Candida spp. (Sobel, 2010).

Os cateteres venosos, sondas vesicais ou nasogastricas funcionam
Uso de dispositivos de longa como superficies para a formagdo de biofilmes e também actuam
permanéncia como reservatorios de células permitindo a continua reinfeccdo
(Nobile et al. 2006).

O uso profilatico de alguns antifingicos em pacientes de elevado

Farm ntifangi - - : e .
armacos antifungicos risco favorece o desenvolvimento de infeccdes fungicas invasivas.
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(Continuacéo da tabela 1.2)

Estes pacientes tém colonizagdo das membranas mucosas por
Candida spp. e, dependendo da gravidade dos processos de base e do
grau de intervencéo iatrogénica, os niveis podem ser muito elevados
(Neufeld, 2009).Pode ainda aumentar a incidéncia de estirpes
Candida ndo-albicans responsaveis por infeccdes nosocomiais
(Achkar & Friest, 2010).

Hospitalizacéo prolongada

Utilizados na terapéutica antineoplasica podem afectar a fungdo dos
Imunossupressores e neutrdfilos, mondcitos e macréfagos circulantes e comprometer a
corticosterodides imunidade mediada pelas células T, resultando num aumento de risco

de micoses oportunistas profundas (Neufeld, 2009; Oliveira, 2012).

Levam a redugdo da populagdo bacteriana nas membranas mucosas,

Antibidticos de largo incluindo a wvaginal, facilitando o crescimento excessivo e a
espectro proliferacdo de Candida spp.(Giolo & Svidzinski, 2010; Williams &
Lewis, 2011).

As cirurgias intra-abdominais, queimaduras, entre outras, levam a
alteracdes na integridade da mucosa gastrointestinal permitindo a
entrada de Candida spp. no organismo e consequente infecgdo

Ruptura de barreiras
anatémicas, cutaneas e

mucosas (Neufeld, 2009).
O aumento dos niveis de glucose no sangue leva a acidémia e maior
Diabetes susceptibilidade a infeccdo por Candida spp. (Burmester & Pezzutto,

2005).

Além dos factores do hospedeiro listados acima, a candidiase pode igualmente ser

estimulada por factores de viruléncia das leveduras.

1.3.2 A cetiologia da candidiase vulvovaginal (CVV)

As vaginites infecciosas mais comuns sdo: a vaginite bacteriana, a candidiase
vulvovaginal e a tricomoniase (Hainer, et al. 2011) De acordo com Robin Berkhout
(1923) os agentes da candidiase, antes denominada moniliase, englobam as vérias
espécies do género Candida, sobressaindo em prevaléncia C. albicans. Normalmente a
origem da infeccdo é enddgena, ou seja, associada ao hospedeiro, no entanto também
pode ter origem em exdgena (factores externos) (Oliveira, 2012).

Durante os Gltimos anos, para além de C. albicans, a ocorréncia de outras espécies do
género Candida tem aumentado cada vez mais em pacientes com factores
predisponentes. Entre as espécies de Candida ndo-albicans, C. parapsilosis, C. glabrata
e C. tropicalis ttm sido isoladas com frequéncia a partir de casos de candidiase
vulvovaginal (Treagan, 2011) para além de outras espécies (Tabela 1.3).
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Mais recentemente, a espécie Candida africana foi referida como agente patogénico
oportunista e foi descrita como uma levedura associada a candidiase vulvovaginal. Estas
leveduras foram descritas pela primeira vez em 1995, como sendo isolados de
C. albicans incapazes de produzir clamidosporos. Mais tarde foi proposto como sendo
uma nova espécie do género Candida, com base em caracteristicas morfologicas,
fisioldgicas e bioquimicas claramente diferentes dos isolados tipicos de C. albicans. No
entanto, neste momento, a situacdo taxondémica de C. africana e a sua relacdo
filogenética com outras espécies de Candida ainda é controversa e requer mais estudos
de caracterizagdo (Romeo & Criseo, 2010; Fischer, 2010; Gumral et al. 2011).

Tabelal.3: Espécies de Candida mais frequentemente responsaveis por infecgdes de CVV.

E a espécie mais frequentemente isolada de infecgdes vulvovaginais e a
espécie com maior conhecimento patogénico. Habitualmente faz parte da

Candida albicans microbiota vaginal. Em geral é sensivel aos farmacos antiflingicos, embora
nestes Ultimos anos haja um aumento das resisténcias principalmente aos
farmacos azolicos (Barbedo & Sgarbi, 2010).

Considerada uma importante espécie patogénica hospitalar oportunista é
frequentemente isolada de hemoculturas. Pode causar desde candidiase

Candida parapsilosis  superficial ainfec¢des invasivas. Possui capacidade de produzir biofilmes e
multiplica-se em solugfes contendo glicose (Amadio, 2010; Treagan,
2011).

E uma levedura oportunista importante em individuos com flora intestinal
suprimida pelo uso de antibidticos e estéa associada a infecg@es flngicas em
imunocomprometidos (Amadio, 2010; Treagan, 2011). Pode causar
candidémia.

Candida tropicalis

Espécie particularmente isolada em pacientes neutropénicos portadores de
Candida krusei doencas hematoldgicas. Possui resisténcia intrinseca ao fluconazol
(Amadio, 2010; Treagan, 2011).

Candida Actualmente é reconhecida como agente patogénico emergente, embora
guilliermondii ndo seja frequentemente causa de infecgdo invasiva (Amadio, 2010).

E uma espécie de Candidar ecentemente descrita associada a candidiase
Candida africana vaginal. Fenotipicamente relacionada com C. albicans, pode ser
diferenciada desta por técnicas moleculares (Amouri et al. 2010).

1.3.3 Patogénese da candidiase vulvovaginal

Como ja foi referido, a candidiase vulvovaginal é uma infeccdo de origem endogena,

ou exdgena visto que o paciente pode ser portador do agente causador da doenca. Para
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que a levedura ultrapasse a condicdo de comensal, é necessario que 0 organismo esteja
sob a influéncia de factores j& anteriormente citados, sofrendo certas alteracdes
variaveis de acordo com o local onde se desenvolve a infeccdo. A presenca de
estrogenio na mucosa vaginal leva a conversdo do glicogénio em glicose e consequente
formacdo do acido lactico na vagina que assegura um pH de 4 a 4,5, 6ptimo para o
desenvolvimento dos bacilos de Doderlein (Oliveira, 2012).

Quando o estimulo do estrogénio diminui ou cessa, alteram-se as condicdes
fisioldgicas sobre o pH, diminuindo a concentracdo de bacilos de Doderlein, permitindo
o desenvolvimento das espécies de Candida. A patogénese da candidiase vulvovaginal é
facilitada por diferentes factores de viruléncia (Barbedo & Sgarbi, 2010), tais como 0s

apresentados na Tabela 1.4.

Tabela 1.4: Factores de viruléncia das leveduras do género Candida.

Sdo glicoproteinas localizadas na superficie da parede celular. Permitem
interferir nas interaccdes entre células do género Candida (Santos, 2010). A
aderéncia as células do hospedeiro pelas adesinas estd geneticamente

Adesinas determinada, como por exemplo, através da familia dos genes ALS
(agglutinin-likesequence) e HWP1 (Hyphal Wall Protein) em C. albicans,
que codificam diferentes glicoproteinas de superficie celular implicadas no
processo de adesdo (Sobel 2010; Giolo & Svidzinski, 2010; Treagan, 2011).

Morfogénese As pseudohifas desempenham um papel importante na patogenicidade de

Candida spp. quando os fungos colonizam a superficie epitelial ou

(dimorfismo fungico) epidérmica por facilitarem a adeséo as células hospedeiras (Oliveira, 2012).

As leveduras do género Candida para que sobrevivam ou escapem da
fagocitose dos macrdfagos é necessario a expressao dos genes SAP
(secrecdo de aspartil-protéase). Por exemplo, células leveduriformes
“brancas” possuem estilo de vida fermentativo, enquanto células
leveduriformes “opacas” tém metabolismo oxidativo (Barbedo & Sgarbi,
2010).

Sobrevivéncia no
interior de fagdcitos

Modulagéo do sistema
imunitario

As mananas e as manoproteinas sdo capazes de regular (activar e
desactivar) a accao das defesas do hospedeiro.

Observada na candidiase hematogénica, em que C. albicans é capaz de

Deficiéncia de ferro adquirir o ferro a partir da transferrina (Murray et al. 2009).

Adaptacdo ao ambiente Determinada pelo genoma de C.albicans, em que ha genes temporariamente

oxidativo

Variagao de
temperatura e do pH

induzidos ou reprimidos em fungéo do déxido nitrico.

Componentes cruciais para a adaptacdo a diferentes localizagBes do
hospedeiro.
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(Continuacéo da tabela 1.4)

As principais enzimas produzidas sdo as proteinases degradativas, que
Enzimas hidroliticase hidrolisam ligacGes peptidicas e as fosfolipases que hidrolisam os
proteoliticas fosfoglicerideos, importantes para a invasdo de tecidos. As enzimas
hidroliticas sdo responsaveis pela persisténcia e colonizagdo das leveduras
no tracto vaginal (Gomes et al. 2011).

Séo proteinas da membrana plasmatica que tém uma variedade de fungdes.
As espécies de Candida tém proteinas de integrina com antigénios e
semelhancgas funcionais para receptores do sistema do complemento dos
humanos (Burmester & Pezzutto, 2005).

Receptores de integrina

Sabe-se que nenhum factor de viruléncia € dominante, ou seja, a patogénese depende
de uma expressdo coordenada de multiplos genes de uma forma apropriada para as
condigdes do local de infeccdo bem como de factores ligados ao hospedeiro.
Considerando que as condi¢fes podem variar muito nas diferentes localizagdes
dainfeccdo, é bem provavel que determinados genes associados a viruléncia sejam mais
importantes para tipos especificos de candidiase (Sobel, 2010; Barbedo & Sgarbi,
2010).

1.3.4 Manifestacdes clinicas da candidiase vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um conjunto de sintomas vaginais e vulvares
que incluem (Feuerschuette et al. 2010; Sobel, 2010; Hainer & Gibson, 2011):

Corrimento vaginal (minimo e por vezes ausente);

Desconforto e prurido vulvovaginal;

Dispareunia (frequentemente com alteracdo na secrecao vaginal);
Disuria;

Odor incaracteristico.

As vulvovaginites fangicas sdo provocadas por fungos leveduriformes, na grande
maioria dos casos por espécies pertencentes ao género Candida (Barbedo & Sgarbi,
2010).

A candidiase vulvovaginal recorrente afecta aproximadamente 5% das mulheres e
pode ser caracterizada por CVV ndo complicada, causada por C. albicans, e CVV
complicada. Esta dltima inclui formas graves e recorrentes causadas por espécies de

C. ndo-albicans (Achkar & Friest, 2010), conforme exposto na Tabela 1.5.

14



Introducdo geral

Tabela 1.5: Caracteristicas dacandidiase vulvovaginal (Feuerschuette et al. 2010).

CVV nao-complicada CVV complicada
Esporadica Recorrente (quatro ou mais episédios por ano)
Intensidade leve a moderada Severa
Candidiase frequentemente Associada a espécies C. ndo-albicans

associada a C. albicans

Na auséncia de gravidez ou de Comprometimento imunolégico (diabetes, gravidez,
alteracdo imunoldgica imunossupressao)

1.4 O DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS INFECCOES POR Candida sp.

A ciéncia tem vindo a evoluir muito nas Ultimas décadas, principalmente em relacdo
a consciencializacdo da importancia do diagnostico precoce das infecgdes. Nos
procedimentos indicados para a colheita de amostras, a assepsia antes da colheita, o tipo
de amostra bioldgica, um volume e transporte adequados, sdo factores importantes para
0 sucesso do isolamento e identificagdo do agente etioldgico (Barbedo & Sgarbi, 2010).

A relacdo entre os sinais e sintomas (critérios clinico-epidemioldgicos) e a levedura
isolada em meio de cultura, é que nos permite avaliar se aquela é o agente etiologico da
infeccdo ou apenas um microrganismo comensal. Para o isolamento das leveduras a
partir de qualquer tipo de amostra, podem-se recorrer a diferentes tipos de meios de
cultura.O meio mais utilizado nos laboratorios de micologia médica é o meio de
Sabouraud dextrose agar (SDA). Em regra, usam-se antibioticos (cloranfenicol e/ou
gentamicina) para impedir o crescimento de bactérias que podem prejudicar o
isolamento de fungos quando as amostras bioldgicas o justificam. O cloranfenicol é o
mais indicado porque resiste a autoclavagem (ANVISA, 2004).

De acordo com 0s aspectos observados ao exame microscopico da amostra, podem-
se orientar os procedimentos laboratoriais para isolamento do agente. Para a correcta
identificacdo do fungo serd necessario observar o aspecto macroscopico das colonias,
bem como a morfologia das estruturas microscépicas caracteristicas de cada espécie.Por
vezes, € necessario fazer subculturas em outros meios de cultura, mais ricos ou mais

pobres em nutrientes, como por exemplo, meios de corn-meal, potato dextrose agar
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(PDA), malte agar ou até mesmo o meio de gelose de sangue entre muitos outros, para
estimular a producédo de estruturas tipicas e identificadoras de cada espécie (ANVISA,
2004; Brooks, 2010).

1.4.1 Observacédo morfoldgica de Candida sp.

O diagnéstico clinico da CVV deve ser, sempre que possivel, confirmando por
diagnostico laboratorial convencional e molecular, uma vez que o0s sinais e sintomas
apresentam baixos valores de especificidade, impedindo assim a correcta identificacdo
do agente etiologico (Kennedy & Sobel, 2010). Para o exame microscopico da amostra
podem ser utilizados diferentes métodos, dependendo do tipo da amostra e suspeita
clinica, enquanto a identificacdo da espécie das leveduras requer a avaliacdo de critérios
morfoldgicos, bioquimicos, imunoldgicos e genéticos.

A observacdo morfologica deve ser macroscéopica e microscopica. A observacao da
morfologia macroscopica deve ter em conta 0s aspectos e taxas de crescimento das
coldnias de leveduras nos diferentes meios de cultura usados na rotina dos laboratérios
de micologia. O meio de Sabouraud agar, com ou sem a adi¢do de antibidticos, € o meio
de isolamento por exceléncia para a identificacdo de leveduras. As colonias das
leveduras do género Candida neste meio de cultura sdo planas, de consisténcia mucoide
e aspecto cremoso, lisas ou rugosas, de cor branca ou creme (Treagan, 2011).

As caracteristicas microscépicas mais utilizadas na identificacdo de leveduras sdo o
exame microscépico directo e a prova da filamentacéo.

O meio de agar de eosina-azul de metileno (EMB) é um dos meios de cultura
utilizados em muitos laboratorios de microbiologia em todo o mundo. Foi desenvolvido
por Holt-Harris e Teague em 1916 para diferenciar microrganismos fermentadores de
ndo fermentadores. Em 1918 Levine alterou a formula original do meio agar EMB
eliminado a sacarose e adicionado a lactose, proporcionado ao meio excelente para
diferenciar Escherichia coli de Entrobacter aerogenes.

Weld (1952) utilizou este método para identificar C. albicans pela propriedade da
producdo do tubo germinativo em diferentes amostras clinicas (Llovo et al. 2006)
descreveram e demonstram pela primeira vez a utilidade do meio EMB acrescido ou

ndo de Tween 80 a 1%, com objectivo de observar apds 24 horas, 48 horas e 72 horas
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estruturas tipicas das leveduras como pseudomicélio, blastoconidios, ascosporos
artroconidios, as quais permitem a identificacdo das espécies.

No exame microscopico directo, as caracteristicas distintas das leveduras podem ser
identificadas por meio da observacdo da sua morfologia in vivo, utilizado hidroxido de
potéssio (KOH 10% ou 20%) permitindo uma répida identificacdo e deteccdo de
possiveis leveduras em amostras clinicas. Desse modo a observagdo microscopica de
amostras com Candida revela blastoconidios e/ou pseudohifas e/ou hifas (Madhavan
etal. 2011).

O calcofluor é um fluorocromo ndo especifico que se liga a quitina das paredes
celulares dos fungos sendo este procedimento um método répido para a deteccdo de
muitas leveduras (Bhavasar et al. 2010). Ainda o meio de solido agar eosina e azul
metileno utilizado no método de Dalmau permite diferenciar e identificar
presuntivamente, através da morfologia das células, as espécies de leveduras do género
Candida (Carneiro, 2007).

Aprova do tubo germinativo ou Teste da Blastese descrita em 1960 (Taschdjjian et
al. 1960) permite a identificacdo rapida e presuntiva das leveduras da espécie
C. albicans (Carneiro, 2007; Oliveira, 2012). A presenga de tubo germinativo na forma
de um pequeno filamento que se forma a partir de uma célula leveduriforme sem formar
constricdo com a célula-mée, permite a identificacdo presuntiva desta espécie (De
Almeida, 1999). Contudo, existem ainda outros testes que permitem a identificacdo da
prova do tubo germinativo como o meio de cultura sélido Oxgall-Tween-acido cafeico
(TOC) que também permite a visualizacdo de clamididsporos e 0 meio de sélido agar
eosina e azul metileno utilizado no método de Dalmau (Carneiro, 2007).

1.4.2 Ildentificacdo bioquimica de Candidasp.
Critérios bioguimicos enzimaticos

Os meios cromogénicos estdo desenhados para o isolamento e identificacdo de
algumas espécies do género Candida directamente a partir da inoculagdo das amostras
bioldgicas. O fundamento dos mesmos baseia-se em determinadas actividades

enziméticas por parte de determinadas espécies de leveduras mediante a hidrolise

especifica de um substrato cromogénico na presenga de um indicador. Por conterem
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substancias cromogénicas o meio modifica a cor das coldnias das diferentes espécies de
leveduras do género Candida, respectivamente para as cores verde, azul e rosa (Ferreira,
2010). Uma das principais vantagens destes meioscromogénicos € o de permitir
identificardirectamente diferentesespécies a partir da culturade isolados clinicos mistos
(Treagan, 2011). Comercialmente encontram-se disponiveis, por exemplo, 0 meio
CHROMagar COLOREX Candida®, Cromogen Albicans®, CandiSelect®, entre outros.

Identificacdo baseada em perfis de assimilacéo

Sd0 economicamente 0s mais acessiveis aos laboratérios de diagnostico
microbioldgico, pois ndo necessitam de equipamentos sofisticados e dispéndiosos para a
sua utilizacdo. Esses sistemas consistem em galerias plasticas contendo pequenas
clpulas com carbohidratos e outros compostos desidratados, onde € inoculada uma
suspensdo da levedura. Ap@s incubacdo atemperatura e tempo adequados, as provas
positivas podem ser traduzidas pela turvacdo do conteddo das clpulas ou pela mudanca
da sua coloracao, sendo o resultado comparado com uma base de dados fornecida pelo
fabricante (Barbedo & Sgarbi, 2010). Entre os testes colorimétricos, encontram-se por
exemplo o sistema Auxacolor® e o sistema Uni-Yesta-Tek® (Barbedo & Sgarbi, 2010).

Nesta categoria de testes de assimilacdo de nutrientes sdo ainda comercializados
diversos testes semi-automatizados que simplificam a sua utilizacdo bem como a
interpretacdo dos resultados: APl 20C AUX® (BioMerieux, Franga), Galeria ID32C®
(BioMerieux, Franca) e Sistema Vitek® (BioMerieux, Franca). Entre estes, as galerias
ID 32C® s3o as mais completas pois incluem um nimero maior de testes permitindo
uma melhor identificacdo das espécies. A leitura das galerias tanto pode ser feita

manualmente utilizando um sistema informatico (Barbedo & Sgarbi, 2010).
Sistema automatizados

Os sistemas automatizados de identificacdo de leveduras de interesse médico mais
divulgados sdo o Rapid Yeast Identification Panel Microscan®, Sistema Biolog YT
MicroPlate® e o Vitek 2® (BioMerioux, Franga). Tratam-se de sistemas controlados por
computador, onde painéis contendo substratos desidratadossdo incubados apds a re-

hidratagdo com uma suspensdo da levedura, sendo os resultados automaticamente
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interpretados em poucas horas (Barbedo & Sgarbi, 2010). Nestes testes pressupde-se,
como condi¢do basica, a pureza tanto do microrganismo quanto das substancias a serem

testadas.

1.4.3 ldentificacdo mediante critérios imunoldgicos

O Teste Bichro-Latex Albicans® (Fumouze) é um teste de aglutinacdo em latéx que
permite a identificacdo de leveduras de C. albicans directamente a partir de colonias
isoladas, utilizando um anticorpo monoclonal especifico que reagindo com o antigénio
localizado na parede celular, permite a identificacdo desta espécie (Pereira, 2010).
Existem outros métodos de identificagdo de outras espécies, como: Krusei-color®
(Fumouze) para a identificacdo C. krusei e o Bichro-Dubli® (Fumouze) para a
identificacdo C. dubliniensis.

1.4.4 ldentificacdo molecular de Candida sp.

Tradicionalmente, a identificacdo e classificacdo de espécies de Candida tem sido
realizada por métodos que consomem algum tempo, como técnicas baseadas no
isolamento das leveduras em cultura, andlise macro e micromorfolédgica da cultura e
testes bioquimicos. O desenvolvimento e o aperfeicoamento das técnicas de biologia
molecular utilizando o DNA de agentes infecciosos superou a limitagdo do tempo de
resposta e tem despertado o interesse dos laboratérios mas, por ainda ndo estarem
totalmente padronizadase exigirem equipamentos especificos e dispendiosos, a sua
utilizacdo esta limitada principalmente a deteccdo de leveduras (Giolo & Svidzinski,
2010; Rad et al. 2012).

Nestes ultimos anosa técnica Polymerase Chain Reaction (PCR) tem sidolargamente
utilizada na deteccdo de microrganismos, incluindo a rapida identificacdo de leveduras.
Muitas outras técnicas moleculares utilizadas na tipagem de microrganismos através da
analise das sequéncias de DNA amplificadas por PCR podem ser igualmente aplicadas
nas leveduras como, por exemplo, as que se baseiam na electroforese em campo pulsado
(PFGE), na analise de fragmentos de genoma gerados pela amplificacdo aleatoria de
DNA (RAPD), apos digestdo com endonucleases de restricdo, na separacdo dos
fragmentos por electroforese em gel de agarose (RFLP) ou através do estudo de

sequéncias de regides especificas do genoma (Pereira, 2010).
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Diferenciacéo de espécies de Candida

Entre as diferentes técnicas baseadas em PCR, a técnica de PCR multiplex pela sua
simplicidade e rapidez, tem-se mostrado uma ferramenta Util na deteccdo de agente
patogénicos directamente a partir de amostras clinicas e/ou de culturas. E uma técnica
derivada da PCR classica onde dois ou mais loci sdo simultaneamente amplificados
numa mesma reac¢do (Neufeld, 2009; Giolo & Svidzinski, 2010).

Como muitas das tecnicas moleculares para a deteccdoe identificacdo de
microrganismos, esta técnica pode tercomo alvo as sequéncias de DNA ribossomico
(rDNA). O rDNA é formado por unidades de repeticdo dispostas em tandem e cada
unidade de repeticdo € constituida por dois tiposdistintos de regides: regides genicas e
regibes espacadoras, entre as quais a regido Internal Transcribed Spacer (ITS). Na
direcgdo 5°-3” 0 rDNA é formado pelo gene 18S, a regido ITS1, o gene 5,8S, a regido
ITS2 e 0 gene 28S. As sequéncias das regibes ITS permitem a distingdo entre
microrganismos com uma elevada proximidade filogenética pois sdo altamente
varidveis tanto em tamanho quanto em sequéncia nucleotidica (Neufeld, 2009). As
outras regides génicas, como sao mais conservadas, podem ser utilizadas para a analise
de grupos evolutivamente bastante distantes. Assim, as espécies flngicas muito
préximas e as variedades de uma mesma espécie podem ser analisadas pelas regifes ITS
do rDNA. A amplificacdo por PCR dessas regides tem-se mostrado eficiente na
identificacdo de espécies e estirpes do género Candida (Neufeld, 2009).

O principio da técnica de RFLP baseia-se na amplificacdo de uma regido do DNA
seguida de corte por enzima (s) de restricdo. No caso especifico das leveduras do género
Candida, podem ser utilizados primers universais para a amplificacdo da regido ITS
incluindo a subunidade 5,8S rDNA e pequenas porc¢des conservadas das extremidades
das regites 18S e 28S rDNA. Os fragmentos amplificados por PCR posteriormente
clivados pela enzima de restricdo Mspl permitem a diferenciacdo das espécies clinicas
mais comuns atraveés da presenca ou auséncia de sequéncias especificas de bases
nucleotidicas reconhecidas e clivadas pela enzima de restricdo que variam entre
diferentes espécies (Mirhendi et al. 2006; Shokohi et al. 2010). A identificacdo das
especies é posteriormente feita através da analise dos perfis de bandas obtidas, apos a

separacgdo electroforética dos produtos de restricdo (Mirhendi et al. 2006). A técnica de
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RFLP tem a vantagem de ser fécil, rapida e fidvel quando comparada com os métodos
de identificacdo convencionais. No entanto tem o inconveniente de ser uma técnica mais

onerosa.
Deteccdo de Candida africana

Como foi descrito por Romeo & Criseo (2010) a identificacdo da espécie
recentemente descrita Candida africana e a discriminacdo de outros membros do
complexo de espécies de C. albicans, como C. dubliniensis, pode ser realizada por meio
da amplificacdo do gene HWP1 que codifica para a proteina HWP1 constituinte da

parede celular do fungo.

1.5 O TRATAMENTO DAS INFECCOES FUNGICAS

O controlo e tratamento da candidiase vulvovaginal nem sempre é facil e eficaz,
frequentemente devido a falta de diagndstico laboratorial correcto com vista a
adequacao da terapéutica a espécie causadora da infeccdo, evoluindo em muitos casos,
para infeccBes recorrentes (Kennedy & Sobel, 2010). Paralelamente ao aumento das
infecgBes por leveduras do género Candida, tem sido igualmente observado o aumento
do nimero de estirpes resistentes aos antiflngicos, assim como o aumento do nimero
de espécies de Candida ndo-albicans responsaveis por infeccées (Nascimento, 2009). A
prioridade no tratamento de infeccdes por Candida spp. depende de diferentes factores
predisponentes identificaveis tais como a localizagdo anatomica da infecgdo, factores de
risco do hospedeiro para infecgdo e a existéncia de doencas subjacentes como a
leucemia ou a SIDA, por exemplo. Nestes casos, a escolha da terapéutica a utilizar
apresenta-se como sendo um passo critico importante para o controle da infeccédo
(Treagan, 2011; Williams & Lewis, 2011).

Os antiflngicos dividem-se em trés grandes categorias: os polienos, os azdis, as
equinocandinas.

A estrutura basica dos polienos consiste num anel lactamico, uma cadeia lipofilica

rigida contendo 3 a 7 duplas ligagdes e uma por¢éo hidrofilica flexivel contendo varios
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grupos hidroxilos (Figura 1.2). Incluem dois antifngicos sistémicos muito utilizados, a
anfotericina B e a nistatina.

A anfotericina B exerce a sua accao antifungica através de dois mecanismos
diferentes. O primeiro envolve a ligacdo da anfotericina B ao ergosterol, o principal
esterol da membrana do fungo. Esta ligacdo produz canais idnicos, que destroem a
integridade osmotica da membrana celular fangica e levam a perda de constituintes
intracelulares e a morte celular. No entanto, a anfotericina B também se liga ao
colesterol, que é o principal esterol da membrana dos mamiferos, embora menos
avidamente que ao ergosterol. Esta ligacdo ao colesterol é responsével por grande parte
da toxicidade deste antifingico quando administrado em humanos. O outro polieno, a
nistatina, € apenas utilizada como agente topico no tratamento de infec¢des superficiais
(Murray et al. 2009; Oliveira et al. 2011).

A classe dos azois pode ser dividida em compostos imidazolicos (dois nitrogénios no
anel azélico) e compostos triazdlicos (trés nitrogenios no anel azoélico). Todos os azois
possuem acc¢do sistémica e incluem o fluconazol, o itraconazol, o voriconazole o
posaconazol. Tanto os imidazolicos como os triazdlicos agem por inibicdo da enzima
14-a-demetilase do lanosterol dependente do citocromo fungico P-450. Esta enzima
encontra-se envolvida na conversao do lanosterol em ergosterol. Este mecanismo leva a
uma alteracdo da permeabilidade da membrana da célula fungica, ocorrendo assim uma
inibicdo do crescimento do fungo (Figura 1.2) ou a morte celular (Williams & Lewis,
2011).

As equinocandinas sdo uma nova classe de antifingicos que surgiu como alternativa
aos azois e polienos. E uma classe altamente selectiva de lipopeptideos semi-sintéticos
que inibem a sintese de PB-1,3-glucanas, constituintes importantes da parede celular
fangica. Esta classe de glucanas desempenha um papel importante na manutencdo da
integridade osmdtica da célula fangica, na divisdo e no crescimento celular (Figural.2).
Actualmente existem trés classes de equinocandinas aprovadas para utilizagdo em
tratamentos ou prevencdo de varias micoses: a caspofungina, a anidulafungina e a
micafungina (Romeo & Criseo, 2010).

Relativamente aos agentes antifingicos topicos, existe uma ampla variedade
disponivel para o tratamento de infecges flangicas cutdneas superficiais e das

mucosas.O mercado farmacéutico dispde de uma multiplicidade de cremes, pomadas
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antifungicas vaginais, nas mais diferentes formulagGes, permitindo opcGes variadas por

parte dos profissionais de salde e mesmo por cidaddos comuns.

Parede celular
Inibidores da:
Sintese de glucanas
Equinocandinas
Sintese de quitina
Nicomicina

Inibicao da:
Sintese de proteinas
Sordarinas

Azasordarinas

Reticula
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==
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\\ //
\ Mitocandria
°
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Sintese do ergosterol
Azdlicos
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acido nucleico |
Flucitosina

Dano direto da membrana
Polienos

Rompimento dos:
Microtibulos e
inibigao da mitose
Griseofulvina

Figural. 2: Mecanismo de ac¢do dos antifingicos na célula fangica
(Adaptado de Murray et al.2009).

Este é um factor que aumenta a facilidade dasua aquisi¢do e utilizacdo e demonstra o
interesse comercial na producdo destes farmacos. Isto, certamente, conduz mais a
automedicacdo e mesmo a indicacdo indiscriminada de uso por terceiros, que
consequentemente devido a sua baixa poténcia podem servir de ponte para o

desenvolvimento de resisténcias e, a partir dai, de infec¢des graves (Murray et al. 2009).

1.5.1 Mecanismos de resisténcia aos agentes antifungicos

Em relacdo aos polienos e a anfotericina B, em particular, continua a ndo se
verificara ocorréncia de grande numero de resisténcias, tendo sido observada e
reportada apenas susceptibilidade diminuida em isolados de C. lusitaniae, C. glabrata,
C. krusei e C. guilliermondii.

A utilizacdo sistematica dos azois, especialmentede fluconazol, na prevencdo e
tratamento de infec¢bes fungicas aumentou o relato de resisténcias emergentes a esta
classe de agentes antifingicos. Entre as cinco espécies mais comuns de Candida
(C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei) somente C. krusei é considerada

intrinsecamente resistente ao fluconazol. Por outro lado, os novos triazolicos tém-se
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revelado mais eficazes que o fluconazol contra a Candida spp. incluindo actividade
contra C. krusei.

A resisténcia aos azois pode ser causada pelos seguintes mecanismos: modificacfes
de enzimas-alvo (qualidade e nimero) acesso reduzido do antifdngico ao alvo, ou a
combinacéo entre os diferentes mecanismos (Murray et al. 2009).

A enzima l4a-demetilase (codificada pelo gene ERG11) é um exemplo de uma
enzima-alvo. Ao ocorrerem mutacdes no gene codificante, a enzima sofre alteracdes e
consequentemente diminuicdo da afinidade aos azdis. A sobrexpressdo do ERG11
resulta na superproducdo de enzima criando a necessidade de usar maiores
concentragOes de antifingico dentro da célula para evitar a produgdo de moléculas da
enzima-alvo.

Em relacdo as equinocandinas, em particular o mecanismo de resisténcia a
caspofungina tem sido caracterizado em mutantes de C. albicans. A mutagdo do gene
FKS1 resulta em estirpes resistentes as equinocandinas, mas que permanecem

susceptiveis aos polienos e azdis (Murray et al. 2009).
Prevencao da infeccdo

A melhor forma de controlo de infec¢Bes assenta na prevengao das mesmas. No caso
especifico da candidiase vulvovaginal, devem ser evitadas roupas intimas
excessivamente apertadas ou feitas de material sintético, que ndo permitam por um lado
a evaporagdo do suor ou de outras secregOes, por outro provoquem maceracdo e
inflamacédo da vulva (Akpan et al. 2011). O algodao é o tecido ideal porque é macio e
permite a transpiracdo. A permanéncia com roupas de banho himidas, habitos
incorrectos de higiene intima, como a limpeza anal inversa, provoca a contaminacao da
regido vulvovaginal por fungos e bactérias residentes nos intestinos (Akpan et al. 2011;
Aguas & Silva, 2012). Deste modo é muito dificil evitar que mulheres
comprovadamente tratadas de uma infeccdo voltem a apresentar novos episédios, uma
vez que, a presenca do fungo em baixas concentragdes no epitéelio vaginal é considerada
normal. Consequentemente, sdo possiveis novos quadros agudos de infecgéo,
dependentes mais de factores intrinsecos @ mulher do que propriamente da presenca do

fungo na mucosa vaginal (Hernaez et al. 1997; Roberts et al. 2011).
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1.5.2 Determinacdo da susceptibilidade in vitro aos antifungicos

Existem diversos protocolos para a realizacdo de testes de susceptibilidade e
avaliacdo da resisténcia fungica. Os mais utilizados sé&o, difuséo a partir de disco, o E-
test e a microdiluicdo em meio liquido (Mazulos et al. 2007) Os testes de
susceptibilidade in vitro aos antifungicos sdo utilizados para a determinacdo da
viabilidade, actividade ou crescimento de células de leveduras na presenca de um
determinado farmaco antifungico permitindo assim a escolha da melhor opgéo para o
tratamento da infeccéo.

A realizacdo dos testes de susceptibilidade aos antifungicos néo se justificava quando
a apenas a anfotericina B e a 5-fluorocitosina eram as Unicas op¢des terapéuticas para o
tratamento das infeccdes fungicas. A medida que a indlstria farmacéutica foi
introduzindo novos antiflngicos, tornou-se necessaria a realizacdo de testes de
susceptibilidade com o objectivo de comparar a actividade dos mesmos e detectar
possiveis resisténcias. Em 1985 o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
efectuou uma supervisdo em diferentes laboratorios a fim de conhecer que testes de
susceptibilidade eram realizados e como eram feitos e em 1992 criou comité para a
padronizacdo das provas de sensibilidade aos antifingicos de leveduras do género

Candida e Cryptococcus neoformans (Lacasa et al. 2007).

Métodos baseados em difusdo agar

O método de difusdo em agar a partir de discos impregnados de antifingico encontra-se
padronizado na norma M44-A do CLSI, é de simples execucdo e economicamente
acessivel aos laboratérios de diagnostico microbiolégico. Foi desenvolvido para o

estudo da sensibilidade das leveduras ao antifangico em funcao do halo de inibicéo
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produzido pela difusdo do antifungico em meio de cultura sélido, gerando um gradiente
de concentragéo ao redor do disco (Figural.3).

Deste modo a levedura cresce na superficie da
placa em redor do disco, excepto onde o gradiente de
concentracdo do antifngico foi suficiente para inibir o
crescimento da mesma.

Para o fluconazol, voriconazol, anfotericina B,

itraconazol, ketoconazol e caspofungina ja existem

. . Figura 1.3: Principio do teste de
valores padronizados de cut-off para determinadas  sysceptibilidade pela metodologia de

concentracdes de antifungico (Perdla, 2010). difusdo em disco.

O Etest® ¢ um método quantitativo de difusio em agar a partir de tiras contendo um
gradiente de antifingico que permite a determinagdo da concentragdo minima inibitéria
e do ponto de intercessdo do final da inibicdo do crescimento. No entanto este teste é
mais dispendioso que os discos e esse facto limita a sua aplicacéo a rotina laboratorial

(Pfaller et al. 2010)
Método de microdiluicédo

O método de microdiluicdo em meio liquido € um teste menos utilizado em rotina
dos laboratérios de diagndstico microbioldgico pois exige pessoal treinado e é muito
trabalhoso. No entanto estes testes de susceptibilidade in vitro sdo muito Uteis na
determinacéo da capacidade de crescimento das leveduras na presenca de concentracdes
crescentes de farmaco antifungico o que permite detectar qual a concentracdo minima
inibitéria de cada estirpe e adequar o tratamento para determinada infeccéo.

Os kits comerciais Sensititre Yeast One® e o0 ATB Fungus 2® baseiam-se no método
de microdiluicdo mas utilizam substratos cromogénicos que facilitam a interpretacdo
das concentragfes minimas inibitérias (Johnson, 2008; Paredes, 2009; Perdla, 2010).
Entre 1999 e 2002 o grupo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) procedeu ao desenvolvimento de um protocolo padronizado para a
determinacdo das susceptibilidades aos antifingicos de leveduras isoladas de infec¢des
europeias (versdes A-A3), equivalente ao preconizado pelo CLSI. Incluiu, no entanto,

algumas modificagbes que permitiram automatizar a determinagdo da concentragédo
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minima inibitéria e substituir a leitura visual por leitura espectrofotométrica, com a

consequente reducdo do tempo para a obtencdo dos resultados (Eraso et al. 2009).

1.6 O HOSPITAL MATERNIDADE IRENE NETO, HUILA, ANGOLA

O Hospital Maternidade Irene Neto encontra-se situado na cidade do Lubango,
municipio do Lubango, provincia de Huila, sul de Angola (Figura 1.4). Este municipio
encontra-se limitado a Norte pelo municipio de Quilengues, a Este pelo municipio da
Cacula, a Sul pelos municipios da Chibia e Humpata, e a Oeste pelo municipio da
Bibala. E constituido pelas comunas de Lubango, Arimba, Hoque e Huila (Estermann,
1956). A cidade do Lubango (S& da Bandeira até 1975) é a capital da provincia de
Huila, tem cerca de 318 mil habitantes e encontra-se situada no planalto da Huila a uma

altitude de cerca de altitude 1774 m.
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Figura 1.4: Localizacdo geogréfica da provincia de Huila
Fonte:http://www.fas-angola.org/wp-content/themes/fas/images/Huila.gif

Caconda

Kuvango

Caluquembe

MethAe

CLAMDG CLBANGO

O Hospital Maternidade Irene Neto caracteriza-se por ser um hospital de grande
porte com convénio ao SUS (Sistema Unico de Salde), tendo como entidade
responsavel o Ministério da Saude de Angola. Mensalmente sdo atendidas em média
cerca de 9898 utentes. Faz uma média mensal de 6703 consultas, cerca de 1800

consultas no banco de urgéncias, 1093 partos e 302 cirurgias.
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1.7 OBJECTIVOS DO TRABALHO E PLANO DA DISSERTACAO

Tendo em conta a incidéncia de candidiase vulvovaginal descrita anteriormente, foi
efectuado um trabalho de campo onde se pesquisou pela primeira vez a ocorréncia de
Candida spp.como agentes etioldgicos de candidiase vulvovaginal e se identificaram as
respectivas espécies. Para a prossecucdo deste trabalho foi necessario dispor, a partida,
de um conjunto diversificado de estirpes isoladas de infeccdes vaginais humanas.

Este trabalho teve como objectivo principal a deteccdo e identificacdo rapida e
especifica de diferentes espécies de leveduras de interesse médico do género Candida
presentes em amostras clinicas de exsudados vulvovaginais e estudar os padrdes de
resisténcia aos farmacos antifungicos. Deste modo, foram ainda objectivos secundarios:

1- Determinar a ocorréncia e distribuicdo das diferentes espécies de Candida
provenientes de amostras clinicas de exsudados vulvovaginaiscolhidos de pacientes
residentes no Lubango, Huila, Angola: C. albicans, a espécie patogénica oportunista
mais frequentemente isolada, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. guilliermondii, e outras consideradas relevantes.

2 - Aplicar métodos de deteccdo e identificacdo rapida e especifica de diferentes
espécies de leveduras de interesse médico do género Candida, aplicando métodos de
biologia molecular.

3 - Determinar a susceptibilidade das estirpes isoladas aos farmacos antifungicos
mais utilizados no tratamento das infec¢des fungicas humanas e avaliar a ocorréncia de
resisténcias.

4 - Comparar os resultados obtidos com as estirpes presentes em isolados recolhidos
em Lubango, Huila, sob o ponto de vista molecular e de resisténcia aos farmacos
antifungicos, com os obtidos em outros trabalhos realizados em Portugal com isolados
portugueses.

Esta dissertacdo encontra-se dividida em quatro capitulos:

No primeiro capitulo é feita uma introducdo geral sobre as leveduras patogénicas do
género Candida, a sua importancia na saude humana, realcando a espécie C. albicans
por ser a mais frequente, quais os seus factores de viruléncia e patogénese, 0s métodos

convencionais disponiveis para a sua identificacdo e testes moleculares utilizados na
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deteccdo das espécies mais frequentes, bem como os seus mecanismos de resisténcia a
antifngicos.

No segundo capitulo sdo descritos os métodos empregues no diagnostico
convencional e molecular para identificacdo de espécie. No primeiro estd incluido o
exame directo, a caracterizacdo fenotipica e morfoldgica, o Teste da Blastese, o teste
seroldgico e testes bioquimicos. No diagnéstico molecular sdo apresentados dois
métodos para diferenciacdo de estirpes, um método baseado em PCR multiplex que
permite a identificacdo de oito espécies de Candida e outro método baseado em RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms). E ainda apresentada a diferenciacio das
espécies C. albicans da C. africana através da amplificacdo do gene HWPL1.

Por fim ¢ ainda descrita a metodologia empregue no estudo da sensibilidade in vitro
de estirpes de Candida albicans aos antifingicos fluconazol, voriconazol, caspofungina
e posaconazol, baseada na difusdo em agar a partir de discos impregnados, segundo 0s
procedimentos padronizados e publicados pelo CLSI.

No terceiro capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no decorrer do estudo,
assim como a sua discussdo, comparando-o0s entre si e com 0s resultados obtidos por
outros autores.

Por fim, no quarto capitulo sdo apresentadas as conclusfes e consideragdes finais
sobre os resultados obtidos neste trabalho.

Sendo considerado fundamental na determinacdo da gravidade e evolucéo clinica das
infeccBes causadas por estas leveduras, os dados aqui obtidos poderdo trazer como
consequéncia um melhor entendimento e monitorizagdo destas infec¢Ges no Hospital
Maternidade Irene Neto na cidade do Lubango, Huila, Angola, como também servir de
modelo e referencial comparativo para este grave problema mundial, a candidiase

vulvovaginal.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ORIGEM DAS ESTIRPES ESTUDADAS

2.1.1 Local e caracterizacgéo do estudo

O estudo foi realizado no Hospital Maternidade Irene Neto, municipio do Lubango,
provincia de Huila, ao sul de Angola. A recolha das amostras clinicas foi realizada ao
longo de um periodo de dois meses.

O desenho do estudo foi realizado de acordo com os objectivos do trabalho
previamente definidos. Tratou-se de um estudo descritivo e observacional, pois a
epidemiologia observacional é, habitualmente, o primeiro passo no estudo de um estado

de salde/doenca.

2.1.2  Aspectos Eticos

A pesquisa iniciou-se ap0s a apreciacdo e aprovacdo pelo Conselho de Etica do
instituto de Higiene e Medicina Tropical (CEIHMT) sob o registo nimero 12/2012
(ANEXO 1), Instituto Nacional de Aviacdo Civil (INAC) de Portugal, pelo Comité de
Etica e Instituto de Saude Publica do Ministério da Saude de Angola, pela direccdo da
Maternidade Irene Neto do municipio do Lubango para colheita de amostras bioldgicas,
e transporte das mesmas de Angola para Portugal. O presente estudo obedeceu aos
principios da beneficéncia, sem a identificacdo de existéncia de conflitos de interesses.
Apenas 0s médicos ginecologistas e obstetras da Maternidade Irene Neto, foram
informados dos resultados do diagndstico laboratorial e dos resultados do estudo da
susceptibilidade aos farmacos antifungicos.

2.1.3 Populacéo estudada

A populacdo estudada incluiu mulheres em idade fertil entre os 14 e os 61 anos.
Responderam ao questiondrio mulheres (gravidas, ndo gravidas e maes de lactentes)
residentes no Lubango, Huila, admitidas na consulta de Ginecologia Obstetricia do
Hospital Maternidade Irene Neto (Huila, Angola), com sintomas ou indicag&o clinica de

candidiase vulvovaginal. Foram excluidas mulheres sem sintomatologia clinica de
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candidiase vulvovaginal. A seleccdo das pacientes foi feita directamente pela propria
investigadora.

Na entrevista foi utilizado um questionario para facilitar a comunica¢do com 0s
sujeitos da pesquisa (ANEXO 3). A realizacdo das entrevistas foi feita atraves de
contacto directo, com apresentacdo prévia da proposta da pesquisa e aceitacdo de
participacao por parte da utente.

Foi garantido as participantes o total anonimato, sendo que 0s mesmos passaram a
ser identificados através de um namero. As participantes da pesquisa foram informadas
sobre a justificacdo, beneficios, riscos potenciais, eventual desconforto e metodologia a
ser utilizada. Ao concordar em participar do presente estudo assinaram a declaracéo de
consentimento livre e esclarecida (ANEXO 2) e foram encaminhadas para uma sala

reservada, garantindo a privacidade no atendimento.

2.2 COLHEITA DAS AMOSTRAS E ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS

i

2.2.1 Recolha e transporte das amostras

As amostras biolégicas foram recolhidas pela
propria investigadora, por profissionais de laboratorio
da instituicdo, pelos enfermeiros da secc¢do das DST e
algumas pelas préprias doentes. Para esse efeito foram
utilizados Sterile Transport Medium Swabs, formadas
por uma zaragatoa esterilizada que, apés a colheita, é
introduzida num meio de transporte (Figura 2.1).

Estes meios ndo nutritivos proporcionam ao

microrganismo proteccdo contra a desidratacdo e

mantém a viabilidade das amostras. Apds a recolha, as ~ Figura 2.1 - Meios de transporte de
amostras b_|olog|cas (Sterile

amostras foram conservadas a temperatura de 4°C até  Transport Medium Swabs).

serem transportadas dentro de um recipiente apropriado e refrigerado segundo as

normas de Biosseguranca, para o Laboratorio de Micologia do Instituto de Higiene e

Medicina Tropical em Lisboa, Portugal, para a realiza¢do dos estudos micolégicos.
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2.2.2 Processamento laboratorial das amostras e obtencao dos isolados

A sementeira de todas as amostras recolhidas foi realizada no Laboratorio de
Micologia do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, em Lisboa, em meio selectivo
de Sabouraud (1% peptona, 4% dextrose, 2% agar) adicionado de cloranfenicol. As
culturas foram incubadas a temperatura de 30°C, possibilitando a obtencédo de culturas
puras. Este meio de cultura contém peptona e glucose, que favorecem o crescimento das
leveduras e tem um pH entre 5 e 5,6 que dificulta o crescimento das bactérias, embora
ndo o evite por completo. Por esta razdo em algumas amostras houve a necessidade de
utilizar meio de Sabouraud adicionado de cloranfenicol e gentamicina (Gelose
Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol® ou SGC®, BioMerieux, Franca). A gentamicina
inibe o crescimento da maioria das bactérias Gram positivas e Gram negativas e 0
cloranfenicol melhora a selectividade do meio em relacdo a algumas espécies de
Streptococcus e Proteus, que possam eventualmente ser resistentes a gentamicina
(Pereira, 2010).

Em alguns casos utilizou-se também meio de Sabouraud complementado com
cicloheximida e cloranfenicol para o isolamento de espécies de Candida resistentes a
cicloheximida. No entanto é preciso ter cuidado que este antibiotico pode inibir o
crescimento de algumas espécies de Candida. Deste modo o meio com cicloheximida
ajudou na selecgédo de alguns isolados resistentes, permitindo o isolamento selectivo de
algumas estirpes e subsequente identificagdo convencional, molecular e estudo da
susceptibilidade in vitro. Com algumas amostras foi ainda utilizado o meio liquido
Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) para estimular o crescimento de leveduras que
revelaram mais dificuldade de crescimento, sendo nesses casos utilizado apenas como

alternativa no seu isolamento.

2.2.3 Manutencdo e conservacao dos isolados clinicos

Apbs o isolamento das leveduras em culturas puras, estas foram inoculadas em tubos
com meio de Sabouraud simples e mantidas a 4°C para a realizagdo dos trabalhos da
tese. Deste modo os isolados podem manter-se viaveis durante alguns meses a um ano,
dependendo do arejamento das culturas e da quantidade de meio de cultura. Para este
efeito sdo preferiveis tubos com rolha de algoddo para a manutencédo de culturas viaveis

durante mais tempo.
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Para a conservacdo dos isolados por um periodo de tempo mais longo (anos) estes
foram mantidos em criotubos, a -80°C. Para esse efeito, é retirado com a ansa um
inoculo bem forte da cultura pura, o qual é homogeneizado em meio liquido de
Sabouraud com 30% de glicerol. A homogeneizacéo ¢ feita emulsionando aos poucos o
indculo no meio de glicerol simples na parede interna do criotubo. Assim as culturas
conservam-se Vidveis durante cinco ou mais anos, preservando a degeneracdo ou a

mutacéo dos isolados clinicos.

2.3 METODOS CONVENCIONAIS DE IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS
ISOLADAS

2.3.1 Observacao directa das amostras clinicas

O diagndstico convencional em Micologia Médica inclui sempre o exame directo das
amostras biologicas e, neste caso, foi feito este exame em todos os exsudados vaginais
recolhidos. Para clarificar as preparacdes, estas sdéo montadas em hidréxido de potassio
(KOH) a 20%. O KOH forma solugdes fortemente alcalinas em &gua e outros solventes
polares, degradando os elementos celulares, facilitando a clarificacdo das células
fangicas existentes nos isolados clinicos e a visualizacdo da sua morfologia in vivo.
Assim € possivel a observacao de células leveduriformes isoladas ou em gemulagdo, em

geral de forma redonda ou oval, podendo

&

ser alongadas, ou apresentar 0 \\Q\
desenvolvimento de pseudohifas ou
verdadeiras hifas nas amostras de | ~
exsudados vaginais (Neufeld, 2009; e [T=]
Feuerschuette et al. 2010). o Misanirend

O hidroxido de pOtéSSiO a 20% foi Figura 2.2: preparacéo do exame directo
preparado em ambiente estéril dentro de (Adaptado de Hofliing & Reginaldo 2008)

uma camara de seguranca bioldgica ou

proximo do bico de Bunsen. Para a realizagdo das preparacdes de exame directo coloca-
se numa lamina de microscopio uma por¢do da amostra biologica e, proximo desta, uma
ou duas gotas de KOH 20% (Figura 2.2). Cobre-se a preparacdo com uma lamela e, para

permitir que haja clarificagdo, somente se deve comecar a examinar a preparacdo apos
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trinta minutos. No entanto, é preciso ter cuidado porque no prazo de 1 a 2 horas ocorre a
formacéo de cristais de KOH, inviabilizando a observagéo da preparagédo. Estas podem
ser observadas em microscépio éptico de campo claro, inicialmente com ampliacdo de
100x e em seguida de 400x (Feuerschuette et al. 2010; Martins, 2010).

Para observar estas preparacGes ap0s varias horas, estas devem ser guardadas em
camara humida, ou seja, dentro de uma placa de vidro contendo um papel humedecido
com agua na base de modo a criar uma atmosfera himida e evitar assim a desidratacao
do teste (Martins, 2010).

2.3.2 Isolamento em cultura e caracterizacdo morfoldgica das leveduras

A identificacdo morfoldgica das leveduras inclui a observacdo macroscopica das
colonias, seguida da sua observagdo microscopica. As caracteristicas macroscopicas das
colobnias das leveduras podem variar ligeiramente com o meio de cultura, dependendo
da sua constituicdo nutricional ou devido a diferentes periodos e temperaturas de
incubacéo.

Todas as amostras estudadas neste trabalho foram inoculadas nas mesmas condigdes,
em meio de Sabouraud com cloranfenicol, incubadas a temperatura de 30°C durante 48
horas. As caracteristicas macroscopicas das culturas sdo Uteis na diferenciacdo das
leveduras em relacdo a fungos filamentosos e bactérias. A partir desta observacéo,
apenas os isolados clinicos que apresentaram cultura positiva para levedura é que foram
isolados em novas culturas para posterior diagndstico e estudo.

O meio de cultura de agar de eosina e azul-de-metileno (EMB) modificado por
Levine (Carneiro, 2007) pode ser utilizado para a observagdo das estruturas
microscopicas identificadoras das diferentes espécies de Candida. Para tal, as leveduras
crescidas em outros meios de cultura devem ser inoculadas no meio de EMB e
incubadas a 29°C. A observacdo da micromorfologia deve ser realizada ao fim de 24, 48

ou 72 horas dependendo da taxa de crescimento do microrganismo.

2.3.3 Prova do tubo germinativo ou Teste da Blastese

A técnica é muito simples e permite fundamentalmente a identificagdo presuntiva da
espécie C. albicans. A partir da cultura pura retira-se um pouco de levedura e suspende-

se em contendo cerca de 200l de soro humano, num tubo eppendorf, obtendo no final
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uma suspensdo homogénea (Oliveira, 2012). Em vez de soro humano pode-se usar
também soro esterilizado de bovino, coelho, cavalo ou clara de ovo.

Com o auxilio da ansa, comeca-se por humedecer a levedura na parede interior do
tubo eppendorf proximo da superficie do liquido e, aos poucos, adicionando pequenas
quantidades de soro, liquefaz-se a porcdo pastosa da levedura até se obter uma
suspensdo cada vez mais liquida e homogénea. No final a suspensdo é agitada no
vortex. Os tubos sdo incubados no termobloco a temperatura de 37°C durante um
periodo de 2 horas e 30 minutos. E importante ndo ultrapassar as 3 horas porque, apds
esse periodo, outras espécies do género Candida também podem formar
pseudofilamentos que podem ser confundidos com tubos germinativos.

Findo o tempo de incubacdo, deposita-se uma gota da suspensdo sobre uma lamina
de microscopia, cobre-se com uma lamela e examina-se ao microscopio optico, primeiro
com ampliacdo de 100x e depois 400x. Microscopicamente observa-se a presenca de
estruturas tubulares (tubos germinativos), na forma de filamentos pequenos, curtos e
finos que se formam a partir de alguns blastoconidios, sem formar constricdo com a
celula-mée.

No entanto, € necessario ter algumas precaucgdes na realizacdo desta prova para que
se obtenham resultados fidedignos. Como a capacidade de producdo de tubos
germinativos € inversamente proporcional a quantidade de inoculo de levedura, a
suspensdo do inoculo utilizada ndo deve ser a partida demasiado densa. A incubacéo
ndo deve exceder as 3 horas para que leveduras ndo-albicans produzam
pseudofilamentos (que apresentam constricdo), que induzem a falsas identificagcdes de
C. albicans. Ainda para evitar falsos positivos ndo devem ser utilizadas culturas com
colodnias envelhecidas para néo transferir verdadeiras hifas para o soro.

Os isolados clinicos com resultado negativo ou inconclusivo no Teste da Blastese,
foram submetidos ao teste bioquimico API ID32C® (BioMerieux, Franga) e testes
moleculares por PCR multiplex e RFLP.

2.3.4 ldentificacdo bioquimica das leveduras

O método bioquimico API ID32C® foi utilizado para a identificagdo convencional
dos isolados clinicos de Candida ndo-albicans incluidos nesta dissertagdo. Esta técnica
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baseia-se na capacidade das leveduras em utilizar determinados substratos para manter a
sua viabilidade celular, como por exemplo, alguns carbohidratos como Unica fonte de
carbono.

O ID32C® é um sistema padronizado (galerias ID 32C®, bioMérieux) para a
identificacdo das leveduras com 32 clupulas em que cada cupula contém um substrato
desidratado carbonado ou azotado como Unica fonte de carbono ou de azoto,

respectivamente (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Galeria de identificacdo ID 32Cc®

Preparagéo do indculo

Para a preparacdo do inoculo foram utilizadas coldnias puras isoladas crescidas em
24-48 horas. Num eppendorf com 2 ml de solucdo APl Suspension Médium®
(BioMérieux) colocou-se uma por¢do da cultura, suspendendo-a a até se obter uma
suspensdo homogénea. A turvacdo da suspensdo foi ajustada de modo a obter uma
opacidade equivalente ao valor 2 da escala de McFarland. Com uma pipeta,
transferiram-se 250 pl desta suspenséo para 0 meio de uma ampola de API® Suspension
Medium (bioMérieux) e, apds a homogeneizagdo da suspensdo da levedura a analisar,
foram distribuidos 135 pl em cada ctipula da galeria ID 32C®. A tampa foi colocada e a

galeria incubada a 30°C, seguindo as instrucdes do fabricante.
Leitura das galerias

Durante a incubacdo a levedura ira assimilar e crescer ou ndo na presenca dos
diferentes substratos, de acordo com o metabolismo caracteristico da sua espécie. A

leitura da galeria € feita em fungdo da presenca ou auséncia de turvacgdo resultante da
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presenca ou auséncia de crescimento da levedura. Todas as cupulas onde se observou
turvacdo foram consideradas positivas pois indicaram que o substrato foi assimilado
pela levedura e esta cresceu (Barbedo & Sgarbi, 2010). Foram consideradas negativas
as clpulas que nédo apresentaram turvacao. Os resultados obtidos da leitura das reaccdes
do teste foram codificados num perfil numérico que depois foi introduzido
manualmente no programa informatico APILAB® (BioMerieux), que se encontra ligado
a uma base de dados online, levando a identificacdo da espécie, juntamente com as
seguintes informacdes:
- Percentagem de identificagdo (% id), que avalia a proximidade relativa do
perfil observado aos perfis das varias espécies da base de dados;
- Indice T (varia entre 0 e 1) e exprime a proximidade relativa da estirpe
observada ao perfil mais tipico da base de dados;
A interpretacdo sobre a qualidade da identificacdo tem em conta os dois parametros

acima descritos, a qual esta esquematizada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Interpretacéo da qualidade das identificac6es pelo sistema ID 32 c®.

Qualidade de identificacio % id T
Excelente >99,9 >0,75
Muito boa >99,9 >0,5
Boa >90,9 >0,5
Aceitavel =80,0a90,0 =0a0,25

A partir do perfil numérico obtido para cada isolado existem cinco possibilidades de

identificacéo:

- Identificacdo da espécie - uma Unica espécie é selecionada.

- Identificacdo ao nivel da espécie - sdo propostos 2,3 ou 4 biétipos da mesma espécie.

- Identificacdo ao nivel do género - sdo propostos 2,3 ou 4 espécies do mesmo género.

- Fraca discriminacdo - as espécies propostas pertencerem a géneros diferentes.

- Perfil duvidoso - o perfil ndo consta da base de dados, o que pode acontecer se for um
perfil atipico ou quando a frequéncia de ocorréncia deste perfil € muito baixa.

37



Materiais e Métodos

2.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS LEVEDURAS ISOLADAS

2.4.1 Identificacd@o de espécies do género Candida por PCR multiplex
Primerse reacdo de amplificacéo

A técnica de PCR multiplex permite a identificacdo rapida das oito espécies mais
comuns de Candida como agentes etioldgicos de infeccdo, com apenas uma Unica
reaccdo de PCR (Carvalho et al. 2007). Nesta reaccdo é utilizado um par de primers
universais especificos para fungos, UNI1 e UNI2, que amplificam as regides ITS1 e
ITS2 do rRNA, incluindo a subunidade génica 5,8S e oito primers especificos para as
diferentes espécies mais comuns. Na figura 2.4 estdo representados esquematicamente
os locais de hibridacdo dos primers universais e especificos para as espécies do género
Candida.

UNI UNI2

= ITS1 ITS2 =
185 | (585 | 251285

G Gatb

quI D =-pp
—ep  ap Cslb_._. Ckru o=
Cgla  Ctro  Cpar Clus

Figura 2.4: Esquema representativo da organizagdo dos genes ribossomicos e dos primers
universais e especificos utilizados na reaccdo da multiplex-PCR. As setas representam a
direcgdo da amplificagdo dos fragmentos na reaccdo de PCR (Carvalho et al. 2007).

As espécies identificadas por este método sdo: C. albicans (Calb), C. krusei (Ckru),
C. parapsilosis (Cpar), C. tropicalis (Ctro), C. lusitaniae (Clus), C. guilliermondii
(Cgui), C. dubliniensis (Cdub) e C. glabrata (Cgla).

Na Tabela 2.2 estdo representadas as concentracdes utilizadas na mistura dos primers
universais e especificos de espécie (MWG Oligo Sythesis-Biotech, Alemanha) para

obtencdo de um volume final de 100 pl.

38



Materiais e Métodos

Tabela 2.2: Concentragéo de cada primer utilizado na reac¢éo de PCR multiplex.

Primers Volume Primers Volume
UNI1 11w C. glabrata 4 ul
UNI2 11 ul C. parapsilosis 5ul
C. albicans 3l C. guilliermondii 1yl
C. krusei 3ul C. lusitaniae 4 ul
C. tropicalis 4 ul C. dubliniensis 8 ul

Em cada reaccdo de PCR foi usada a mistura reaccional cujos reagentes e respectivas

concentragdes estdo apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3:Mistura reaccional usada nas reacgdes de PCR multiplex para a
identificac&o de isolados clinicos do género Candida.

Reagente Concentracao final Volume (pl)
Agua bidestilada - 15,42
Tampédo 10x 0,8x 1,28
MgCl, 100mM 3,5mM 0,7
dNTPs (10 mM cada) 250uM cada 0,4
Mistura de Primers 5uM 0,8uM 1,0
Taq polimerase 5U/ul 1U 0,2

Células de levedura (1 colénia) Com um palito tirar muitissimo pouco de uma

col6nia com 2 a 4 dias de crescimento

Na reaccdo de PCR foi utilizada a enzima Tag DNA polimerase, BIOTAQ®DNA
Polymerase (Bioline, Alemanha) e foi realizada num termociclador Tpersonal®
(Biometra, Alemanha). O programa consistiu numa desnaturacao inicial de 10 minutos a
94°C, 40 ciclos de amplificacdo de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 45
segundos a 65°C, finalizando com 2 minutos a 65°C.

Os produtos amplificados foram visualizados ap6s electroforese em gel de agarose
1,5% (p/v) em TBE 0,5x. Foi utilizado o marcador de pesos moleculares Gene Ruler
100pbm DNA Ladder Plus ® (0,5mg DNA/mI) (FERMENTAS, Canada).

Apos a reaccdo de amplificacdo por PCR com os primers referidos a dimensdo dos

fragmentos esperados esta representada na Tabela 2.4 e na Figura 2.5.

39



Materiais e Métodos

Para qualquer outra espécie de fungo para o qual ndo exista um primer especifico, a
reaccdo de PCR multiplex vai dar origem a apenas uma banda de dimensédo
desconhecida, referente a dimensdo da sua regido ITS amplificada com os primers
universais UNI1 e UNI2.

Tabela 2.4: Primers especificos para cada espécie e dimensdo dos fragmentos esperados
ap6s amplificacdo o PCR multiplex (Carvalho et al 2007).

Dimensao dos

Espécies Primer Sequéncia (5-13) fragmentos
esperados
. . . UNI1 GTCAAACTTGGTCATTTA
Primers Universais
ara fungos 950/970
P UNI2 TTCTTTTCCTCCGCTTATTG
Candida albicans C.alb AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA 583/446
Candida glabrata C.gla TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG 929/ 839
Candida tropicalis C.tro GATTTGCTTAATTGCCCCAC 583/507
Candida parapsilosis C.par GTCAACCGATTATTTAATAG 570/370
Candida krusei C.kru CTGGCCGAGCGAACTAGACT 590/169
Candida lusitaniae C.lus TTCGGAGCAACGCCTAACCG 433/ 329
Candida guilliermondii C.gui TTGGCCTAGAGATAGGTTGG 668/ 512
Candida dubliniensis C.dub CTCAAACCCCTAGGGTTTGG 591/ 217
Marcador PM  C.albicans  C. glabrata €. krusei . parapsil C. tropi C.lusi C. dublini €. guill

03] o

100 —

Figura 2.5 Esquema representativo das bandas esperadas depois da amplificacdo por PCR multiplex.
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Detecc¢do dos produtos de amplificagdo

Para a detec¢do dos produtos de amplificacdo realizou-se uma electroforese em gel
de agarose (Gibco, BRL, Reino Unido) a 1,5% (p/v) em TBE 0,5x, corado com brometo
de etidio (Sigma, USA) (0,5ug/ml) incorporado, a 50 volts, durante 60 minutos. Ao
produto da reaccdo de PCR foi adicionada solugédo de tampéo de arrastamento — tampao
azul de bromofenol (30% (p/v) glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 2mM EDTA). O
marcador de pesos moleculares utilizado foi Gene Ruler® 100 bp DNA Ladder Plus®
(0,5mg DNA/mI) (FERMENTAS, Canada) e permitiu visualizar as bandas através de

um transiluminador de luz UV.

2.4.2 ldentificacdo de espécies mais comuns do genero Candidapor RFLP da
regido ITS do rDNA
Nesta dissertacdo aplicou-se a técnica de PCR-RFLP para a identificacdo de isolados
clinicos que ndo foi conclusiva através da reac¢do de PCR multiplex. A analise dos
polimorfismos de fragmentos de restricdo ou RFLP é um método relativamente réapido e

simples de executar, mas requer que 0 DNA das leveduras seja previamente extraido.
Extraccdo de DNA de Candida spp.

A extrac¢do do DNA de cada isolado clinico incluido neste estudo foi feita utilizando
0 método das microesferas. A extrac¢do foi realizada a partir de amostras previamente
inoculadas durante pelo menos 48 horas a temperatura 28 a 30°C em meio sélido
Sabouraud agar com cloranfenicol. Neste método estdo contemplados trés tipos de lise
que permitem a obtencdo de DNA em grande quantidade: lise fisica por alternancia de
temperatura, lise mecanica providenciada pela agitacdo intensa das microesferas de
vidro, e lise quimica provocada pelos constituintes do tampao de lise.

Num tubo eppendorf de 1,5 ml contendo um volume equivalente a 200 pl de
microesferas de vidro (SIGMA, reft G8772) de 0,4-0,6 mm de didmetro adicionaram-se
500 pl de Tampéo de Lise (Tris 50 mM, NaCl 250 mM, EDTA 50 mM, SDS 0,3 %
(p/v), pH 8. Fez-se uma suspensdo celular da levedura, muito densa e esta foi
fortemente agitada no vortex durante 3 minutos. Em seguida foi incubada no

termobloco a 65°C durante 1 h, apds o que foi novamente agitada no vortex durante 3
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minutos e centrifugada durante 10 minutos a 13000 rpm. Recuperou-se o sobrenadante,
que contém o DNA, para um novo tubo e guardou-se a -20°C. O DNA nestas condi¢des
mantém-se em bom estado por um periodo superior a um ano. Para utilizar o DNA em
reacches de PCR foi feita uma diluicdo da extraccdo de DNA de 1:750 em agua
destilada Braun e guardaram-se aliquotas de 100 ul a -20°C. Assim diluido, o DNA

mantém-se em bom estado durante alguns meses.

Amplificacdo da regido ITS do rDNA

A amplificacdo da regido ITS do DNA ribossémico é feita por PCR utilizando os
primers universais ITS1 e ITS4 cuja sequéncia esta descrita na Tabela2.5.

Tabela 2.5: Sequéncia oligonucleotidica dos primers ITS1 e ITS4.

Primer Sequéncia
ITS1 (forward) 5-TCC GTA GAA CGT GCG G-3°
ITS4 (reverse) 5°-TCG TCG GCT TAT TGA TAT GC-3

A mistura reaccional para a amplificacdo da regido ITS (regides ITS1 e ITS2 e
subunidade 5,8S) do rDNA de cada amostra esta esquematizada na Tabela 2.6:

Tabela2.6:Mistura reaccional da reac¢cdo de PCR para a amplificacdo da regido
ITS dos isolados clinicos de Candida sp.

Solucgéo stock Concentracao final Volume por tubo ()
Agua destilada Braun - 12
Tampéo 10x 1x 2,5
MgCI2 25m M 3,5mM 2,0
dNTPs 1,25mM 250 ul cada 2,5
Mix Primers 5 uM 0,8 uM cada 0,8
Taq polymerase U 0,2
DNA 1:750 1:1750 5,0

A reacgdo de PCR ocorreu num termociclador Tpersonal Combi® (Biometra) com o

ciclo esquematizado na Tabela2.7.
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Tabela 2.7: Programa de PCR utilizado na amplificacdo da regi&o ITS do rDNA dos isolados
clinicos de leveduras do género Candida.

. x 40 ciclos .
Desnaturacao Extenséo
Temperatura inicial D " Hibridagdo 5 final
esnaturacéo . Extensao
95C° 94°C ¢ dos primers 790G 72C°
60°C
Tempo 6 minutos 60 segundos 60 segundos  60segundos | 6 minutos

Detecc¢do dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram detectados por electroforese em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio. A sua composicdo esta esquematizada na Tabela 2.8para

um volume final de 50 ml.

Tabela 2.8: Composi¢do de um gel de agarose de 50 ml para visualizacdo dos
produtos de amplificacdo da regido ITS dos isolados clinicos de leveduras do
género Candida.

Gel de agarose a 1%

Agarose 059
TBE 10% 50 ml
Brometo de etidio 6 ul

O gel foi preparado num Erlenmeyer, dissolvendo a agarose em TBE 0,5x (1,0mM
Tris; 0,9mM &cido bérico; 0,01 mM EDTA, pH 8) por aguecimento até a mistura ficar
homogénea e ndo se visualizarem granulos de agarose.

Adiciona-se 0 brometo de etidio a agarose ja cozida e verte-se a agarose sobre o
suporte com o0 pente previamente colocado para polimerizar. Para acelerar a
polimerizacdo pode-se colocar o suporte com o gel a temperatura de 4°C. Depois de
polimerizado, o gel é colocado na tina de electroforese previamente cheia com tampao
TBE 0,5x.

Adicionam-se 2 pl de corante de corrida (azul de bromofenol) a 8 pl de cada amostra
e a mistura ¢ aplicada no gel bem como o marcador de pesos moleculares (Gene Ruler
DNA 100 pb - Invitrogen). A electroforese em gel de agarose decorreu a temperatura
ambiente durante 30 minutos a 100V. As bandas correspondentes a regido ITS foram
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visualizadas num transiluminador de luz UV e as imagens captadas e digitalizadas com

um sistema UVIDOC® (Alfagene) permitindo a visualizaco das bandas (Tabela 2.9).

Tabela 2.9:Dimensao dos fragmentos esperados ap6s amplificacéo da regido ITS do
rDNA com os primers ITS1 e ITS4 e restricdo com a enzima Mspl.

Espécie Regido ITS (pares de bases)
C. albicans 297, 238

C. glabrata 557, 314

C. parapsilosis 520

C. krusei 261, 249

C. tropicalis 340, 184

C. lusitaniae nd

nd-ndo determinado

Restricdo da regido ITS do rDNA

As enzimas de restricdo clivam o DNA em locais definidos reconhecendo e actuando
sobre sequéncias especificas de DNA. Destroem as ligacdes fosfodiester entre
nucleétidos adjacentes numa cadeia polinucleotidica consecutivos ligados a essas
determinadas bases. Os nucledtidos entre 0s quais a enzima corta, ou seja, entre 0s
quais promove a hidrolise, encontram-se no interior dessas mesmas sequéncias
especificas de reconhecimento. Neste trabalho foi utilizada a enzima de restrigdo Mspl
(Promega) cuja sequéncia de corte esta descrita na Tabela 2.10.

Tabela 2.10: Sequéncia e regido de corte identificada pela
enzima de restrigdo Mspl (seta).

Enzima Sequéncia
Cl|CGG
Mspl G GCIC

Os tubos com produtos de PCR com a regido ITS amplificada foram mantidos no
gelo. A seguir, para cada isolado a testar, preparou-se a mistura reaccional pipetando os

reagentes e quantidades pela ordem apresentada na Tabela 2.11.
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Tabela 2.11: Mistura reaccional utilizada em cada reacgédo de restricdo com
a enzima Mspl para a identificagdo de isolados clinicos do género Candida.

Solugéo stock Volume por tubo (ul)
Agua destilada (Braun®) 16,3
Tampao RE 10x 2,0
Tampao BSA acetilado, 10pg/pl 0,2
Enzima Mspl, 10pg/ul 0,5

Adicionou-se 1 pl do produto de amplificagdo de cada amostra a cada tubo de 0,2 ul
contendo a mistura reaccional, perfazendo um volume final de reac¢do de 20 pl.

A mistura reaccional foi incubada a uma temperatura 0ptima de actuacdo seguindo as
instrucGes do fabricante. No caso da enzima Mspl a temperatura Optima de actividade é
de 37°C e a reaccéo de restricdo decorreu no espaco de 2 horas.

Deteccdo dos fragmentos de restricao

Os produtos de restricdo foram detectados por electroforese em gel de agarose a 2%
em TBE 0,5x (1,0mM Tris; 0,9 mM acido borico; 0,01 mM EDTA, pH 8) corado com

brometo de etidio tal como se encontra exposto na Tabela 2.12.

Tabela 2.12: Composi¢do do gel de agarose para visualizacdo dos produtos de
restricdo com a enzima Mspl para a identificacdo de isolados clinicos do género
Candida.

Gel de agarose a 2%

Agarose 10g9
TBE 0,5x 50 ml
Bromento de étidio 6 ul

A agarose adicionaram-se 6 pl brometo de etidio e, antes da sua polimerizacéo,
verteu-se a agarose sobre o suporte com o pente colocado para permitir a formacgao dos
pogos. Para acelerar a polimerizacdo pode-se colocar o suporte no frigorifico, a
temperatura de 4°C. Depois de polimerizado, o gel foi colocado na tina de electroforese
com tampéo TBE 0,5x.
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Adicionaram-se 2 pl de tampédo de carga do gel (azul de bromofenol) a 20 pl da
amostra e a mistura foi aplicada nos pocos do gel de agarose. Aplicou-se no primeiro
poco o marcador de peso molecular (Gene Ruler DNA 100 pb®), dissolvido no mesmo
tampé&o de carga. A electroforese em gel de agarose decorreu a temperatura ambiente a
uma voltagem de 50V durante 100 minutos.As bandas correspondentes a restricdo da
regido ITS pela enzima Mspl foram visualizadas num transiluminador de luz UV e as
imagens captadas e digitalizadas com um sistema UVIDOC®, Alfagene.

O resultado final em gel de agarose apresentou uma série de bandas de diferentes
dimensdes, relativas as espécies Candida consideradas na investigacao (anexo 6, Tabela
3). A coincidéncia de posicdo entre as bandas das estirpes testadas e as estirpes padréo,

permitiram a identificacdo dos microrganismos (Mirhendi et al. 2006).

2.4.3 Deteccao da espécie Candida africana

A amplificacdo do gene HWP1 foi realizada para todos os isolados clinicos cuja
identificacdo molecular da espécie foi C. albicans a fim de detectar a existéncia de
isolados de C. africana, visto que os métodos convencionais ndo possibilitarem essa

distingéo.
Preparacdo do DNA para PCR

O DNA dos isolados clinicos foi extraido segundo a metodologia anteriormente

descrita (ver 2.4.2). Para a reaccdo de PCR foi utilizada a dilui¢éo de 1:750.
Primers utilizados na reacc¢éo de PCR

A amplificacdo do gene HWP1 foi feita utilizando os primers CR-f e CR-r cuja
sequéncia é apresentada na Tabela 2.13 (Romeo & Criseo, 2008).

Tabela 2.13: Sequéncia oligonucleotidica dos primers CR-f e CR-r
para diferenciacao da espécie C. africana de C. albicans por PCR.

Primer Sequéncia

CR-f (forward) 5-GCT ACCACT TCACAATCATCATC-3

CR-r (reverse) 5-GCA CCT TCA GTC GTA GAG AGC-3’
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Amplificacdo do gene HWP1 por PCR

De acordo com Romeo e Criseo (2008), para um volume final de 25 pl, deve-se
efectuar uma mistura racional da reaccdo para a amplificacdo do gene HWP1 de cada
isolado clinico conforme est& esquematizada na Tabela 2.14.

O PCR foi realizado num termociclador Tpersonal Combi (Biometra) e o ciclo de
PCR compreendeu um pré aquecimento a temperatura de 95°C durante 10 minutos, 30
ciclos de 45 segundos a 95°C, 40 segundos a 58°C, 55 segundos a 72°C, com extensdo
final a 72°C durante 10 minutos.

Tabela 2.14: Mistura reaccional usada nas reac¢des de PCR para amplificacédo do
gene HWP1 dos isolados clinicos de leveduras da espécie C. albicans.

Solugéo stock Concentracéo final Volume (ul)
Agua bidestilada - 18,25 ul
Tampéo (10x) 1x 2,5 u
MgCl2 (25mM) 3,5 mM 1,5ul
dNTPs (10 mM ) 0,2 mM 0,5ul
Primers

CR-f(forward) 1,0l

50pmol/pl i 2 pmol/ ul .
(mix do par) CR-r (reverse) (0,5 de cada primer)
Taq polimerase 5U/ul 1U 0,25 pl

DNA genoémico (1:750) - 1l

Detecc¢édo dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram detectados utilizando procedimento semelhante ao
descrito anteriormente (2.4.1 e 2.4.2) tendo sido apenas alterada a percentagem de
agarose utilizada no gel para 1,3%, o volume de solucdo de tampdo de arrastamento
para 3 pul e de produto de PCR para 10 pl.

A electroforese decorreu a 50V durante 60 minutos, a temperatura ambiente. As
bandas correspondentes aos fragmentos do gene HWP1 foram visualizadas num
transiluminador de luz UV e as imagens capitadas e digitalizados com um sistema
UVIDOC, Alfagene. Os produtos amplificados foram comparados com dimensdes
descritas em Romeo & Criseo (2008): ~1000 pb para C. albicans, ~700 pb para

C. africana e 570 pb para C. dubliniensis.
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Para as amostras que inicialmente ndo amplificaram, ou seja, que ndo apresentaram
banda, houve a necessidade ajustar o volume de DNA para 2 pl na mistura reaccional

para a identificacdo das mesmas.

2.5 ESTUDO DA SENSIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS PELO METODO
DE KIRBY-BAUER

O método de difusdo em disco foi descrito e desenvolvido em 1966, a partir das
pesquisas de Kirby e de Bauer. E um dos métodos de suscetibilidade mais simples,
confidvel e utilizado pelos laboratdrios de microbiologia clinica. O teste de difusdo em
disco € realizado em placas de petri com meio de cultura Mieller-Hinton, suplementado
com 2% de dextrose e 0,5 ug/ml de azul-de-metileno, conforme é recomendado pelo
CLSI M44-A, pois permite uma melhor visualizagdo e defini¢do dos limites dos halos

de inibicdo.
2.5.1 Preparacao do Inéculo da levedura

Num eppendorf contendo 500 ul de dgua destilada esterilizada ou soro fisiolégico
esterilizado colocaram-se, com ajuda de uma ansa, algumas col6nias retiradas de uma
cultura com 24-48h de crescimento. O in6culo foi preparado suspendendo-as pouco a
pouco até apresentarem uma turvacdo homogeénea equivalente ao valor 0,5 da escala de

McFarland, que equivale a uma suspensdo com cerca de 1 a 5x10° células/ml.

2.5.2 Inoculacéo das placas

Antes de se fazer o inoculo, o meio de cultura sélido de Mieller-Hinton agar, deve
estar a temperatura ambiente com a superficie firme e seca. Em seguida, uma zaragatoa
esterilizada foi imersa na suspensdo da levedura e rolada sob pressdo contra as paredes
do eppendorf acima do nivel do liquido para retirar o excesso de inoculo. Com a mesma
zaragatoa humedecida foi feita a inoculacdo, com estrias apertadas, em toda a superficie
do meio, em trés direc¢bes diferentes (Figura 2.6), com o cuidado de ndo fazer

demasiada pressdo para ndo rasgar o meio de cultura. As placas foram incubadas
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durante cerca de 10 minutos & temperatura ambiente antes da aplicacdo dos discos com

antifungico, para permitir a absor¢éo de todo o inoculo pelo meio de cultura.

Figura2.6: Representacdo esquematicado modo de inoculagdo das placas
para a realizacdo dos testes de susceptibilidade por difusdo a partir de disco.

2.5.3 Aplicacao dos discos de antifingico

Nesta investigacdo foram utilizados discos comercialmente disponiveis, previamente
impregnados dos antifiingicos: fluconazol (25 pg, Oxoid®, Inglaterra), voriconazol (1
ug, Oxoid®, Inglaterra), posaconazol (5 pg, Liofilchem®, Italia e Rosco®, Dinamarca),
caspofungina (5 pg, Liofilchem®, Itdlia e Rosco®, Dinamarca).

Apbs a inoculacdo foram colocados os discos na superficie do meio de cultura
inoculado, pressionado ligeiramente o disco para este aderir completamente a superficie
do meio de Mieller-Hinton. As placas foram incubadas a temperatura de 30°C durante
48 horas, apds o que os didmetros dos halos de inibi¢do de crescimento em redor de

cada disco foram medidos.

2.5.4 Interpretacdo dos resultados

A medicdo e interpretacdo dos testes de sensibilidade aos antifungicos foram feitas
através do sistema BIOMIC (Expert-System Giles Scientif inc., Santa Barbara, EUA) a
partir do registo do didmetro do halo de inibigdo, utilizando os critérios estabelecidos
pelo CLSI na norma M44-A.
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Desta maneira, os isolados clinicos sdo classificados em sensiveis (S), resistentes (R)
ou sensivel dependente da dose (SDD). Os breakpoints para os diferentes antifingicos
estudados estdo representados na Tabela 2.15. Na maioria das situacdes clinicas, o teste
qualitativo é suficiente para orientar a escolha terapéutica, mas em algumas situacdes, €
necessario quantificar a susceptibilidade (sensibilidade ou resisténcia) isto é, fazer a
deteccdo da concentragdo minima inibitoria (CMI). Neste caso, serd necessario recorrer
a métodos quantitativos.

Se os isolados clinicos forem sensiveis (S) ao antifungico, a infeccdo por uma estirpe
desta categoria pode ser apropriadamente tratada com a dose de agente antimicrobiano
recomendada, se forem resistentes (R) ndo serdo inibidas pelas concentragdes sistémicas
que se obtém ap6s a dose normal do agente antimicrobiano e se forem sensiveis
dependendo da dose (SDD), a sensibilidade depende se se atingir a concentracdo

sistémica maxima possivel de antiflngico.

Tabela 2.15: Diadmetro dos halos de inibicdo para a classificagdo da
susceptibilidade aos antifiingicos de acordo com o CLSI.

Concentracéo de

Antiflngico farmaco no disco S SDD R
(H9)

Caspofungina* 5ug 16mm 15-13mm < 12mm

Posaconazol* 5ug > 17mm 16-14mm < 13mm

Voriconazol 1ug > 19 mm 14-16mm <13 mm

Fluconazol 25ug >17mm  15-18mm <14 mm

Legenda: S=Sensivel, SDD=Sensivel dependente da dose, R=Resistente. *Testados discos Liofilchem e Rosco.

De acordo com a norma M44-A do CLSI, quando as CMIs se encontram no limiar
entre duas categorias, a sensibilidade do isolado devera ser classificada sempre na

categoria superior.

2.5.5 Controle de qualidade

A realizacdo de um controle de qualidade rigoroso é obrigatorio quando se testa a
susceptibilidade aos farmacos in vitro porque um grande nimero de variaveis pode

afectar o teste de sensibilidade aos antifungicos. Para tal utilizam-se estirpes de
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referéncia padrdo como por exemplo, as estirpes C. albicans ATCC 90028 e
C. parapsilosis ATCC 22019 que foram testadas em cada série de testes efectuada. Os
diametrosdos halos de inibicdo para estas estirpes de referéncia estdo representados na

Tabela 2.16.

Tabela 2.16: Intervalo dos diametros dos halos de inibicdo recomendados
para as estirpes de referéncia utilizadas no controlo de qualidade C. albicans
ATCC 90028e C. parapsilosis ATCC 22019.

el Concentracdo  ATCC 90028 ATCC 22019
Antifungico

do disco (ug) (D mm) (D mm)
Fluconazol 25 28- 39 22-33
Voriconazol 1 31-42 28 - 37
Caspofungina 5 nd nd
Posaconazol 5 20 - 26 22 - 28

nd-nao determinado.

Para evitar interferéncias, que possam dificultar a leitura e interpretacdo dos halos
apos a incubacdo, estd padronizado que o inoculo ndo deve ser muito denso para evitar
falsos resistentes e que cada placa de petri devera ter um nimero limite de discos em

funcdo do seu tamanho para que os halos ndo se justaponham.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ORIGEM DAS ESTIRPES

Na ultima década a problematica das infeccdes causadas por leveduras do género
Candida tem ocupado uma posic¢do desta que devido o advento de véarios factores de
risco relacionados ao hospedeiro (Barbedo & Sgarbi, 2010). Em Angola os dados sobre
as infeccdes vulvovaginais provocadas por leveduras Candida sp., sdo escassos ou
mesmo inexistentes em certas regides. Participaram na presente pesquisa 159 pacientes
que recorreram a consultas de ginecologia e obstetricia do Hospital Maternidade Irene
Neto, da provincia de Huila, Angola, no periodo entre Agosto e Outubro de 2012 com
suspeita e manifestac@es clinicas compativeis de candidiase vulvovaginal.

A faixa etaria das pacientes que participaram nesta pesquisa variou entre 14-61 anos
de idade. Verificou-se que as manifestagdes clinicas de vulvovaginite e diagnostico de
candidiase vulvovaginal foram mais prevalentes em pacientes entre os 18 aos 42 anos
de idade. Num estudo idéntico realizado em Nairobi, Kenya reportou também que a
maior parte das pacientes que participaram do mesmo e nas quais foi diagnosticada
candidiase vulvovaginal foram jovens com idade inferior aos 40 anos (Namkinga,
2012). Das 159 pacientes com suspeita clinica de candidiase vulvovaginalque foram
observadas neste trabalho, 96 (60%) revelaram estar infectadas por leveduras do género
Candida. Observou-se gque esta tendéncia esta de acordo com as observacdes de Sobel
(2010) e Campos et al. (2011) onde reportam que 75% das mulheres em idade fértil tém
pelo menos um episddio de candidiase vulvovaginal ao longo da vida.

Estudos prospectivos feitos em outros paises africanos como Tanzania, Nigéria e
Kenya relatam que tém sido associados diversos factores de risco com a ocorréncia da
candidiase vulvovaginal em pacientes que recorrem a consulta de ginecologia e
obstetricia, como a gravidez, a imunodepressdo, a automedicacdo, os materiais das
roupas intimas, entre outros (Namkinga, 2012).

Relativamente aos factores de risco, do total das pacientes estudadas neste trabalho,

30 eram gestantes e tinham suspeita clinica de candidiase vulvovaginal. Destas, 19
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(63,3%) encontravam-se no segundo trimestre de gestagdo, usavam roupa interior

sintética e foi confirmada terem candidiase vulvovaginal (Figura 3.1).

___ B Positivas

n°total de pacientes

— B Negativas

Gravidez __"T“—-—‘—-_____\/
Roupainterior .
! HIV

sintetica

Factores derisco

Figura 3.1: Relagdo entre os factores de risco e positividade das culturas para candidiase
vulvovaginal.

Das restantes 11 pacientes (36,7%) obtiveram-se culturas negativas. Foi verificado o
uso de roupa interior sintética apertada em 134 pacientes, das quais 69 (51%) se obteve
cultura positiva a partir da secrecdo vaginal para Candida sp. e, em 65 (49%), cultura
negativa. Também se verificou que em relacdo as quatro pacientes portadoras do virus
de imunodeficiéncia humana (VIH) observadas, todas tiveram cultura positiva para
estefungo (100%).

As pacientes apresentaram factores predisponentes para o0 desenvolvimento de
infeccdo por leveduras do género Candida. Em vérios estudos multicéntricos relatam
que em mulheres gestantes, a medida que a gravidez progride, ha um aumento dos
niveis hormonais havendo probabilidade de colonizacéo vaginal por Candida sp. duas
vezes mais do que em relacdo as mulheres ndo gravidas. A gestante apresenta um
aumento nos niveis de estrogénios e, em consequéncia, também um aumento da
guantidade de glicogénio na mucosa vaginal. Devido ao aumento do glicogénio, o pH
da mucosa vaginal diminui tornando-a mais acida, permitindo o crescimento da
levedura que ja estava presente (Roberts et al. 2011). Analisando a Figura 3.1 pode-se

dizer que possivelmente houve uma associacdo entre a gestacdo e a candidiase
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vulvovaginal visto que uma percentagem superior destas pacientes (19 casos, 63,3%)
apresentou infeccdo por leveduras.

Das pacientes que usavam roupa interior sintética, 69 (51%) apresentaram infeccéo
por leveduras do género Candida. O uso de roupa interior sintética e apertada impede a
evaporacdo do suor ou de outras secrec¢des da regido vaginal. Principalmente na estagéo
quente, o calor e a permanéncia de roupas humidas podem ser factores que
proporcionam o ambiente ideal para a activacdo e desenvolvimento das leveduras. A
roupa interior em tecido algoddo seria a ideal para permitir arejamento e evitar
infeccBes (Gondo, 2010; Roberts et al. 2011; Aguas & Silva, 2012).

Analisando os resultados obtidos neste trabalho, observou-se que as quatro pacientes
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana que participaram nesta pesquisa, ao
terem o sistema imunoldgico comprometido, apresentavam um importante factor
predisponente para a proliferacdo e colonizagdo de leveduras do género Candida
presentes na flora vaginal. Estes dados sdo compativeis com os obtidos por Treagan
(2011) afirmando que a infeccdo por leveduras do género Candida depende de um
nimero variado de factores relacionados com o hospedeiro, nomeadamente em
pacientes com imunossupressdo. Também de acordo com Giolo & Suidzinsk (2010), os
factores de risco da candidiase vulvovaginal estdo intimamente associados a
deficiéncias imunolégicas do hospedeiro, facilitando o desenvolvimento da infeccéo.

Os sinais e sintomas tém sido um critério de diagnostico para algumas pacientes que
se auto-diagnosticaram como tendo candidiase vulvovaginal o que as levou a efectuar
uma automedicacdo empirica inadequada. Analisando os factores de risco relacionados
com as 43 pacientes (45%) que estavam sob alguma terapéutica, verificou-se que uma
paciente usava antifungico topico, 28 pacientes estavam sob terapéutica ambulatoria
com antibioticos injectaveis e orais e 14 faziam tratamentos caseiros. Na figura 3.2 sdo
apresentadas as percentagens das pacientes em funcdo da utilizacdo da terapéutica que
estavam a fazer no momento da colheita dos exsudados vaginais.

Sabe-se gque a microbiota natural da mucosa vaginal é composta por bactérias,
protozoarios e leveduras, presente em pequenas quantidades e em equilibrio, as
quaisndaoconseguem proliferar devido a presenca deanticorpos e de substancias quimicas

gque mantém a regido vaginal saudavel, prevenindo o aparecimento de infecces.
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Figura 3.2:Percentagens das pacientes em relagdo a terapéutica no momento da colheita.

A utilizacdo extensiva de antibidticos de amplo espectro sem prescricdo, 0
desequilibrio do pH normal (4,0 a 4,5) tém sido associados ao aumento da prevaléncia
de candidiase vulvovaginal (CVV) predispondo a hipotese da reducdo de bacilos de
Doderlein (ou Lactobacilus acidophilus) na microbiota vaginal permitido a
possibilidade da levedura crescer e invadir os tecidos (Gondo, 2010; Linhares et al.
2010; Rathod et al. 2012; Nodarse, 2012). Assim sendo, verificamos que as
terapéuticas, incluindo a automedicagdo, podem ter contribuido significativamente para
alteracdo da flora vaginal normal destas pacientes conduzindo ao aparecimento da
candidiase vulvovaginal. Realmente, em todos os exames directos dos exsudados destas
pacientes se observaram estruturas fangicas e as culturas foram positivas para Candida
sp.

A prética da automedicacdo de forma empirica foi relatadapor algumas pacientes
incluidas nesta pesquisa, sem responsabilidade de saber se tinham hipersensibilidade as
substancias utilizadas e quais os possiveis efeitos colaterais do seu uso (reaccdes
adversas clinicamente relevantes) e utilizacdo abusiva e, muitas vezes inadequacao dos
tratamentos caseiros. Em Angola, a gestdo das infecgdes vulvovaginais causadas por

leveduras do género Candida tem sido negligenciada e baseia-se apenas no consenso de
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que a candidiase vulvovaginal ndo acarreta risco de vida e que o tratamento empirico
ndo € prejudicial.

Sabemos que os diferentes tipos de infeccdo vaginal tém os seus sinais e sintomas
caracteristicos, e € dificil distinguir uma infec¢do de outras causas, sem o diagndstico
laboratorial, tanto para os clinicos quanto para as pacientes. Na realidade, o diagnostico
presuntivo, baseado na sintomatologia é impreciso e pode levar também um diagnostico
incorrecto por parte das pacientes, cidaddos comuns e profissionais de salde em
diferenciar entre a vaginite bacteriana por Trichomonas vaginalis e a candidiase
vulvovaginal, por exemplo. Portanto os resultados desta pesquisa correlacionaram-se
com os de outros estudos que referem que o diagnostico sindromico baseado em sinais e
sintomas no exame clinico aumenta a prevaléncia da candidiase vulvovaginal, deixando
muitas vezes para tras as verdadeiras causas dos sinais e sintomas que acabam por nao
ser tratados (Rathod et al. 2012). Dai, mais uma vez se enfatiza a importancia da
realizacdo do diagnostico laboratorial das infecgdes. Deste modo acreditamos que o
diagnostico correcto de uma candidiase vulvovaginal seja de extrema importancia,
particularmente no sentido de se evitar o tratamento equivocado e excessivo de
vulvovaginite.

Os sinais e sintomas observados nas pacientes incluidas neste trabalho foram, com
maior predominancia prurido, corrimento esbranquicado semelhante a “leite coalhado”,
intensidade eritema vaginal e ardéncia. Das 159 pacientes que estiveram presentes na
consulta de ginecologia e obstetricia, em 96 (60,3%) resultaram culturas positivas
confirmando candidiase vulvovaginal: 21 apresentaram queixas de prurido vaginal,
nove queixaram-se de corrimento vaginal esbranquicado, 42 queixaram-se de prurido e
corrimento vaginal e 24 indicaram eritema vulvar, ardéncia e inflamacdo vulvar. Na
Figura 3.3 estdo demonstradas as percentagens dos sinais e sintomas mais

predominantes reportados as pacientes observadas.
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® Prurido vaginal
m Corrimento vaginal
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Figura 3.3: Percentagens dos sinais e sintomas de candidiase vulvovaginal mais predominantes

apresentados pelas pacientes observadas.

Nesta pesquisa, a percentagem de pacientes com sinais e sintomas de candidiase
vulvovaginal (prurido, corrimento e eritema) foi elevada. Apesar disso, a maior parte
das mulheres, leigos e alguns profissionais de salde assumem erradamente que todo e
qualquer prurido vaginal, especialmente quando acompanhado por um corrimento
vaginal, seja causado invariavelmente por leveduras.

E preciso ter cuidado, porque esta ideia ou crenga nem sempre é verdadeira. O exame
clinico deve ser considerado apenas sugestivo e deve ser sempre confirmado por provas
laboratoriais, pois manifestacGes similares podem ser causadas por diferentes agentes
infecciosos. Isso poderd levar a prescrever uma terapéutica desnecessaria ou
desadequada para o tratamento do prurido e corrimento vaginal, principalmente pela
falta de conhecimento dos mecanismos basicos da fisiopatogénese desta infeccdo por
leveduras do género Candida.

Os resultados obtidos neste trabalho encontram-se de acordo com os de Rathod et al.
(2012). Estes autores fizeram uma pesquisa semelhante em 2528 pacientes que
recorreram a consulta de ginecologia em que, no exame clinico, 29% se queixaram de
prurido vaginal e 31% de corrimento vaginal. No entanto somente em 180 casos (20%)
foram obtidas culturas positivas para candidiase vulvovaginal. Num outro estudo
idéntico feito numa comunidade em Tamil Nadu na India, das mulheres que se
queixaram de prurido e corrimento, somente em 53% foi diagnosticada candidiase
vulvovaginal ap6s a obtencdo de cultura positiva (Prasad et al. 2005).

Neste trabalho, os episddios de vulvovaginites de repeticdo foram observados em

51% do total das pacientes com cultura positiva (49/96), das quais, 88% apresentaram
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dois episddios e seis pacientes tiveram trés ou mais episodios durante o Ultimo ano,

como esta desmonstrado na Figura 3.4.

m Dois episodios
Trés ou mais episodios

Figura 3.4: Percentagem dos casos de candidiase recorrente.

Normalmente na candidiase vulvovaginal, o quadro infeccioso primario pode ser
facilmente tratado mas, episodios infecciosos recorrentes, dificilmente séo tratados com
sucesso.

Na analise dos resultados notamos que 12% das pacientes apresentaram candidiase
vulvovaginal recorrente e esta percentagem revelou ser mais elevada em relacdo aos
dados publicadosemoutros estudos, em que é reportado que 5% das mulheres em idade
fértil teriam pelo menos quatro episddios sintomaticos de candidiase recorrente por ano
(Gomes et al. 2011).

Trabalhos anteriores associam a candidiase recorrente a uma resposta alérgica
vaginal. Relatam que cerca de um quarto ou mais mulheres com candidiase
vulvovaginal recorrente poderiam ter um componente alérgico que contribui para a
etiologia e gravidade da infeccdo por leveduras (Achkar & Fries 2010; Lucas et al.
2012). Nesta pesquisa realizada no ambito deste trabalho, ap6s o questionario
respondido pelas pacientes, fez-se uma correlagdo dos factores de risco considerados
para o estudo, e ndo verificamos associacdo entre a candidiase recorrente e alergias,

apesar de ndo ter sido feito um estudo aprofundado sobre o assunto.
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Rad et al. (2012) afirmam que 75% das mulheres em idade fértil apresentam pelo
menos um episddio de vulvovaginite por Candida sp. durante a sua vida, e 5% de
candidiase recorrente,geralmente causada por C. albicans.

Em seguida serdo apresentados os resultados obtidos com as estirpes do género
Candida isoladas em cultura, neste trabalho, a sua caracterizagdo macroscopica,
microscopica, bioquimica e molecular que permitiu identificar as diferentes espécies.
Em Angola ainda sdo pouco comuns as publicacbes sobre a ocorréncia de candidiase
vulvovaginal com diagnostico definido por cultura, sendo que a maioria dos estudos se

baseia apenas nodiagndstico clinico ou no autodiagndstico das infecgdes.

3.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL CONVENCIONAL DA CANDIDIASE
VULVOVAGINAL

3.2.1 Exame directo das amostras de exsudado vaginal

O exame microscopico directo foi feito em 159 amostras clinicas de secrecdes
vaginais onde 92 foram positivas neste teste. As amostras de exsudado vaginal foram
tratadas com hidréxido de potassio, KOH a 20%, que provocou a degradacdo dos
elementos celulares do epitélio das pacientes e artefactos deixando as paredes das
células leveduriformes intactas. Permitiu deste modo a clarificacdo das células
leveduriformes existentes nasamostras clinicas e melhorou o contraste na visualizacao
das mesmas no exame microscopico in vivo.

A concentracdo de KOH empregue neste trabalho, se por um lado permite obter uma
rapida e boa clarificacdo das células das amostras, por outro apresentaumalimitacdo
pordispor de um periodo limitado de conservacao das amostras. Apds uma a duas horas
este composto comeca a precipitar e a formar cristais e a amostra desidrata, impedindo
assim a correcta observacao microscopica da amostra.

No entanto, facilita o reconhecimento da morfologia de células leveduriformes, a
observacdo da sua forma e didmetro, a presenca ou auséncia de pseudohifas, a
observacgdo do nimero de leveduras presentes na amostra, e se se apresesentam isoladas
ou agrupadas (Figura 3.5). A observacdo dos exames directos dos exsudados vaginais

permitiu identificar e diferenciar as infecgdes causadas por leveduras das infeccdes
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causadas por bactérias (Neufeld, 2009; Barbedo & Sgarbi 2010; Feuerschuette et al.
2010).

Figura 3.5: Observacéo microscopicadirectade exsudados vaginais.A- células leveduriformes
em gemulacéo, B - pseudohifas deCandida sp.

No exame directo dos 92 isolados considerados positivos, em 58 foram observadas
ceélulas leveduriformes em gemulacdo, em 30 observados pseudofilamentos e em 4
pseudohifas (Anexo 4, Tabela 1). Na Figura3.6 estdo representadas as percentagens das

estruturas observadasno exame directo dos 92 isolados clinicos.

m Celulas leveduriformes
em gemulacéo
= Filamentos septados

m Pseudohifas

Figura 3.6: Percentagem das diferentes morfologias de Candida sp. observadas
no exame directo em relagéo ao total das amostras positivas.
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No exame microscopico directo das amostras nimeros 5, 127, 145 e 146, observou-
se a presenca de numerosas bactérias e ndo houve crescimento logo na primeira
inoculacdo feita em meio de agar de Sabouraud adicionado de cloranfenicol. Assim
sendo, foi necessario inocular as amostras por mais duas vezes em meios selectivos de
agar de Sabouraud adicionado de gentamicina e cloranfenicol (Gelose Sabouraud
Gentamicina Cloranfenicol® ou SGC®, BioMérieux, Franca), incubando a 30°C durante
24 a 48 horas com objectivo de certificar a negatividade das mesmas. Com algumas
amostras, apos as repeticdes das inoculacdes, foram obtidas culturas positivas para
Candida sp.

Este resultado assemelha-se com a pesquisa feita por Lopes da Silva (2013), onde
sete isolados clinicos de origem cabo-verdiana, também foram negativos no exame
directo e, apds inoculacdo no meio de cultura de Sabouraud com cloranfenicol, passadas
48 horas, cresceu um elevado nimero de coldnias. No entanto pode-se dizer que,
quando o resultado do exame directo € negativo ndo se deve descartar logo a amostra e
queé fundamental aguardar pelo resultado da cultura realizada em meios de cultura
adequados. Observamos que nem sempre na primocultura o resultado é positivo, devido
as vérias variaveis como: a parte da zaragatoa com amostra aplicada na ldamina ou no
meio de cultura possivelmente tinha pouca amostra, as células leveduriformes tinham
pouca viabilidade, a colheita da amostra ter sido mal feita ou tratar-se de uma infeccéo
mista.

Na elucidacdo das estruturas celulares leveduriformes é muito importante relatar as
formas ovais ou redondas das células, pseudomicélio e a quantidade de elementos
celulares dos mesmos na amostra, uma vez que a predominéncia de pseudomicélio esta
relacionada com a patogénese da infeccdo por leveduras do género Candida, sendo que
esta indica uma forma mais invasiva no tecido da mucosa vaginal. Estas formas ainda
nos podem dar uma ideia do tempo e da gravidade da infeccdo (Lacaz et al. 1980;
Barbedo & Sgarbi, 2010). Portanto concluimos que o exame microscopico directo
apesar de ser uma técnica simples, de baixo custo, rapida e eficaz, tem algumas
limitagdes, pois ndo permite a identificacdo das diferentes espécies Candida, as
preparacfes com hidroxido de potdssio ndo se conservam por muito tempo e o
sobreaquecimento das preparacOes, caso seja utilizado, pode provocar répida
cristalizacdo do KOH.
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3.2.2 Isolamento de Candida sp.

Todos os isolados clinicos foram cultivados em meio selectivo de Sabouraud com
cloranfenicol e gentamicina e incubados a 30°C durante 24 a 48 horas. Apo6s a
incubagdo foi registado o crescimento, nimero de colonias de levedura e observadas as
caracteristicas macroscopicas das 159 amostras. Para tal, foram estabelecidos critérios
selectivos considerando o facto de Candida sp. tratar-se de um microrganismo que pode
naturalmente estar presente na microbiota vaginal como levedura comensal. SO se
consideraram culturas positivas quando um elevado nimero de colodnias se desenvolveu
em cultura. Em alguns isolados devido a contaminacdo por fungos filamentosos,
Rhodotorula sp. e/ou bactérias houve a necessidade de re-isolar as colénias de Candida
sp.utilizando meios selectivos. Outras amostras foram excluidas do estudo pois as
culturas que ndo tiveram qualquer crescimento detectdvel foram consideradas como
negativas. Assim sendo, de todas as amostras estudadas, somente foram obtidos 98
isolados clinicos de Candida sp. como estad demonstrado no Anexo 5, tabela 2

Todos os isolados clinicos de Candida sp. desenvolveram col6nias de cor creme,
opacas, de consisténcia cremosa, relevo redondo e margens regulares, com superficie na
maior dos casos parte lisa, mais ou menos brilhante, e de irregular a lisa. Alguns
isolados desenvolveram coldnias brancas ou bege e secas, com superficie rugosa, de
relevo e margens irregulares, que posteriormente foram identificadas como sendo

C. parapsilosis, C. catenulata, C. pelliculosa e Saccharomyces cerevisiae.

3.2.3 Teste da Blastese para identificacdo de C. albicans

O Teste da Blastese foi realizado com os 98 isolados clinicos que foram considerados
cultura positiva. Do total de isolados, 71% (70/98) foram considerados positivos para
C. albicans porque formaram tubos germinativos, pois esta é uma caracteristica
exclusiva desta espécie. Os isolados que ndo formaram tubo germinativo (28,6%, 28/98)
foram consideradas Candida ndo-albicans como esta apresentado na Figura 3.7. Os

resultados obtidos estdo representados no Anexo 6, Tabela 3.
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m C. albicans
= C. ndo albicans

Figura 3.7: Percentagem de isolados de C. albicans identificados pelo Teste da Blastese.

Esta prova € um procedimento de diagnostico que possibilita a observagdo de tubos
germinativos na forma de pequenos filamentos que brotam com paredes paralelas sem
formar constricdo com a célula-mée (Figura 3.8), permitindo assim a identificacdo
presuntiva da C. albicans. Aproximadamente 95% dos isolados clinicos desta espécie
séo capazes de produzir tubos germinativos quando incubados em soro humano a 37 °C

ao fim de 2 a 3 horas.

Figura 3.8: Observacdo microscépica de umTeste da Blastese positivo com
célulasde C. albicans formando tubos germinativos (x600).
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Verificou-se que apenas os isolados de C. albicans foram capazes de desenvolver
esta estrutura embora 12 dos isolados estudados (14,6%) tenham dado um resultado
falso negativo no Teste da Blastese (12/82), uma percentagem mais elevada do que
aquela observada na literatura que normalmente reporta 5% de falsos negativos (Kwon-
Chung & Bennet, 1992; Perreira, 2010). Uma justificagdo para estes resultados pode
dever-se ao facto de estas estirpes terem sido isoladas de pacientes que possivelmente
tenham iniciado uma prévia automedicacdo com antifungico ou outros antibioticos sem
comunicacdo ao clinico, o qual podera conduzir a inibicdo do tubo germinativo in vitro
por parte da levedura. Também, quando o inoculo utilizado no teste é demasiado
abundante (> 109 células/ml), a formacéo de tubos germinativos decresce drasticamente
e o resultado pode ser considerado nulo (Carneiro, 2007). Uma pequena percentagem da
obtencdo de falsos negativos tem sido atribuida ao curto tempo de incubacao, a culturas
demasiado velhas com ceélulas de vitalidade diminuida ou culturas contaminadas com
bactérias (Lacaz, 1980). Também é importante que sejam tomados cuidados especiais
durante o procedimento do Teste da Blastese, a fim de evitar que outras espécies de
Candida além de C. albicans formem estruturas semelhantes a tubos germinativos,
como pseudofilamentos no inicio da sua formacdo (Barbedo & Sgarbi, 2010).

Podem ocorrer falsos positivos em cerca de 1% a 2% dos casos, principalmente com
as espécies C. tropicalis, C. dubliniensis e C. parapsilosis, quando o tempo de
incubacdo a 37°C excede as 3 horas (Neufeld, 2009). Contudo, neste trabalho, nao
foram observados falsos positivos por parte dos isolados de C. ndo-albicans porque o
tempo de incubacéo foi rigorosamente respeitado. Deste modo e, neste sentido, o Teste
da Blastese apresentou ser igualmente fiavel.

Num trabalho similar efectuado por Tietz et al. (1995) em 183 isolados clinicos
provenientes da provincia de Luanda, Angola, 30% dos isolados (54/183) formaram
tubo germinativo caracteristico das espécies C. albicans e 70% (129/183) ndo o
formaram. Em comparagdo com o presente trabalho, neste trabalho apesar de amostra
ser elevada, nouto-se que houve uma baixa percentagem de isolados que ndo formaram
tubos germinativos (30%)). Possivelmente os critérios para a realizacdo do teste da
blastese ndo fora rigorosamente obedecidos. Outro estudo realizado na Tanzénia, num
total de 5440 amostras submetidas ao teste do tubo germinativo, os resultados

mostraram que 3661 (67,3%) formaram tubos germinativos, considerando o teste
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positivo para C. albicans, enquanto as espécies de Candida nao-albicans foram apenas
32,71% (Namkinga, 2012).

Uma outra pesquisa feita por Chiossi (2011) em 73 amostras de fluidos vaginais
colhidos através de zaragatoas, mostra que 85% das amostras pertenciam a espécie
C. albicans por terem formado tubos germinativo e 15% as espécies C. ndo-albicans.

Os resultados obtidos no presente trabalho assemelham-se com os de outros
trabalhos, pois em relacdo a identificacdo das leveduras do género Candida, varias
publicacGes relatam que na candidiase vulvovaginal, a espécie C. albicans tem sido a
predominante na mucosa vaginal, apresentando indices entre os 78% e 87%
(Albuquerque, 2013).

Na realidade este é um teste de baixo custo, facil de executar e especifico para
C. albicans ndo tendo revelado a possibilidade de identificacdo de outras espécies,
sendo sempre necessaria a realizacdo de testes adicionais para as identificar. A fim de
obter a identificacdo dos restantes isolados clinicos que ndo filamentaram, foram
utilizados outros métodos de identificacdo convencional (método de Dalmau aplicado
em meio de agar de eosina e azul de metileno (EMB), o teste bioquimico ID32C® e os

métodos moleculares por PCR Multiplex e o RFLP.

3.2.4 Identificagdo em Agar de Eosina e Azul-de-metileno (EMB)

O estudo micromorfolégico e comparativo entre as diversas estruturas de leveduras
do género Candida ndo-albicans foi igualmente possivel apds inoculacdo da amostra em
meio de EMB acrescido ou ndo de Tween 80 a 1%, para estimular a producdo dos
clamidosporos e a filamentacdo das células leveduriformes, permitindo a identificacdo
da espécie através da sua presenca e da disposicdo dos blastoconidios, pseudomicélio
e/ou pseudohifas. A adicdo de Tween 80 ao meio de cultura melhorou a visualizacdo
directa das estruturas micromorfologicas diferenciadoras das coldnias quando
observadas ao microscopio de contraste de fase, apos incubacdo a 29°C durante 24-72
horas (Caneiro 2007; Barbedo & Sgarbi, 2010).

Foram estudados 14 isolados clinicos de Candida ndo-albicans com este método: 8,
13,330, 48, 50,51p, 62, 65,68, 97, 104, 114, 117 e 127. Apbs 72 horas de crescimento
em meio de EMB realizou-se a identificagdo das estruturas dos diferentes isolados

clinicos. Para os dois isolados de Saccharomyces cerevisiae houve a necessidade de
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prolongar o periodo de incubacdo para 7 dias a fim de observar a formacdo dos
ascosporos. Com os quatro isolados de Candida parapsilosis, n°33 pm, 51p, 97 e 104
observou-se que o pseudomicélio apresentava-se bastante ramificado, e as células eram
ligeiramente alongadas, facilmente diferenciadas (Figura 3.9). Também se pOde notar a

presenca de blastoconidios globosos ou ovoides.

Figura 3.9: Aspecto microscopico de uma cultura de C. parapsilosis crescida
em meio de EMB com Tween 80, ap6s 72 horas de incubagéo (x400).

Foram estudados quatro isolados de C. glabrata, n® 33g, 65, 117 e 132. Todas estas
estirpes inoculadas no meio EMB com/sem Tween 80, ap6s uma incubagdo de 72 horas
a 29°C, permitiram a observacao de blastoconidios pequenos, redondos e ovais de 2,5 a
3um. No decorrer deste trabalho constatou-se que o Tween 80 ndo influenciou no
desenvolvimento de microestruturas, o que seria de esperar com esta espécie (Figura
3.10).

Figura 3.10: Aspecto microscépico de uma cultura de C. glabrata crescida

em meio de EMB com Tween 80, apds 72 horas de incubagéo (x 400).
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Com o isolado de C. tropicalis n°114 observou-se a producdo de pseudomicélio
abundante e ramificado, com blastdsporos (blastoconidios) ovoides e semi-globosos
dispostos em cadeias simples, ramificadas, irregulares e insercdo verticilada (Figura
3.11).

Figura 3.11: Aspecto microscépico de uma cultura de C. tropicalis crescida
em meio de EMB com Tween 80, ap6s 72 horas de incubagéo (x400).

Com o isolado de C. krusei n°68, ap6s 72 horas de inoculacdo a 29°C, no meio EMB
com/sem Tween 80, observou-se a formacdo de microestruturas tipicas desta espécie. O
pseudomicélio desenvolveu-se na forma de células alongadas ou delgadas ramificando-
se como galhos de arvore. Blastoconidios ovoides e predominantemente cilindricos,

dispostas verticiladamente a partir das constri¢des do pseudomicélio (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Aspecto microscopico de uma cultura de C. krusei crescida em
meio de EMB com Tween 80, ap6s 72 horas de incubagao (x400).

De acordo com Lacaz (1980) os blastoconidios desagregam-se facilmente,
permanecendo ao lado do pseudomicélio em pequenos aglomerados, assemelhando-se a
paus de fosforo amontoados e entrecruzados.

Esta estirpe de C. krusei (n°68) foi identificada mediante o método acima referido,
embora anteriormente tenha sido identificada pelo método molecular PCR multiplex
como sendo C. parapsilosis. Na realidade os métodos morfoldgicos sdo menos sensiveis
e precisos que os métodos moleculares, podendo levar a erros de identificacdo. Neste
caso especifico de C. krusei e C. parapsilosis ambas as espécies podem desenvolver
morfologias microscopicas muito semelhantes (pseudomicélio alongado) e pode
equivocar a identificacdo se esta se basear apenas em critérios morfoldgicos.

Foi ainda estudado um isolado de C. catenulata, o n°13. Observou-se a formag&o de
pseudomicélio com constri¢cBes e muito ramificado e grupos de blastoconidios ovoéides
ou cilindricos (figura 3.13). Neste caso notou-se que a adi¢cdo de Tween 80 influenciou

no desenvolvimento de maior quantidade de microestruturas tipicas desta espécie.
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Figura 3.13: Aspecto microscépico de uma cultura de C. catenulata crescida
em meio de EMB com Tween 80, apds 72horas de incubagdo (x400).

Foi igualmente estudado umisolado de C. lipolytica (amostra n°48) e, neste caso,
observou-se pseudomicélio abundante e grupos de blastoconidios ovoides ou cilindricos
(Figura 3.14). Igualmente o Tween 80 influenciou no desenvolvimento das estruturas
micromorfoldgicas com o isolado desta espécie.

Figura 3.14:Aspecto microscopico de uma cultura de C.lipolytica crescida em
meio de EMB com Tween 80, ap6s 72 horas de incubagéo (x400).

Com um isolado da espécie de Candida pelliculosa observaram-se blastoconidios
ovoides ou cilindricos aglomerados em pequenos grupos. Notou-se que neste caso, 0

Tween 80 néo influenciou muito no desenvolvimento de microestruturas (Figura 3.15).
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Figura 3.15: Aspecto microscopico de uma cultura de C. pelliculosa crescida
em meio de EMB com Tween 80, apds 72 horas de incubacéo (x400).

Estudaram-se ainda as duas amostras S. cerevisiae isoladas neste trabalho com o
objectivo de observar as estruturas tipicas: blastoconidios e ascdsporos. Ap6s 72 horas
de incubacdo apenas se observaram blastoconidios e, somente ap6s uma incubacao

prolongada de sete dias foi possivel detectar a presenca de ascosporos (Figura 3.16).

Figura 3.16: Aspecto microscopico de uma cultura de S. cerevisiae crescida
em meio de EMB com Tween 80, apds 72 horas de incubagéo (x400).

Foi por fim estudado por este método, um isolado de Trichosporon asahii n°50,
posteriormente identificada por API. Neste isolado observaram-se as estruturas tipicas:
blastoconidios e artroconidios (Figura 3.17). Com este isolado Tween 80 pareceu ndo
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afectar os resultados visto que em ambas as culturas se observou a produgdo de
blastoconidios e artroconidios.

Figura 3.17: Aspecto microscopico de uma cultura de Trichosporon asahii
crescida em meio de EMB com Tween 80, ap6s 72 horas de incubagdo (x400).

Apesar do meio de cultura EMB néo ter sido desenvolvido para o estudo de
diferenciacdo de leveduras, nesta pesquisa demonstrou a boa eficicia na diferenciacéo
da micromorfologia. Com alguns isolados clinicos ndo se observou a influéncia do
Tween 80 para o desenvolvimento de estruturas tipicas de leveduras. Os resultados
desta pesquisa correlacionam-se com os resultados obtidos num estudo realizado no
laboratério de Microbiologia do Hospital Universitario de Santiago de Compostela,
Espanha, feito por Carneiro (2007) onde isolados clinicos de C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis, Trichosporon asahiie e Saccharomyces cerevisiae apresentaram
caracteristicas morfoldgicas tipicas de cada espécie.

Na verdade este método é féacil de executar, simples, econdémico e, de certa forma
confiavel e, como no laboratério do Hospital Maternidade Irene Neto ndo se faz a
identificacdo das leveduras do género Candida poderia ser contornada esta situacdo
empregando este método como alternativa. No entanto, € um método que s6 pode ser
executado por profissionais com um certo grau de experiéncia em Micologia, o que
implica a formacdo de profissionais. Este método assemelha-se ao método de cultura em
lamina onde também se observam estruturas tipicas de leveduras do género Candida
spp. mas tem a vantagemde ser mais simples de executar por ndo necessitar de colocar a
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preparacdo dentro de uma cdmara himida para evitar a dessecacdo do meio durante o
periodo de incubacdo (ANISA, 2013).

3.2.5 Identificacdo bioguimica — Galerias ID 32C®

Como ja foi referido na introducdo, na actualidade existem varios testes
comercializados para a realizac¢do de prova de assimilacdo de nutrientes que simplificam
tanto 0 seu uso como a interpretacdo dos resultados. Todos os isolados clinicos que
apresentaram Teste da Blastese negativo e 0os que ndo foram conclusivos nos testes
moleculares, n® 8, 13, 33g, 48, 50, 62 e 127, foram submetidos a prova de assimilacdo
de nutrientes. Nesta pesquisa utilizou-se a galeria ID 32C® (BioMerieux, Franca)
através da qual foram examinados os perfis de assimilacdo em relagdo a um conjunto de
32 cupulas que contém substratos carbonados desidratados. Na Figura 3.18 pode-se
observar o crescimento da levedura em algumas cupulas da galeria, sendo que nessas se
regista uma reaccao positiva, pois as leveduras sé crescem se forem capazes de utilizar

0 substrato correspondente.
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Figura 3.18: Galeria API ID 32C® com o resultado obtido como isolado clinico n° 127, C. pelliculosa.
As cupulas turvas representam reac¢do positiva e permitem determinar o perfil de assimilacdo da
levedura.

O resultado da identificacdo bioquimica das leveduras do género Candida por esta
metodologia estdo representadas no Anexo 6, tabela 3. Trés isolados, 50, 62 e 127,
apresentaram excelente identificacdo (99,9%),com outros trés isolados, 8, 33g e 50 a
qualidade variou entre 99,9% a 99,6% com muito boa identificacdo, e com o isolado 13
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obteve-se boa identificacdo com a qualidade de 95%. Na Figura 3.19 esta
esquematizado em percentagens a qualidade das identificagOes obtidas.
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Figura 3.19: Percentagens da qualidade das identificacdes obtidas com o teste ID 32C®.

O sistema de identificacdo 1D 32C® permitiu a identificacéo e a confirmagéo de todos
os isolados anteriormente diagnosticados como sendo C. ndo-albicans pelo Teste da
Blastese e cuja identificacdo também ndo tinha sido possivel com os métodos
moleculares. Revelou uma interpretacdo eficaz dos resultados obtidos a qual permitiu
aidentificacdo dos isolados com elevado nivel de qualidade (de 95% a 99,9%) utilizando
a base de dados e um programa informéatico da BioMerieux. Comparando com 0s
resultados de outros trabalhos, o presente trabalho correlaciona-se com um estudo
realizado por Ferreira (2010), que obteve igualmente resultados satisfatorios em 98,1%
dos isolados (52/53). Relativamente a qualidade da identificacdo, esta foi menor que a
observada neste trabalho, pois 18% daqueles isolados apresentaram boa identificacéo,
51% muito boa identificacdo e 24,5% excelente identificacdo.

A prova de identificacio bioquimica ID 32C® é um dos métodos convencionais mais
utilizados na identificacdo de leveduras por ser simples, especifico e facil de executar.
Apesar disso apresenta algumas limitacbes como a morosidade na resposta e a
dificuldade na interpretacéo visual. Por vezes a observacéo da turvacdo em cada cupula
pode levar a resultados dubios sobretudo para quem ndo tem muita experiéncia na
leitura visual deste tipo de prova. Em muitos laboratérios hospitalares dos paises em
vias de desenvolvimento seria muito indicado utilizar o kit do APl ID 32C® pela sua

capacidade de diferenciar um nimero elevado de espécies de leveduras do género
73



Resultados e Discussao

Candida mas, devido o seu elevado custo, é pouco utilizado. Contudo, é pertinente
reportar que esta prova nao é suficientemente especifica quando é necessario diferenciar
leveduras a partir de infecgdes mistas porque ndo tem suficiente poder discriminatorio
para indicar quando esta situacdo ocorre. Especialmente nestes casos, apresenta
resultados dubios e ndo conclusivos (Ferreira, 2010) Deste modo, devido a estas
limitacGes, as provas bioquimicas ndo podem ser utilizados e, até em certos casosséo
inapropriadas, quando ha urgéncia no diagndstico de infeccbes em doentes em estado
grave. Assim, como alternativa, podem ser utilizados métodos de identificacdo mais
répida, sensivel e especifica como os métodos baseados em técnicas de biologia
molecular para a identificacéo das diferentes leveduras do género Candida.

3.3 IDENTIFICAQAO MOLECULAR DAS LEVEDURAS DO GENERO
Candida

3.3.1 Identificacdo das espécies de Candida mais prevalentes por PCR Multiplex

Devido a relativa facilidade e rapidez na execucdo das analises, durante a Ultima
década os métodos baseados em biologia molecular estdo a tornar-se cada vez mais
utilizados na identificagdo de microrganismos. O PCR, que inclui o PCR multiplex, tem
sido a principal ferramenta molecular empregue na deteccdo de DNA de leveduras de
interesse médico. Uma combinacdo de dois primers universais para fungos UNIL e
UNI2 e oito primers especificos foram utilizados neste trabalho para a deteccdo das
espécies Candida mais prevalentes. Foram submetidos ao método molecular PCR
multiplex, 28 isolados clinicos que, aquando da identificacdo convencional pelo Teste
da Blastese, tiveram resultados negativos. Dos 28 isolados estudados, os isolados n® 33
e 51 revelaram tratarem-se de uma cultura mista quando este método foi utilizado
requerendo o re-isolamento das leveduras. Com o isolado n°33 s& foi possivel
identificar apenas uma espécie e a outra foi submetida a outro teste molecular por
apresentar bandas ndo conclusivas. Sendo assim 70% (20/28) dos isolados foram
correctamente identificados pelo método PCR multiplex como estdo descriminados no
Anexo 6, tabela 3. Entretanto com os outros 28,6% dos isolados (8/28) néo foi possivel
identifica-los por apresentarem bandas inespecificas no gel de electroforese. Na Figura

3.20 estdo demostrados os numeros de isolados das diferentes espécies identificadas
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pelo método molecular PCR multiplex: 63% C. albicans (12/20), 21% C. parapsilosis
(4/20), 11% C. glabrata (2/20) e 5% C. tropicalis (1/20).

m C. albicans

C. parapsilosis
m C. tropicalis
m C. glabrata

Figura 3.20: NUmero de isolados identificado pelo método muleclar PCR multiplex.

Apesar de a literatura indicar que 5% das leveduras do género C. albicans podem nao
formar tubo germinativo (Kwon-Chung & Bennet, 1992), relativamente ao total de
isolados clinicos identificados previamente como sendo C. ndo-albicans, apos o teste
molecular PCR multiplex 14,6% (12/82), revelaram ser C. albicans (n® 41, 51mg, 53,
56, 75, 84, 85, 87, 99, 102, 106 e 139). Estas estirpes, que tinham tido inicialmente
Teste da Blastese negativos, representam uma percentagem muito superior a que esta
descrita na literatura. Fica assim realcada a fiabilidade dos testes morfologicos e a
importancia da utilizacdo de métodos moleculares no correcto diagnostico de
candidiase, para uma identificacdo correctados agentes. Na Figura 3.21 sdo
apresentados alguns dos perfis electroforéticos obtidos apos a aplicacdo da técnica da
PCR multiplex.
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Figura 3.21: Gel de electroforese para identificagdo de Candida sp. por PCR multiplex a partir de
culturas puras de levedura. C. albicans, isolados 41, 53, 68, 85, 87, 102 e 106. C. parapsilosis, isolados
56, 97 e 51p. C. tropicalis, isolado 114. M, marcador de pesos moleculares de 100bp.

Podem-se observar os perfis tipicos de diferentes espécies para 0s quais existiam
primers especificos. Para cada isolado foram obtidas duas bandas distintas esperadas:
C. albicans 583 e 446 pb, C. glabrata 929 e 839 pb, C. tropicalis 583 e 507pb e
C. parapsilosis 570 e 370 pb. A partir de duas culturas foi detectada mais do que uma
espécie apos se terem observado quatro bandas electroforéticas.

Para além da identificacdo destas espécies, foi ainda detectada a existéncia de quatro
espécies diferentes de leveduras apds a observacdo de uma Unica banda correspondente
a amplificacdo pelos primers universais.

Os primers usados no PCR multiplex mostraram ser especificos e eficazes para a
identificacdo das oito espécies de leveduras pertencentes ao género Candida, mas
ineficazes para a identificacdo das espécies que ndo fazem parte deste complexo de
primers especificos. A utilizacdo de primers universais e especificos e a ndo extrac¢do
prévia do DNA proposta nesta técnica possibilitou a reducdo do tempo de obtencéo
daresposta, na medida em que permitiu a deteccdo e a identificacdo de diferentes
espéecies de Candida em uma Unica reaccdo de amplificacdo. Outra vantagem deste
método foi a sua capacidade de identificar mais do que uma espécie de dois isolados

clinicos numa mesma amostra, tal como foi detectado nesta pesquisa. Sendo assim foi
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possivel voltar a cultura e reisolar novamente as coldnias e separar as duas espécies
diferentes. Contudo, 0 método baseado em PCR multiplex também revelou algumas
limitacGes como a concentracdo de DNA.Quando se retira uma porcao de colénia com
um palito, ndo se retira uma quantidade rigorosa de leveduras, pelo que o DNA na
reaccdo de PCR pode por vezes ser demasiado e inibir a reac¢do. Por ultimo, exige
pessoal experiente e apenas identifica oito estirpes de leveduras do genero Candida.

Uma pesquisa realizada em Portugal por Lopes de Silva (2013) em 100 amostras de
pacientes Portuguesas cujas culturas foram estudadas por este mesmo método sem que
se tivesse extraido previamente o DNA das leveduras, apenas se obteve a identificacdo
correcta de 83% isolados (83/100). Nestas amostras, a prevaléncia das espécies de
Candida foi de 72% de C. albicans, 7% de C. glabrata, 2% de C. tropicalis, 1% de
C. parapsilosis e 1% de C. lusitaniae.

Os resultados também se correlacionam com uma outra publicagdo de Rad et al.
(2012) num trabalho idéntico feito numa populacdo do Irdo, apesar de ter sido utilizado
um Kit de extraccéo e purificacdo de DNA. Com a técnica multiplex aplicada a amostras
vaginais, verificaram que 89,7% continham apenas uma espécie de Candida e 10,3%
continham duas ou mais espécies diferentes. A prevaléncia das espécies de Candida
encontradas foi 65,1% para C. albicans, 13% para C. glabrata, 6,2% para C. tropicalis,
4% para C. krusei, 0,6% para C. guilliermondii e 0,6% para C. parapsilosis.

Os isolados em que nédo foi possivel identificar a espécie por este método, por nédo
terem apresentado produtos de amplificacdo inequivocos ap6s a electroforese, foram
submetidas a outro método molecular de identificacdo ainda mais sensivel e especifico.
Para tal foi seleccionado um método que aplica a restricdo de fragmentos amplificados
por PCR, o RFLP da regido ITS do rDNA destes isolados clinicos.

3.3.2 ldentificacdo das espécies de Candida mais prevalentes por PCR-RFLP da
regido ITS do rDNA

Na presente pesquisa, oito dos isolados clinicos de leveduras do género Candida
foram identificados por PCR-RFLP, por néo ter sido possivel a sua identificacdo com a
técnica de PCR multiplex: 8, 13, 33g, 48, 50, 62,127 e 132. Neste caso foram
empregues 0s primers universais ITS1 e ITS4 para amplificar a regido ITS do rDNA

(ITS1, 5,8S e ITS2) dos isolados clinicos, seguida de restricdo com a enzima Mspl.
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Apesar da elevada eficacia desta metodologia e de os primers utilizados terem
amplificado bem a regido ITS, esta metodologia falhou com alguns isolados clinicos
porque, apos a restricdo, foram geradas bandas ndo conclusivas. Deste modo foram
apenas identificados trés isolados clinicos por este método. Dois isolados pertenciam a
espécie C. glabrata (n®33g e 132) e um foi identificado como sendo C. guilliermondii
(n°13). Na Figura 3.22 estdo representadas as percentagens de identificacdo por este

método.
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Figura 3.22: Percentagens dos resultados obtidos com o método de PCR-RFLP
com os isolados clinicos ndo identificados pelo Teste da Blastese e por PCR
multiplex.

Os isolados em relacdo aos quais ndo foi possivel a identificacdo pelos dois métodos
moleculares utilizados neste trabalho foram posteriormente identificados pelo teste
convencional bioquimico ja apresentado anteriormente, o ID 32C®: n°® 13 como sendo
C. catenulata, n°® 48 como C. lipolytica, n°® 127 como C. pelliculosa, n°® 8 e n° 62
identificados como sendo Saccharomyces cerevisiaee e n°® 50 como Trichosporon
asahii.

Com os resultados obtidos podemos verificar que para os trés isolados clinicos
identificados, as bandas caracteristicas para cada espécie foram inequivocas, uma vez

que cada espécie foi caracterizada por um padrdo de bandas especificas. Nos restantes
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seis isolados os primers universais ITS1 e ITS4 para fungos ndo foram capazes de
amplificar as regides ITS.Visto que a selec¢do dos primers € um parametro critico para
0 sucesso da PCR-RFLP, podemos dizer que apesar do método ser especifico, nao foi
possivel identificar as espécies menos comuns.

De acordo com Lopes da Silva (2013), num estudo idéntico realizado em Portugal foi
utilizada esta técnica de PCR-RFLP para identificar 17 isolados clinicos, onde 9
isolados foram identificados correctamente. De acordo com o protocolo descrito por
Mirhendi et al. (2006), a identificacdo das leveduras do genero Candida pelo método
PCR-RFLP com enzima de restricdo Mspl é um método muito simples, fidvel por
serespecifico e sensivel, e rapido de executar e tem uma elevada reprodutibilidade em
comparagdo com os métodos fenotipicos, quando se trata das espécies de Candida sp.
mais comuns.

No entanto, este método requer a necessidade da extraccdo prévia de DNA obtido a
partir de culturas puras ap6s a sementeira das amostras biologicas, ao contrario de
outros métodos moleculares, em que ndo € necessario extrair DNA, como € o caso do
PCR multiplex (Carvalho et al. 2008).

No laboratério do Hospital Maternidade Irene Neto em Huila, o método
convencional utilizado para detengéo, diferenciacdo e identificacdo de leveduras do
género Candida é ambiguo, praticamente inexistente. Neste contexto 0s métodos
moleculares representam uma importante alternativa pois, para além de aumentaram a
sensibilidade e especificidade no processo de identificacdo, reduzem a subjectividade

inerente aos métodos morfoldgicos e bioquimicos.

3.3.3 Prevaléncia dasespécies isoladas

Em relacdo as diferentes espécies de leveduras identificadas pelos métodos
convencionais e moleculares, verificou-se que aespécie C. Albicans foi a mais
prevalente com 82 isolados. Foram ainda isoladas, mas em muito menor numero, 4
C. parapsilosis, 4 C. glabrata, 2 Saccharomyces cerevisiae, 1 C. pelliculosa, 1
C. guilliermondii/C. catenulata, 1 C. tropicalis, 1 C. lipolytica, 1 C. krusei e 1

Trichosporon asahii (Figura 3.23).
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Figura 3.23: Percentagens das diferentes especies de Candida isoladas de exsudados
vaginais de pacientes do Hospital Maternidade Irene Neto, Huila, Angola.

Fazendo uma retrospectiva geral dos resultados da presente pesquisa, relata indices
mais elevados da espécie C. albicans em 83% dos casos. A espécie C. albicans, tem
sido considerada como uma das leveduras mais patogénicas do género Candida e tem
sido referido que é a levedura mais frequentemente isolada a partir de secregdes
vaginais de pacientes sintomaticas e assintomaticas. No entanto, de acordo com Achkar
& Friest (2010), e Namkinga (2012), C. albicans mostra varios mecanismos que sdo
sugestivos de viruléncia, tais como a capacidade de assumir morfologias variadas na
forma de hifas, tubos germinativos e pseudofilamentos, agrande capacidade de adesdo
as superficies das mucosas e a producdo de enzimas hidroliticas, de proteinases que
hidrolisam peptideos e de fosfolipases que hidrolisam fosfolipidos.

C. glabrata e C. parapsilosis foram, neste trabalho, as segundas espécies
predominantes como agentes da candidiase vulvovaginal. Cada uma representou 4% dos
isolados (5/98). Na verdade estas percentagens contrastam com aquelas que tém sido
relatadas para C. glabrata como sendo a segunda espécie mais isolada de infec¢Bes
vaginais por leveduras do género Candida (Chiossi, 2011). Contrariamente ao que esta
descrito na literatura, nesta pesquisa constatou-se que C. parapsilosis teve uma

percentagem de ocorréncia igual a de C. glabrata. Normalmente C. parapsilosis tem
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sido descrita como sendo a segunda espécie mais comum isolada a partir de
hemoculturas (Silva, 2011) e em pacientes transplantados ligados a cateteres. Apesar de
ser uma espécie pouco frequente em amostras vaginais tém-se detectado percentagens
de isolamento cada vez mais elevadas a partir de isolados vaginais (Treagan, 2011).

C. tropicalis tem sido considerada uma importante causa de candidémia em pacientes
com linfoma, leucemia e diabetes mellitus. As infec¢des sistémicas por C. tropicalis
estdo associadas a taxas mais elevadasde disseminacdo e de mortalidade (Barbedo &
Sgarhi, 2010; Treagan, 2011).

C. lipolytica ¢ uma levedura pouco frequente, isolada a partir de infecgoes
oportunistas. Esta espécie tem sido isolada a partir de derivados de petr6leo, matérias
agricolas, plantas e solo. No humano, tem sido detectada na urina, no eséfago e no
tracto genital feminino (Barbedo & Sgarhi, 2010). C. krusei tem demonstrado ser um
patogénico importante nos pacientes transplantados da medula dssea, hematoldgicos. A
identificacdo deste organismo é de grande importancia médica devido a resisténcia
intrinseca de alguns antifangicos (Treagan, 2011). Na presente pesquisa notou-se que
existe uma consisténcia com os dados da literatura no que refere hd& muito baixa
ocorréncia de C. krusei (1,2%), quando comparada as outras espécies de C. ndo-
albicans. C. guilliermondii é uma levedura comensal embora seja cada vez mais
descrita como emergente e considerada igualmente um agente patogénico causador de
candidiase vaginal. Muitos casos de infeccdes por C. guilliermondii estdo associados a
pacientes submetidos a cirurgia abdominal, pacientes com cancro a pacientes
submetidos a tratamentos invasivos (Neufrid, 2009).

Nesta pesquisa a ocorréncia das leveduras de Saccharomyces cerevisiae (2%) e
Trichosporon asahii (1,2%) foi muito reduzida. Embora pouco comum, tem sido
relatado o seu isolamento a partir de amostras vaginais. Saccharomyces cerevisiae tem
sido descrita como causa de vaginite em mulheres e de balanite nos seus parceiros. A
presenca desta levedura € também muito frequente em pacientes com VIH.
Trichosporon asahii € uma levedura oportunista descrita como sendo um agente
patogénico emergente em infec¢bes disseminadas e nosocomiais, emboras eja isolado
muito raramente. Esta levedura existe no solo, na dgua e faz parte da microbiota normal
da pele e também foi isolada a partir deamostras genitais emcerca 14% de um grupo de

mulheres (Gomes et al. 2010).
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No entanto, relativamente a ocorréncia das espécies encontradas nesta pesquisa
observou-se que os dados estdo de acordo com os trabalhos realizados por Mutua et al.
(2010) em outra regido africana, em Nairobi, Quénia, num total de 101 amostras de
secrecOes vaginais. Nesse trabalho C. albicans foi a espécie predominante (69,3%),
seguido de C. glabrata (12,9%), C. krusei (3,0%), da espécie Trichosporon (3,0%),
S. cerevisiae (3,0%) e C. parapsilosis (1,0%). Comparando os resultados dos dois
trabalhos, nota-se que em ambos estudos houve uma prevaléncia significativa de
espéecies C. ndo-albicans pois as pacientes apresentaram factores de risco para o
desenvolvimento de candidiase vulvovaginal. Em suma, a presente pesquisa contribuir
para o conhecimento da prevaléncia das espécies de Candida nas pacientes com

infeccdo vaginal na provincia de Huila, Angola.

3.3.4 Ocorréncia de Candida africana

Candida africana € um agente patogénico oportunista recentemente descrito que tem
sido associada a candidiase vulvovaginal filogeneticamente muito préximo de
C. albicans. Na presente pesquisa, foi identificada utilizando o gene HWP1 que codifica
para a proteina de superficie da parede das hifas de C. albicans descrita por Romeo &
Criseo (2011) a fim de discriminar esta espécie em relacdo a C. africana. Neste
contexto, foram reexaminados todos os 82 isolados clinicos previamente identificados
pelos métodos fenotipicos e moleculares como sendo C. albicans. Para a distin¢do das
espécies por meio de uma reaccao de PCR, foi utilizado um unico par de primers CR-f e
CR-r para amplificacdo do gene HWP1. A partir dos perfis electroforéticos dos isolados
clinicos reexaminados, sete isolados produziram um fragmento de DNA com cerca de
700 pb correspondente a espécie C. africana (n® 26, 42, 79, 122, 123, 131 e 141)
enguanto os restantes 75 foram confirmados como sendo C. albicans (Romeo & Criseo
2008; Gumral et al. 2011). No Anexo 6, tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos

com todos os isolados estudados e na Figura 3.24, as respectivas percentagens.
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m C. albicans

m C. africana

Figura 3.24: Percentagens obtidas com a diferenciagdo de C. africana e C. albicans
apos amplificagdo do gene HWPL.

Na figura 3.25 esta representado o resultado da electroforese ap6s amplificacdo por

PCR do gene HWP1 para diferenciacdo de C. africana em relacéo a C. albicans.
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Figura 3.25: Padrdo de bandas dos perfis electroforéticos obtidos por PCR
resultantes da amplificacdo do gene HWP1.C. albicans isolados 3 e 9. C. africana
isolados 131 e 141. M - marcador de pesos moleculares Gene Ruler DNA 100 pb®.

Com 39 dos isolados clinicos estudados por este método, inicialmente ndo foi
possivel obter qualquer amplificacdo do gene HWP1, sendo que foi necessario
optimizar as reacgdes, principalmente ajustando as concentracdes de DNA. No final foi
possivel obter resultados com todos os isolados de C. albicans/C. africana.

Candida africana parece ter uma distribuicdo de certa forma ampla, porque isolados
desta espécie também foram relatados em pesquisas feitas em paises Europeus,
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incluindo a Alemanha, Espanha, Italia. Mesmo sendo dificil distinguir as colonias de
C. albicans, C. dubliniensis e C. africana por métodos convencionais, Romeo e Criseo
(2010) defendem que também ¢ possivel contornar esta situacdo utilizado um meio de
cultura selectivo e diferencial onde normalmente se observam colonias diferentes para
as trés espécies.

De acordo com Dieng et al. (2012) numa pesquisa realizada no Senegal, a partir de
150 isolados de C. albicans provenientes de exsudados vaginais, identificaram trés
isolados C. africana.

Lopes da Silva (2013) também efctuado um estudo em Lisboa-Portugal com
amostras de exsudados vaginais provenientes de Cabo-Verde. Onde dos 29 isolados
testados ficou confirmado que 13 leveduras pertenciam realmente a espécie C. albicans,
pois apresentavam uma banda electroforética com aproximadamente 1000 pb. Engquanto
quatro leveduras revelaram ser da espécie C. africana, cuja banda especifica tem
aproximadamente 700 pb.

Num outro estudo realizado na Nigéria por Nnadi et al. (2011), um total de 177
isolados de leveduras do género Candida, 84 foram presumivelmente identificados
como sendo C. albicans caracterizados fenotipicamente pela formacgdo do tubo
germinativo em soro humano a 37°C durante 2-3 horas e a producgdo de clamiddsporos
em meio cromogénico apos incubacdo de cinco dias a uma temperatura 25°C. Destes 84
isolados, dois isolados ndo produziram clamiddsporos e esta confirmacédo foi feita pelo
método molecular na amplificacdo do gene HWP1 como sendo C. africana.

A avaliacdo epidemioldgica da prevaléncia de C. africana em amostras clinicas,
neste momento, é escassa. Actualmente ainda existem diferentes opinibes sobre a
posicdo taxondmica desta levedura patogénica e alguns autores consideram-na como
sendo um biovar de C. albicans em vez de uma nova espécie (Romeo & Criseo 2010).
Portanto nesta pesquisa apesar da elevada percentagem de isolados clinicos de
C. africana encontrados comparativamente aos outros trabalhos sugerimos que seja
necessaria a realizacdo de mais estudos entre, por exemplo, a populacdo angolana e,
num sentido mais lato, na populacio africana, tanto na residente em Africa como na

emigrante.
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34 COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA IDENTIFICACAO
DOS ISOLADOS CLINICOS

A capacidade das leveduras do genero Candida aderirem as células, tecidos ou outro
tipo de superficies do hospedeiro, € um pré-requisito para a sua colonizag&o,
incluindoda regiéo vulvovaginal, levando ao desenvolvimento de infecces.

Comparado o numero das pacientes que apresentavam sinais e sintomas indicadores
de candidiase vulvovaginal, esses valores foram concordantes com o resultado das
culturas positivas (60,3%), indicando que a triagem foi adequada quando da selecgéo
das pacientes que participaram desta pesquisa.

Comparando os resultados obtidos com os 92 isolados clinicos observados no exame
directo positivo com os resultados obtidos nas provas morfoldgicas,verificou-se uma
discrepancia entre quatro isolados. Estas amostras tinham sido negativas no exame
directo mas, apds a inoculagdo e incubacdo das amostras bioldgicas em meio selectivos,
desenvolveram-se colonias de leveduras.

Comparando os resultados obtidos no Teste da Blastese, que identifica leveduras da
espécie C. albicans, com aqueles obtidos através da identificacdo por PCR-multiplex,
verificamos que 14,6% dos isolados desta espécie apresentaram uma discrepancia em
relacdo aos resultados esperados, por terem sido negativos no teste da blastese.

A andlise comparativa entre os resultados obtidos nos testes do tubo germinativo
para as espécies C. ndo-albicans com os obtidos nos testes bioquimicos observou-se que
0s sete isolados apresentaram concordancia de resultados no primeiro teste, pois
nenhum deles formou tubo germinativo.

Verificou-se igualmente concordancia entre os resultados dos testes bioguimicos em
relacdo ao método micromorfoldgico realizado a partir das culturas em placas de
Dalmau (meio EMB) excepto no caso em que se registou uma discrepancia no isolado
identificado como sendo Candida parapsilosis que na observacdo das microestruturas
foi compativel com C. krusei.

A comparacdo entre os resultados obtidos na avaliagdo molecular PCR multiplex e
de PCR-RFLP com aqueles encontrados nos testes bioquimicos revelou ter existido uma
elevada correlacdo (100%), o que sugere a possibilidade de utilizacdo dos testes

bioquimicos na rotina laboratorial. A sensibilidade e especificidade do PCR multiplex e
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PCR-RFLP em relacdo ao método bioquimico, para a Saccharomyces cerevisiae,
C. pelliculosa, C. catenulata, C. lipolytica e Trichosporon asahii, foi elevada em ambos
os testes moleculares, pois ndo sendo especificos para estas espécies, ndo geraram
resultados falso positivos.

Uma vez que o método do PCR multiplex é especifico, sensivel e eficaz para a
identificacdo de oito espécies de leveduras género Candida, apds a repeticdo do
procedimento, ndo seria de se esperar a auséncia de produtos de amplificacdo dos trés
isolados C. glabrata e de C. guilliermondii, posteriormente identificados pela PCR-
RFLP. Apesar da fiabilidade demonstrada pelos métodos moleculares em comparagao
com os métodos convencionais, estes ainda ndo sdo muito utilizados na rotina
laboratorial para a identificacdo de leveduras do género Candida.

Foi ainda detectada a presenca de isolados clinicos de C. africana por um método
molecular, através da diferenciagdo do gene HWP1 das espécies C. albicans e
C. africana. Finalmente pdde-se constatar que os dois métodos moleculares PCR
multiplex e PCR-RFLP, apesar de metodologias consideradas extremamente sensiveis,
especificas e confiaveis, ndo foram capazes de identificar e distinguir a variante

C. africana da espécie C. albicans.
3.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Uma preocupagdo crescente na area de Micologia Médica tem sido, nestes ultimos
anos, o aumento do numero de infecgdes causadas por leveduras do género Candida e a
sua crescente aquisicdo de resisténcia aos antifungicos. O aparecimento destas espécies
resistentes, originou a necessidade de desenvolver, novas drogas e metodologias para
determinar a sua sensibilidade in vitro & mesmas. O mercado farmacéutico oferece
diversos antifungicos de uso ambulatorio,de aplicacdo tdpica e administracao sistémica,
bem como drogas de uso hospitalar. Na decorréncia destes factos as organizacbes
internacionais, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) com a norma M44-
A e, mais recentemente o EUCAST, tém levado a cabo a padronizacdo dos testes de
susceptibilidade aos antibidticos, bem como o estudo da incidéncia de resisténcias. Em
Angola, a magnitude do estudo das resisténcias aos antifungicos ndo é completamente

conhecida fazendo com que o estudo do perfil de susceptibilidade as drogas
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antifungicas e a avaliacdo da metodologia dos testes disponiveis no Hospital
Maternidade Irene Neto na Huila seja bastante importante.

Neste trabalho foi avaliada a susceptibilidade in vitro de todos os isolados clinicos
em estudo, utilizando quatro antifungicos: fluconazol, voriconazol, caspofungina e
posaconazol. Os testes foram realizados utilizando o método de difusdo a partir de
disco, utilizando o meio de cultura Mueller-Hinton agar. Este método permitiu efectuar
a triagem da resisténcia de todas asespecies de Candida. Os testes foram interpretados
ao fim de 48 horas apds incubacédo das culturas a 30°C e registadas as dimensdes dos
halos de inibicdo com os 98 isolados clinicos, para cada antifingico. Foram ainda
utilizadas duas estirpes de referéncia para o controle de qualidade provenientes de uma
coleccdo de culturas com caratéristicas fenotipicas e perfis de sensibilidade ja
conhecidos.

A interpretacdo dos resultados dos antifungigramas foi estabelecida de acordo com
os critérios definidos para o método de Kirby-Bauer segundo a norma do CLSI. Cada
isolado foi classificadonas categorias de sensivel (S), sensivel dependente da dose
(SDD), intermédio (1) e resistentes (R) (figura 3.26). Os valores dos diametros dos halos
de inibicdo e a concentracdo minima inibitéria (CMI) para os quatro antifingicos
encontrados nesta pesquisa estdo expostos no Anexo 7, Tabela 4.

Figura 3.26: Exemplo dos resultados do teste de sensibilidade pelo método de
Kirby-Bauer. A, isolado sensivel; B, isolado resistente.
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3.5.1 Susceptibilidade ao fluconazol

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade ao fluconazol, 66% dos 98 isolados clinicos
(65/98) foram considerados susceptiveis, 4% susceptiveis dependente da dose (4/98),
28% foram resistentes a este farmaco (27/98) e dois isolados ndo tiveram qualquer
crescimento. Os resultados estdo apresentados no Anexo 7, Tabela 4, e as percentagens
de cada espécie estudada estdo apresentadas na Tabela 3.27.

Analisando os resultados verificou-se um consideravel grau de susceptibilidade de
C. albicans a este farmaco. Dois isolados de C. albicans e um isolado de C. parapsilosis
pertenciam a categoria de sensivel dependente da dose. Embora as pacientes tenham
relatado que ndo tinham feito tratamentos anteriores com fluconazol e sabendo que no
Hospital Maternidade Irene Neto este farmaco ndo tem sido utilizado com frequéncia,
28% isolados clinicos (27/98) apresentaram resisténcia in vitro ao fluconazol, com
maior predominancia em C. albicans. Observou-se também que isolados de C. glabrata,

C. parapsilosis C. tropicalis e C. krusei apresentaram resisténcia a este farmaco.

Tabela 3.1: Percentagem dos perfis de susceptibilidade obtidos para o antifingico

fluconazol.

e sonsiver D e

N° % NO % Ne %

C. albicans 58 89 2 50 22 81
C. glabrata 3 5 0 0 1 4
C. lipolytica 0 0 0 0 1 4
C. parapsilosis 2 3 1 25 1 4
C. tropicalis 0 0 0 0 1 4
C. guilliermondii/ C.catenulata 11 15 0 0 0 0
C. pelliculosa 1 15 0 0 0 0
C. krusei 0 0 0 0 1 3
Saccharomyces cerevisiae 02 0 0 0 0 0
Trichosporon asahii 0 0 1 25 0 0

Total 65 100 4 100 27 100

LAuséncia de crescimento no meio de Mieller-Hinton com o antifingico fluconazol: amostras 8 e
62, S. cerevisiae.? amostra n°13, C. guilliermondii por RFLP da regido ITS do rDNA e
C. catenulata por API ID32C®.
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Estes valores sdo consistentes com aqueles relatados por Lopes da Silva (2013) num
estudo realizado em Portugal onde 6,9% de C. albicans e 25% de C. glabrata foram
resistentes ao fluconazol. No outro estudo tambem realizado com isolados clinicos da
regido de Lisboa por Carvalho (2010), verificou-se que, em relacdo as diferentes
especies, os isolados resistentes ao fluconazol foram 100% para C. krusei, 16% para
C. glabrata e 14% para C. tropicalis. De acordo com Murray et al. (2009) C. glabrata
exibe uma resisténcia primaria ao fluconazol e menos de 2% das leveduras de
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei séo intrinsecamente resistentes ao
fluconazol. Apesar de estas espécies exibirem resisténcia ao fluconazol, também é
possivel que as pacientes tenham feito anteriormente terapéutica com antibioticos e
aplicando vérias terapéuticas topicas e, provavelmente as leveduras existentes na
microbiota vaginal podem ter desenvolvido algum mecanismo de resisténcia, incluindo
ao fluconazol. Na realidade deveria existir uma tendéncia para se evitar o uso profilatico
do fluconazol em doses baixas a fim de se prevenir o surgimento de isolados resistentes
e de infeccBes causadas por espécies naturalmente resistentes a este antifingico com
C. glabrata e C. krusei (Alves et al. 2010).

3.5.2 Susceptibilidade ao voriconazol

O voriconazol é um antifungico triazélico de amplo espectro que tem sido reservado
para o tratamento de micoses oportunistas como é caso da candidiase vulvovaginal. Do
namero total de isolados testados em relacdo ao voriconazol, 62% dos isolados
mostraram ser susceptiveis a este antifungico (61/98), 3% apresentaram resisténcia
intermédia (3/98) e 33% revelaram ser resistentes (32/98). As amostras n°8 e n°68 nao
apresentaram qualquer crescimento no meio de cultura de Mueller-Hinton, como esta
citado no Anexo 7, tabela 4. As percentagens de cada espécie sdo apresentadas na
Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Percentagem dos perfis de susceptibilidade obtidos para o antiflingico

voriconazol.
ISOI%IdO.S Intermédio Isplados
Espécie sensiveis resistentes
N° % N° % N° %

C.albicans 51 85 3 100 28 88
C. glabrata 3 5 0 0 1 3
C. lipolytica 1 2 0 0 0

C. parapsilosis 3 5 0 0 1

C. tropicalis 0 0 0 0 1 3
C. guilliermondii/C. catenulata 1t 0 0 0 0
C. pelliculosa 0 0 0 0 1 0
C. krusei 0 0 0 0 1 3
Saccharomyces cerevisiae 02 0 0 0 0 0
Trichosporon asahii 1 1 0 0 0 0
Total 60 100 3 100 33 100

LAuséncia de crescimento no meio de Mueller-Hinton com o antifingico voriconazol: amostras 8
e 62, S. cerevisiae.2 Amostra n°13, identificada como C. guilliermondii por RFLP da regido 1TS
do rDNA e C. catenulata por API ID32C.

Relativamente ao perfil de susceptibilidade ao voriconazol, houve maior
predominancia para a espécie C. albicans assim como em relacdo ao fluconazol.
Verificou-se que 5% dos isolados de C. glabrata e C. parapsilosis foram sensiveis, ao
voriconazol bem como o Unico isolado de C. lipolytica. Comparado com os resultados
obtidos com fluconazol, o isolado de C. lipolytica foi resistente a ambos os
antifangicos. Trichosporon asahii mostrou ser susceptivel ao voriconazol e susceptivel
dependente da dose ao fluconazol. Para os dois isolados de Saccharomyces cerevisiae,
mesmo depois do teste ter sido repetido duas vezes, nunca foi obtido qualquer
crescimento no meio Mueller-Hinton. A fim de contornar esta situagdo poder-se-ia ter
usado o meio sélido RPMI em placa de petri ou liquido em microdiluigdo (AVISA
2013), mas para tal teria de ser realizada toda a metodologia adaptada a esses meios de
cultura, na medida em que, segundo o CLSI, o método de Kirby-Bauer de difuséo a

partir de disco estd padronizado para a utilizacdo exclusiva de meio de Mueller-Hinton.
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Foi observado ainda que 3% das estirpes de C. tropicalis e de C. krusei foram
resistentes tanto ao voriconazol como ao fluconazol.

Num estudo realizado em Portugal por Lopes da Silva (2013), na regido de Lisboa,
verificou-se que 5,9% dos isolados clinicos de C. albicans, 50% de C. glabrata e 33,3%
de C. tropicalis foram resistentes ao voriconazol. De acordo com outro estudo realizado
também em Portugal por Carvalho (2008), a partir de amostras de exsudados vaginais,
nenhum isolado apresentou qualquer resisténcia a este farmaco, demonstrando assim
uma elevada actividade do voriconazol contra os isolados clinicos resistentes ao
fluconazol. Este tipo de resultado, em que nenhum isolado apresenta resisténcia a este
antifungico, € incomum e ndo estd muito descrito nas outras publicacdes. No presente
estudo verificou-se a presenca de isolados resistentes ao voriconazol, ndo diferindo
muito do ndmero de isolados resistentes ao fluconazol. Esta semelhanca pode estar
relacionada com a resisténcia cruzada devido a similaridade da estrutura quimica desses
azllicos, pois os isolados resistentes ao fluconazol também podem apresentar

resisténcia ao voriconazol.

3.5.3 Susceptibilidade ao posaconazol

Posaconazol é um novo triazol com uma actividade antifngica e um largo espectro.
Nesta pesquisa foi muito activo contra as leveduras do género Candida, como esta
demonstrado no Anexo 7, tabela 4. Nos resultados obtidos, (Tabela 3.4) foi observado
que 83% das leveduras estudadas (81/98) foram identificados como susceptiveis a este
antifngico, 2% consideradas como susceptiveis dependente da dose (2/98) e 14% dos
isolados apresentaram resisténcia a este farmaco (14/98).

O antifingico posaconazol demonstrou ter boa actividade contra as estirpes
estudadas. Ainda relativamente a este farméco, os dois isolados susceptiveis
dependentes da dose pertencem a espécie C. albicans, tal como foi observado para o
voriconazol. Dos isolados de C. ndo-albicans, ndo se observou nenhum susceptivel
depende da dose. Apesar de este antifungico também ser um triazolico, C. krusei
mostrou ser susceptivel o posaconazol quando comparado & acgdo do fluconazol e do

voriconazol.
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Tabela 3.4: Percentagem dos perfis de susceptibilidade obtidos para o antifingico posaconazol.

e sonsier D eents
N° % N° % N° %
C. albicans 69 85 2 100 11 79
C. glabrata 3 4 0 0 1 7
C. lipolytica 1 1,2 0 0 0 0
C. parapsilosis 4 5 0 0 0 0
C. tropicalis 1 1,2 0 0 0 0
C. guilliermondii/ C. catenulata 0 0 0 0 1 7
C. pelliculosa 1 1,2 0 0 0 0
C. krusei 1 1,2 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae 11 1,2 0 0 0 0
Trichosporon asahii 0 0 0 0 1 7
Total 81 100 2 100 14 100

LAuséncia de crescimento no meio de Mueller-Hinton com o antiflingico posaconazol: amostra 62.

Para além de C. albicans, trés isolados pertencentes a espécies de C. ndo-albicans
mostraram ser resistentes a este farmaco. Num estudo realizado por Tietz (2010) numa
populacdo alemd, onde participaram 15 pacientes diagnosticadas com candidiase
vulvovaginal recorrente, 93% das pacientes (14/15) foram tratadas com sucesso com
posaconazol e 6,6% (1/15) mostrou ser resistente a este farmaco. Durante a presente
pesquisa notou-se que até agora, existem poucos estudos com dados clinicos que
suportam a eficacia do posaconazol no tratamento da candidiase vaginal. Portanto
devem ser realizados mais ensaios clinicos para aprofundar o conhecimento da accéo

antifngica deste farmaco no tratamento desta infecgéo.

3.5.4 Susceptibilidade a caspofungina

A caspofungina pertence a classe das equinocandinas, um antifingico que actua na
inibicdo da sintese da (1,3)-B-D-glucano, um polissacarideo componente essencial,
presente na estrutura da parede celular das leveduras (Murray et al. 2009). Em relacéo a
caspofungina, 82% dos isolados (80/98) mostraram ser susceptiveis a este antifingico,

4% (4/98) revelaram ser susceptiveis dependentes da dose e 26,5% dos isolados (13/98)
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apresentaram resisténcia. Um isolado, a amostra n°62, ndo cresceu no meio de cultura
do teste. Os valores dos diametros dos halos de inibicdo sdo apresentados no Anexo7,
Tabela 4. As percentagens de susceptibilidade determinada para cada uma das espécies,
esta demonstrada na Tabela 3.3.

A caspofungina demonstrou ter boa accdo antifungica em relagdo as diferentes
espécies de Candida, incluindo as estirpes resistentes aos azélicos. Nos resultados
obtidos notou-se que houve uma maior predominancia do perfil de susceptibilidade de
todas as espécies C. ndo-albicans em relacdo a este farmaco. A caspofungina foi mais
eficaz quando comparada com os outros trés farmacos anteriormente estudados. Um

isolado de S. cerevisiae mostrou ser sensivel em relacéo a este farmaco.

Tabela 3.3: Percentagem dos perfis susceptibilidade obtidos para o antiflingico caspofungina.

e sonsiver D dienes
N° % No % N© %
C. albicans 65 8125 4 100 13 100
C. glabrata 4 5 0 0 0 0
C. lipolytica 1 1,25 0 0 0 0
C. parapsilosis 4 5 0 0 0 0
C. tropicalis 1 1,25 0 0 0 0
C. guilliermondii/C. catenulata 1 1,25 0 0 0 0
C. pelliculosa 1 1,25 0 0 0 0
C. krusei 1 1,25 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae 11 1,25 0 0 0 0
Trichosporon asahii 1 1,25 0 0 0 0
Total 80 100 4 100 13 100

tAuséncia de crescimento no meio de Mueller-Hinton com o antifiingico caspofungina: amostra 62

De acordo com Murry (2009) a espécie Trichosporon asahii ndo € activa a
caspofungina. Mas no presente trabalho foi ser susceptivel ao farmaco em questdo. A
caspofungina, em relacdo aos isolados de C. albicans resistentes e susceptiveis
dependentes da dose aos outros antifungicos, mostrou ter uma eficacia superior. Durante

a pesquisa notou-se uma falta de publicacbes de estudos de casos de candidiase

93



Resultados e Discussao

vulvovaginal tratadas com caspofungina e, deste modo, ndo foi possivel fazer uma
comparagdo dos resultados obtidos com os publicados por outros autores. Os resultados
obtidos reforcam a importancia da realizacdo de programas de estudos epidemioldgicos

para comprovacao do perfil susceptibilidade em relacdo aos novos antifingicos.

3.5.5 Comparacdao dos perfis de susceptibilidade aos antifungicos

Comparando os perfis de susceptibilidade obtidos para os quatro antifungicos
estudados, de uma forma global observou-se que um elevado nimero de isolados era
susceptivel. Tal como em outros trabalhos, os isolados susceptiveis dependentes da dose
em relacdoao fluconazol ao voriconazol ndo foram muito frequentes, tanto para
C. albicans como para C.ndo-albicans. Em relacdo ao posaconazol e acaspofungina,
para além de ter sido detectado um numero reduzido de isolados susceptiveis depende
da dose, todos C. albicans, também se detectou uma baixa percentagem de isolados
resistentes. A espécie C. krusei foi resistente em ambos azoéis fluconazol e voriconazol e
oposaconazol apesar de pertencer a classe os azélicos, mostrou ser activo em relacéo a
C. krusei. A caspofungina, pertencente & classe das equincondinas, demonstrou ter boa
actividade em relacdo aos antifungicos fluconazol, voriconazol e posaconazol em
relacdo aos isolados Candida, tanto C. albicans como C. ndo-albicans.

A variagdo dos diametros das zonas de inibicdo para cada um dos antifangicos foi de
6 a 48 mm para o fluconazol, de 6 a 50 mm para o voriconazol, de 4 a 35 mm para a
caspofungina e de 6 a 45 mm para o posaconazol. Como resultado, as CMI variaram
entre <0,25 a 78 pg/ml para o fluconazol e 0,01 a 4,9 pg/ml para o voriconazol. Para a
caspofungina e o posaconazol ainda ndo ha valores de CMI estabelecidos.

Do total de isolados, 7% dos isolados da espéecie C. albicans (7/98) apresentaram
multi-resisténcia aos quatro farmacos azolicos e a equinocadina. Como se sabe a multi-
resisténcia dos farmacos in vivo e in vitro ocorre quando pelo menos dois diferentes
mecanismos de resisténcia coexistentes conferem resisténcia ha dois ou mais compostos
quimcos néo relaciondos. Na medicina esse mecanismo é conhecido como Resisténcia a
Multiplas Drogas (MDR) e é responsavel pelo fracasso terapéutico de uma ampla gama
de agentes anti-fangicos. De acordo Murray et al. (2009) e Mario (2012) os principais
factores das falhas terapéuticas em relacdo a terapéutica com antifingicos sdo 0s

seguintes:
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a) Dose inadequada ou uma modificacdo na quantidade ou na qualidade da enzima-
alvo, acesso reduzido do farmaco ao alvo, ou uma combinacdo de ambos;

b) Absorcéo, distribuicdo ou metabolismo deficiente;

c) Interaccbes medicamentosas do hospedeiro, entre a droga e 0 agente patogénico;

d) Super expressdo da bomba de efluxo;

e) Super expressdo do gene ERG11. Também pode haver pontos de mutagdes nos
genes ERG11 e FKSL1.

Existem ainda outros factores clinicos que contribuem para o desenvolvimento de
resisténcias como factores locais que interferem na acgdo do antifungico como
formacdo de biofilmes pelo microrganismo ou uma depressdo severa do sistema
imunoldgico em pacientes portadoras do virus imunodeficiéncia humana também pode
ser responsavel pelo fracasso da terapéutica pois, para a erradicagcdo da infeccéo,
também é necessario um bom funcionamento dos leucdcitos polimorfonucleares e das
células mediadoras de imunidade (Mario, 2012). Quando ha& varios mecanismos que
contribuem para resisténcia, sao necessarias diversas doses para obter informacdo
suficiente gerar relagOes significativas dose/resposta, ou outros testes de sensibilidade
como é o caso da microdiluicao.

De acordo com Murray et al. (2009) os testes de susceptibilidade aos antifingicos
sdo, por um lado, Uteis para determinar a actividade relativa de um ou mais antifungicos
em relacdo ao agente patogénico que esta a causar a infeccdo e, por outro, para auxiliar
na escolha do antifingico mais apropriado para o tratamento das diferentes formas de
infeccdo.

Em decorréncia da sua simplicidade sugere-se que, 0 método de Kirby-Bauer, com a
aplicacdo discos impregnados de antifingico e sua difusdo em meio de cultura, possa
ser uma ferramenta 0til nos laboratérios de microbiologia clinica na avaliacdo da
susceptibilidade das leveduras em relacdo aos antifungicos. Pode tornar-se muito
comum na rotina laboratorial por possuir boa eficacia, apresentar um baixo custo e
facilidade de execucdo. Uma das limitacOes deste teste € a possibilidade de aplicacéo
inicial de um indculo demasiado denso que pode vir a influenciar, posteriormente, 0s

resultados.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Na ultima década, tem-se avangado muito na aplicacdo de técnicas de biologia
molecular no que concerne a identificacdo molecular de Candida spp. Na presente
pesquisa a determinacdo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas das leveduras do
género Candida permitiram uma correcta identificacdo das diferentes espécies. O
principal objectivo deste trabalho consistia na deteccdo e identificagdo répida e
especifica de diferentes espécies de leveduras de interesse médico do genero Candida
presentes em amostras clinicas de exsudados vulvovaginais e no estudodos padrdes de
resisténcia aos farmacos antifungicos e, no final, todos estes objectivos inicialmente
tragados foram alcangados.

Dado que estes agentes etioldgicos sdo a maior causa de infec¢do fangica no ser
humano, torna-se fundamental conhecer melhor as diferentes formas de detectar a
presenca das leveduras do género Candida em amostras biol6gicas. Na presente
pesquisa participaram pacientes em idade fértil com factores de risco e manifestaces
clinicas de candidiase vulvovaginal. Em relacdo a colheita e transporte das amostras
foram utilizadas zaragatoas esterilizadas e meio de transporte adequado para manter as
amostras vidveis por um longo periodo de tempo. Na realidade,a utilizacdo deste
material foi imprescindivel para a conservacdo e transporte das amostras bioldgicas
desde o Hospital Maternidade Irene Neto de Huila, Angola para o laboratério de
Micologia do Instituto de Higiene e Medicina Tropical em Lisboa. Das 159 amostras
recolhidas, apenas 98 tiveram cultura positiva de Candida sp. confirmando deste modo
candidiase vulvovaginal.

Candida. albicans foi a espécie mais prevalente, embora as espécies C. ndo-albicans
estejam a aumentar de frequéncia. Em relacdo a estas ultimas, houve nesta pesquisa uma
frequéncia elevada das espécies C. parapsilosis e C. glabrata (4%). Para uma
identificacdo econdémica e acessivel de C. albicans, a prova do tubo germinativo
mostrou ser eficaz e aplicavel em laboratorios com recursos limitados. No entanto é de
realgar que se observou uma taxa mais elevada de falsos negativos (14,6%) do que a

que estd descrita na literatura, ou seja, de leveduras da espécie C. albicans ndo
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formadoras de tubo germinativo. Para a identificagdo bioquimica utilizou-se a galeria
ID32C® e verificou-se uma excelente eficacia com esta técnica.

O meio de EMB adicionado ou ndo de Tween 80 mostrou ser util na identificacdo
das espécies atraves da observacao das caracteristicas micromorfolégicas das leveduras,
incluindo nos trés isolados que ndo pertenciam ao género Candida.

Os métodos moleculares apresentaram-se como sendo métodos rapidos, praticos e
eficazes, principalmente na deteccdo de infeccBes mistas. Devido a sensibilidade e
especificidade das reaccdes de PCR desde que haja primers especificos, também foi
possivel identificar C. africana, uma nova variante da C. albicans.

Os testes de susceptibilidade aos antifungicos devem ser utilizados, mesmo que néao
facam parte da rotina laboratorial, pois permitirdo a escolha do farmaco adequado e da
dose ideala serem usada para cada paciente com base em critérios farmacologicos,
evitando-se a administracdo de dose excessiva ou errada e, consequentemente efeitos
colaterais como, por exemplo, a seleccdo de microrganismos resistentes (Giolo &
Svidzinski, 2010). A maioria parte dos isolados clinicos estudados apresentaram, de
uma forma geral, uma boa susceptibilidade aos quatro antifungicos testados. Todavia a
espécie C. albicans, apesar de ser a mais prevalente, apresentou uma susceptibilidade
maiselevada em relagcdo aos fArmacos estudados. A monitorizacdo das amostras clinicas,
a cuidados na escolha e planificacdo dos protocolos adoptados, podem ser ferramentas
extremamente Gteis no sentido de diminuir as consequéncias da infeccdo causada por
Candida spp. A resisténcia ao fluconazol foi verificada em 28% isolados clinicos. Em
relagdo ao voriconazol, 33% dos isolados clinicos apresentaram resisténcia. Estes
resultados ja eram de esperar, pois tem sido largamente descrito que algumas espécies
de Candida ndo-albicans séo intrinsecamente resistentes aos azo6is. Em relacdo ao
posaconazol e a caspofungina observou-se uma baixa percentagem de resisténcias (14%
e 13%, respectivamente). Foi igualmente observada multirresisténcia em sete isolados
clinicos, face aos quatro antifingicos sugerindo-se a necessidade efectuar o estudo dos
mecanismos de resisténcia destes isolados, incluindo os genes associados a resisténcia.
Neste contexto, reforgamos a necessidade de realizar mais pesquisas mais aprofundadas
para a avaliacdo da susceptibilidade in vitro das leveduras aos farmacos antifngicos.

Finalmente, & preciso aumentar a divulgacdo sobre a etiologia da candidiase

vulvovaginal quer entre a populacdo em geral, quer entre os profissionais de saude da
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provincia de Huila e estabelecer programas eficazes de farmaco-vigilancia ligados a
determinagdo da susceptibilidade in vitro das leveduras Candida sp. no Hospital
Maternidade Irene Neto a fim de procurar controlar melhor o nimero e a gravidade dos
casos de candidiase vulvovaginal.

Futuramente, serd importante dar continuidade a esta pesquisa devido a avaliagdo do
impacto que ela deve ter na comunidade lubanguense. Esta é a primeira pesquisa
realizada na provincia de Huila na tentativa melhorar as condicGes desta populacdo no
controlo e combate destas infec¢Ges causada por Candida spp. Deste modo, segundo
Neufeld (2009), o método de identificacdo mais adequado seré aquele que oferecer a
melhor correlagdo de resultados in vitro e in vivo.

Pensamos que no futuro, deverdo ser realizados estudos epidemioldgicos aplicando
novos métodos de diagnostico. Neste contexto, a implementacdo de novas técnicas, em
particular no laboratério do Hospital Maternidade Irene Neto, é de extrema importancia
pois facilitara a adaptacdo de novas estratégias para identificacdo, tratamento, controle e
prevencdo destas infeccBes, bem como acompanhar as alteracbes na ocorréncia e

distribuicédo das leveduras do longo do tempo.
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Anexo 1

MEDICINA
TROPICAL

LR KOVA 1Y 1A

Parecer n012-2012-TM sobre Protocolo de Estudo

Conselho de Etica do Instituto de Higiene ¢ Medicina Tropical

Titulo do Estudo: “Etiologia das infecg3es fingicas vaginais na regifo de Lubango, Huila, e
sua resisténcia a formacos antifiingicos”

Investigador principal: Esmeralda Clarisse Beth Sacato Jofio, no ambito da sua tese de

mestrado orientada pela Investigadora Maria da Luz Martins.

Promotor: Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Objectivo do estudo: O projecto situa-se na area do diagndstico da candidiase vaginal,
deteccio de estirpes resistentes aos farmacos antifingicos convencionais e avaliacdo da
sensibilidade in vifro a produtos naturais com potencial actividade antifiingica e a sua
realizagfo implica a colheita de aproximadamente uma centena de amostras bioldgicas

humanas.

Desenho do estudo: A analise da documentagfio enviada, revela um estudo genericamente
vélido, com um plano correctamente elaborado e adequado do ponto vista ético. O desenho é

consistente com os objectivos do estudo.

Conflito de interesses: N&o foi identificada a existéncia de conflito de interesses.

12
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(Continuacdo do anexo 1)

MEDICINA
TROPICAL

v KEVA Y IR0

Consentimento informado/ informacdo para o participante: A informag#o prestada a doente
no contexto do pedido de participagio e obtengfo de consentimento estd apresentada de forma
clara e sucinta. S&o salientados o objectivo do estudo e a sua relevancia, bem como o caracter

voluntario da participagdo e a salvaguarda do anonimato relativo a identidade dos individuos
envolvidos e resultados dos testes efectuados. O estudo foi aprovado pelo Directora Geral da
Maternidade Irene Neto do Lubango, local de colheita das amostras, e pelo Instituto Nacional

de Satde Publica, Ministério da Saide de Angola.

Conclusdo: Este Conselho considera assim aprovado o presente protocolo de estudo,

considerando-o eticamente valido e justificado.

Lisboa, 22 de Janeiro de 2013

Relatores:
Prof. Aida Esteves Simdes Prof. Doutor Gilles Dussault

GILLES DUSSAULT
Presldente do Conselho da Etlea

7

Rua da Junqueira, [00 « 1349-008 Lisboa o PORTUGAL e Tel 213 652600 o Fax 213 632105 o www.ihmtunl.pt

107



Anexos

Anexo 2-Modelo para Consentimento Informado

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Etiologia das infec¢Bes fungicas vaginais na regido de Lubango, Huila, e sua
resisténcia a farmacos antiflingicos

Eu, abaixo-assinada, (nome completo da doente)

declaro ndo ter participado em nenhum outro projecto de investigacdo nos ultimos
meses, tendo compreendido a explicacdo que me foi fornecida acerca do meu caso
clinico e da investigacdo que se tenciona realizar. Foi-me ainda dada oportunidade de

fazer as perguntas que julguei necessarias, e de todas obtive resposta satisfatoria.

Tomei conhecimento que a informacgdo ou explicacdo que me foi prestada versou os
objectivos, os métodos, os beneficios previstos, 0s riscos potenciais e o eventual
desconforto. Alem disso, foi-me afirmado que tenho o direito de recusar a todo o tempo
a minha participacdo no estudo, sem que isso possa ter como efeito qualquer prejuizo na

assisténcia que me é prestada.
Por isso, consinto que seja realizado o estudo proposto pelo investigador.

Data: / /201

Assinatura da doente:

O Investigador responsavel:

Nome:

Assinatura:
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Anexo 3 - Etiologia das infec¢fes fungicas vaginais na regido de Lubango, Huila, e

sua resisténcia a farmacos antifungicos

Questionario para as participantes do estudo

Parte 1
. Diabetes Alergias Doencas Doencas Cirurgias
No Nome Diabetes? I g HIV _Q (; I 9' .
pele anteriores actuais abdominais
Parte 2
. . N° Grupo Candidiase . .
N° | Nome | Idade |Gravidez| Etnia ) p . Tratamento | Sintomatologia
parceiros sanguineo anterior?
Parte 3
. . Consome Toma Usa roupa
N° | Nome | Fuma | Bebe | Anticonceptivo . o P Telefone
drogas? antibidticos? sintética?
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Anexos

Anexo 4, Tabela 1 - Observacdo em exame directo das amostras clinicas de
exsudados vaginais de pacientes do Hospital Maternidade Irene Neto, Huila,
Angola e isolamento das leveduras em cultura.

Exame Directo

Isolamento em cultura

Amostra

o o1 B W

10
11
12

13

14
15
16
17

18

19
20

21

22

23

Ne lab

127

128

129
130
131
132

133

134

135

136
137
138

139

140
141
142
143
144

145
146

147

148

149

KOH 20%

leveduras em gemulacdo, pseudofilamentos,
numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas, agrupadas, ovais e
redondas

numerosas leveduras redondas, pequenas e grandes
numerosas leveduras em gemulagdo e bactérias
numerosas bactérias

raras leveduras e numerosas bactérias

numerosas leveduras em gemulacdo e numerosas
bactérias

numerosas leveduras em gemulagdo soltas,
numerosas bactérias

numerosas leveduras em gemulagdo soltas e raras
bactérias

numerosas leveduras em gemulacdo e raras bactérias
numerosas bactérias

numerosas leveduras e numerosas bactérias
numerosas leveduras redondas e ovais, raras
bactérias

raras leveduras e numerosas bactérias

numerosas leveduras e raras bactérias

numerosas leveduras e raras bactérias

numerosas leveduras e humerosas bactérias

raras leveduras em gemulacdo soltas, numerosas
bactérias

numerosas leveduras e raras bactérias

numerosas leveduras soltas, agrupadas

numerosas leveduras soltas, NUMErosos
pseudofilamentos

numerosas leveduras soltas, pseudofilamentos,
numerosas bactérias

raras leveduras soltas, redondas,numerosas bactérias

Sabouraud + cloranfenicol
leveduras (isolamento3x) +

Penicillium sp.
Leveduras

Leveduras
Leveduras
leveduras (repetido 2x)

nao cresceu

Leveduras

Leveduras

Leveduras

Leveduras
Bactérias

ndo cresceu (repetido 2x)
Leveduras

nado cresceu (repetido 2x)
Leveduras
Leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)
Penicillium sp.

Leveduras

Leveduras

Leveduras

Leveduras

Bactérias
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(Continuagdo doAnexo 4 Tabela 1)

Exame Directo Isolamento em cultura

numerosas leveduras em gemulacdo soltas,
24 150 » Leveduras
numerosas bacterias

numerosas leveduras soltas, pseudofilamentos, raras
26 152 » Leveduras
bactérias

numerosas leveduras soltas, pseudofilamentos,
28 154 - Leveduras
numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas e poucos
30 156 ) Leveduras
pseudofilamentos

32 158 numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

numerosas  leveduras ovais e  redondas,
33¢g 150 ) . Leveduras
pseudofilamentos, raras bactérias

35 162 raras leveduras em gemulagdo, numerosas bactérias ~ Penicillium sp.

164 numerosas leveduras em gemulagdo soltas e leveduras

agrupadas, raras bactérias

39 166 numerosas leveduras, pseudofilamentos, raras leveduras

bactérias

41 168 numerosas leveduras em gemulagdo soltas, leveduras
numerosas bactérias
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(Continuacéo do Anexo 4 Tabela 1)

Exame Directo Isolamento em cultura

42 169 numerosas leveduras em gemulacdo soltas, leveduras

numerosas bactérias

44 171 raras leveduras soltas, numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

numerosas leveduras em gemulagdo  soltas,
46 173 » leveduras
numerosas bactérias

numerosas leveduras em gemulacdo soltas e
48 175 . leveduras
agrupadas, raras bactérias

50 177 numerosas leveduras soltas, ovais, numerosas leveduras
bactérias

51mg 179 numerosas leveduras soltas, pseudofilamentos, leveduras

numerosas bactérias

53 181 numerosas leveduras soltas e agrupadas, numerosos leveduras

pseudofilamentos

55 183 numerosas levedura em gemulagdo, soltas, redondas  leveduras

185 raras leveduras em gemulaclo soltas, numerosas bactérias
bactérias

59 187 numerosas bactérias bactérias

61 189 numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)
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(Continuacéo do Anexo 4 Tabela 1)

Exame Directo Isolamento em cultura

numerosas leveduras em gemulagdo  soltas, leveduras

numerosas bactérias

numerosas  leveduras  soltas, pseudofilamentos, leveduras
numerosos pseudofilamentos

66 194 numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

68 196 leveduras, soltas e redondas, pseudofilamentos, leveduras
numerosas bactérias

70 198 raras leveduras, numerosas bactérias Rhodotorula sp.

72 200 raras leveduras e numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

74 202 leveduras em gemulacéo, numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

76 204 numerosas leveduras ovais, numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

78 206 leveduras, soltas e redondas, numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

80 208 raras leveduras, soltas e redondas, numerosas bactérias  néo cresceu (repetido 2x)

82 210 numerosas bactérias ndo cresceu (repetido 2x)

84 212 numerosas leveduras, soltas, pseudofilamentos, leveduras
numerosas bactérias
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(Continuacéo do Anexo 4 Tabela 1)

Anexos

Exame Directo

Isolamento em cultura

Amostra

86

87

88

89

90

91
92
93

94

95
96
97

98

99

100
101
102
103
104

105
106

107
108

Ne lab

214

215

216

217

218

219
220
221

222

223
224
225

226

227

228
229
230
231
232

233
234

235
236

KOH 20%

numerosas leveduras em gemulacédo soltas e agrupadas
em trés

numerosas leveduras em gemulagdo, soltas, redondas,

pseudofilamentos

numerosas leveduras em gemulagéo, soltas e redondas,
pseudofilamentos

leveduras em gemulagdo, pseudofilamentos, numerosas
bactérias

numerosas leveduras em gemulacdo soltas, numerosas
bactérias

raras leveduras soltas, numerosas bactérias

numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas, redondas
pseudofilamentos, raras bactérias

numerosas leveduras soltas, agrupadas,

pseudofilamentos, raras bactérias
raras leveduras soltas e redondas, numerosas bactérias

numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas, redondas
pseudofilamentos, raras bactérias

numerosas leveduras soltas e redondas, numerosas
bactérias

numerosas leveduras soltas, redondas e numerosas
bactérias

numerosas bactérias

numerosas bactérias
numerosas leveduras soltas, redondas, raras bactérias
raras leveduras, redondas, numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas, redondas
pseudofilamentos, raras bactérias
numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas, redondas pseudohifas,
raras bactérias
leveduras soltas, redondas, ovais, numerosas bactérias

numerosas leveduras com 3 a 4 gémulas agrupadas,
raras bactérias

Sabouraud + cloranfenicol

leveduras

leveduras

leveduras

Penicillium sp.

leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)
bactérias

leveduras

leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)
ndo cresceu (repetido 2x)

leveduras

leveduras

leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)
nado cresceu (repetido 2x)
leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)

leveduras

nado cresceu (repetido 2x)

leveduras

leveduras

leveduras
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(Continuacéo do Anexo 4 Tabela 1)
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Exame Directo

Isolamento em cultura

Amostra

109

110

111
112
113
114

115

116

117

118
119
120

121

122

123
124
125
126
127
128
129

130

131
132

Ne lab

237

238

239
240
241
242

243

244

245

246
247
281

282

283

284
285
286
287
288
289
290

291

292
293

KOH 20%

numerosas leveduras em gemulacdo agrupadas, raras
bactérias
numerosas
bactérias
raras leveduras soltas, numerosas bactérias

leveduras e pseudofilamentos, raras

leveduras redondas e soltas, numerosas bactérias
levedura com 3 a 4 gémulas, agrupadas, raras bactérias

leveduras redondas e soltas, pseudohifas, numerosas
bactérias
leveduras em gemulagéo, pseudofilamentos, numerosas
bactérias

numerosas leveduras redondas e soltas, numerosas
bactérias
numerosas leveduras soltas, redondas, numerosas
bactérias

raras leveduras soltas, numerosas bactérias
raras leveduras em gemulagdo, numerosas bactérias

numerosas leveduras soltas e redondas numerosas
bactérias
numerosas
bactérias

numerosas leveduras pequenas, numerosas bactérias

leveduras soltas e redondas numerosas

numerosas leveduras com micélio, numerosas bactérias
raras leveduras em gemulacéo, numerosas bactérias
numerosas bactérias

numerosas bactérias

numerosas bactérias

numerosas leveduras ovais, numerosas bactérias

leveduras soltas, agrupadas, cada célula tem duas
gémulas
leveduras, pseudofilamentos e micélio,
bactérias
leveduras soltas, agrupadas, numerosas bactérias

numerosas

leveduras redondas,
numerosas bactérias

numerosos pseudofilamentos,

Sabouraud + cloranfenicol

leveduras

leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)
leveduras
leveduras

leveduras

leveduras (isolamento3x) +
Penicillium sp.
leveduras

leveduras

ndo cresceu (repetido 2x)
Penicillium sp.

leveduras

leveduras

levedura (isolamento 3x) +
Rhodotorula sp.
leveduras

nado cresceu (repetido 2x)
nado cresceu (repetido 2x)
bactérias
leveduras
leveduras

leveduras

leveduras(isolamento1x)+nu
merosas bactérias
leveduras

leveduras(isolamento1x)+nu
merosas bactérias
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(Continuacéo do Anexo 4 Tabela 1)

Exame Directo Isolamento em cultura

133 294 raras leveduras em gemulag&o, numerosas bactérias Penicillium sp.

135 296 raras leveduras soltas numerosas bactérias leveduras

137 298 leveduras  gemulagdo em agrupadas , numerosas n&o cresceu (repetido 2x)
bactérias

139 300 numerosas leveduras em gemulagéo soltas, numerosas leveduras
bactérias

141 302 leveduras em gemulagdo, pseudofilamentos, numerosas leveduras
bactérias

143 304 numerosas leveduras em gemulacéo soltas, numerosas leveduras
bactérias

145 306 numerosas bactérias leveduras

147 308 numerosas bactérias nao cresceu

149 310 raras leveduras soltas, numerosas bactérias nao cresceu

151 312 numerosas bactérias bactérias

153 314 numerosas leveduras em gemulaco soltas, numerosas leveduras
bactérias

155 316 numerosas bactérias nao cresceu
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(Continuacéo do Anexo 4 Tabela 1)

Anexos

Exame Directo

Isolamento em cultura

KOH 20%

rara leveduras em gemulacdo, pseudofilamentos,

numerosas bactérias

numerosas leveduras em gemulacéo, pseudofilamentos,

numerosas bactérias
numerosas bactérias

Sabouraud + cloranfenicol

Penicillium sp.

leveduras

nao cresceu
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Anexo 5, Tabela 2 - Morfologia macroscopica e microscopica dos isolados clinicos
provenientes dos exsudados vaginais de pacientes observadas no Hospital
Maternidade Irene Neto, Huila, Angola.

Morfologia das colonias

Amostra
1

© 0O N o o B W N

e I I =
o 0o A W N B O

17

18
19

20

21

22
23
24
25

26

N° lab
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

143

144
145

146

147

148
149
150
151

152

Exame macroscopico
cremosa branca; pulverulenta verde
cremosa, plana, opaca, branca
cremosa, plana, lisa, branca
cremosa, plana, lisa, branca
brilhante, mucosa
brilhante, mucosa
cremosa, plana, lisa, branca
cremosa, plana, lisa, branca
cremosa, plana, lisa, branca
cremosa, plana, lisa, branca
brilhante, mucosa
brilhante, mucosa
cremosa, plana, lisa, branca
brilhante, mucosa
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
seca, fissurada, irregular,
pulverulenta, verde
brilhante, mucosa

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, brilhante, plana, opaca,
lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucosa

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

Exame microscépico
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulagéo
leveduras em gemulacédo
leveduras em gemulagéo

numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo
Penicillium sp.

numerosas bactérias
leveduras em gemulacédo
Levedura em gemulacdo e
pseudofilamentos
leveduras em gemulacéo e
bactérias
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo e

pseudofilamentos
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(Continuagdo doAnexo 5 Tabela2)

Anexos

Morfologia das col6nias

Amostra

27

28

29

30

31
32
33pm
33g
34
35
36

37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

50

51p

Ne lab

153

154

155

156

157
158
159
160
161
162
163

164

165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

177

178

Exame macroscépico

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide

brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide

brilhante, mucoide
cremosa, mucoide, himida, opaca,

lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide

brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide

rugosa, fisurada, irregular creme

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

Exame microscépico
leveduras em gemulacéo e
pseudofilamentos
leveduras em gemulacédo ovais e
pseudofilamentos
leveduras em gemulacéo e
pseudofilamentos
leveduras em gemulacéo e
pseudofilamentos
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo

numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacédo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacédo

leveduras em gemulagéo

numerosas bactérias

numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacédo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacédo ovais e
redondas

leveduras em gemulagéo
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(Continuagdo doAnexo 5 Tabela2)

Anexos

Morfologia das colénias

Amostra

51mg
52
53
54

55

56

57
58
59
60

61

62
63
64
65
66

67
68
69

70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

N° lab

179
180
181
182

183

184

185
186
187
188

189

190
191
192
193
194

195

196

197

198
199
200
201
202
203
204
205
206
207

Exame macroscopico
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
mucoide, irregular, rosa-laranja,
branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
mucoide, irregular, rosa-laranja,
branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

Exame microscopico
leveduras em gemulacdo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo

numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo e
pseudofilamentos
leveduras em gemulacéo e
pseudofilamentos
numerosas bactérias
numerosas bactérias
numerosas bactérias

numerosas bactérias
Rhodotorula + bactérias

leveduras em gemulagéao
numerosas bactérias
leveduras em gemulagéao
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacdo ovais
e raras bactérias

leveduras em gemulacéo
Rhodotorula + bactérias

numerosas bactérias
leveduras em gemulagéo
numerosas bactérias
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulagéo
numerosas bactérias

leveduras em gemulacédo
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Amostra

80
81

82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

Ne lab

208
209

210
211

212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235

Exame macroscopico
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide

brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

Exame microscépico
numerosas bactérias
numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulagéo

leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulagéo
leveduras em gemulacédo
leveduras em gemulagéao
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulagéo
leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias

leveduras em gemulacédo
numerosas bactérias

leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulacéo
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Amostra

108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

127

128

129

130
131
132
133
134

N° lab

236
237
238
239
240
238
239
240
241
242
243
244
281
282
283
284
285
286
287

288

289

290

291
292
293
294
295

Exame macroscopico

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

brilhante, mucoide

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
bactérias brilhante
bactérias brilhante

bactérias brilhante
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca

Exame microscépico

leveduras em gemulacédo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacdo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéao
leveduras em gemulacéo

leveduras em gemulagéo
numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
numerosas bactérias

numerosas bactérias

leveduras em gemulacéo
+ovais e redondas

leveduras em gemulacédo

leveduras em gemulagéo

leveduras em gemulacédo
leveduras em gemulacéo
leveduras em gemulagéo
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéo
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135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320

cremosa, plana, opaca, lisa, branca

cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide
cremosa, plana, opaca, lisa, branca
brilhante, mucoide

leveduras em gemulagéo
leveduras em gemulacéo
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéao
numerosas bactérias
leveduras em gemulacéao
leveduras em gemulacédo
leveduras em gemulacéao
leveduras em gemulacédo
numerosas bactérias
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacédo
numerosas bactérias
numerosas bactérias
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulagéao
numerosas bactérias
numerosas bactérias
leveduras em gemulacédo
numerosas bactérias
leveduras em gemulagédo
numerosas bactérias
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Anexo 6, Tabela 3 - Identificacdo laboratorial dos isolados clinicos por métodos
convencionais (Teste da Blastese e APl ID 32C®) e métodos moleculares (PCR
multiplex e RFLP da regi&o ITS do rDNA).

Ne Teste da PCR
Amostra . PCR-RFLP API ID 32C®  gene HWPI
lab Blastese multiplex

|

2 128 C.albicans

4 130 C.albicans

7 133 C.albicans

9 135 C.albicans

13 139 negativo inespecificos  C. guilliermondii C. catenulata

16 142 C.albicans

20 146 C.albicans

22 148 C.albicans

26 152 C.albicans C. africana

28 154 C.albicans

30 156 C.albicans
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(Continuagdo doAnexo 6 Tabela 3)

Ne Teste da PCR
Amostra . PCR-RFLP API ID 32C®  gene HWPI
lab Blastese multiplex

|

34 161 C.albicans

38 165 C.albicans

40 167 C.albicans

42 169 C.albicans C. africana

46 173 C.albicans

48 175 negativo inespecificos inespecificos C. lipolytica

51p 178 negativo C.parapsilosis

52 180 C.albicans

55 183 C. albicans

62 190 negativo inespecificos inespecificos S. cerevisiae

65 193 negativo C.glabrata

68 196 negativo C.parapsilosis

75 203 negativo C.albicans
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(Continuagdo do Anexo 6 Tabela 3)

Ne Teste da PCR
Amostra . PCR-RFLP API ID 32C®  gene HWPI
lab Blastese multiplex

|

83 211 C.albicans

85 213 negativo C. albicans

87 215 negativo C.albicans

90 218 C. albicans

94 222 C. albicans

98 226 C. albicans

102 230 negativo C.albicans

106 234 negativo C. albicans

108 236 C. albicans

110 238  C. albicans

113 241 C. albicans

115 240 C. albicans

117 242 negativo C. glabrata

121 282 C. albicans
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(Continuagdo do Anexo 6 Tabela 3)

N° Teste da PCR
Amostra . PCR-RFLP API ID 32C®  gene HWPI
lab Blastese multiplex

|

123 284 C. albicans C. africana

128 289 C. albicans

130 291 C. albicans

132 293 negativo inespecificos C. glabrata

135 296 C. albicans

139 300 negativo C. albicans

143 304 C. albicans

146 307 C. albicans

153 314 C. albicans

158 320 C. albicans
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Anexo 7, Tabela 4 - Resultados obtidos com o teste de susceptibilidade aos
antifungicos pelo método de Kirby-Bauer (CLSI, norma M44-A) com todos 0s
isolados clinicos incluidos neste trabalho.

Fluconazol Voriconazol Caspofungina Posaconazol

Amostra  N° %] CMI  Susceptibilidade @ CMI  Susceptibilidade @  Susceptibilidade &  Susceptibilidade

lap halo halo halo halo
pg/mL pg/mL
1 127 29 1,8 Sensivel 30 0,06 Sensivel 21 Sensivel 26 Sensivel
2 128 20 0,32 Sensivel 21  <0,01 Sensivel 25 Sensivel 35 Sensivel
3 129 37 0,25 Sensivel 42 <0,01 Sensivel 32 Sensivel 42 Sensivel
4 130 27 3 Sensivel 28 0,03 Sensivel 33 Sensivel 21 Sensivel
5 131 31 1,1 Sensivel 36 0,02 Sensivel 23 Sensivel 33 Sensivel
7 133 31 1,1 Sensivel 31 0,05 Sensivel 18 Sensivel 23 Sensivel
8 134 n&o cresceu ndo cresceu 22 Sensivel 37 Sensivel
9 135 28 2,4 Sensivel 33 0,03 Sensivel 47 Sensivel 28 Sensivel
10 136 42 <0,25 Sensivel 43  <0,01 Sensivel 15 SDD 12 Resistente
13 139 25 14 Sensivel 42 0,08 Sensivel 40 Sensivel 6 Resistente
15 141 6 >165 Resistente 6 <0,01 Resistente 11 Resistente 12 Resistente
16 142 47 <025 Sensivel 6 <0,01 Resistente 15 SDD 20 Sensivel
19 145 27 3 Sensivel 28 0,1 Sensivel 22 Sensivel 37 Sensivel
20 146 27 3 Sensivel 31 0,05 Sensivel 25 Sensivel 40 Sensivel
21 147 32 5 Sensivel 37 0,06 Sensivel 21 Sensivel 46 Sensivel
22 148 31 3,9 Sensivel 34 0,15 Sensivel 20 Sensivel 43 Sensivel
24 150 31 3,9 Sensivel 33 0,15 Sensivel 24 Sensivel 40 Sensivel
26 152 48 <025 Sensivel 50 >6,1 Sensivel 16 Resistente 47 Sensivel
27 153 31  >165 Sensivel 36 0,15 Sensivel 25 Sensivel 30 Sensivel
28 154 36 0,32 Sensivel 38  <0,01 Sensivel 21 Sensivel 31 Sensivel
29 155 38 <0,25 Sensivel 42 <0,01 Sensivel 25 Sensivel 32 Sensivel
30 156 33 0,68 Sensivel 34 0,03 Sensivel 24 Sensivel 31 Sensivel
33pm 159 27 3 Sensivel 31 0,05 Sensivel 33 Sensivel
33g 160 29 18 Sensivel 35 0,02 Sensivel 20 Sensivel 34 Sensivel
34 161 6 >165 Resistente 6 >6,1 Resistente 6 Resistente 6 Resistente
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Fluconazol Voriconazol Caspofungina Posaconazol
Amostra  N° 1] CMI  Susceptibilidade @ CMI  Susceptibilidade @  Susceptibilidade @&  Susceptibilidade
lap halo halo halo halo
pg/mL pug/mL
37 164 37 <025 Sensivel 41  <0,01 Sensivel 24 Sensivel 33 Sensivel
38 165 30 1,4 Sensivel 31 0,05 Sensivel 29 Sensivel 35 Sensivel
39 166 30 1,4 Sensivel 28 0,1 Sensivel 20 Sensivel 34 Sensivel
40 167 29 1,8 Sensivel 31 0,05 Sensivel 24 Sensivel 31 Sensivel
41 168 13 100 Resistente 10 >6,1 Resistente 6 Resistente 25 Sensivel
42 169 34 0,53 Sensivel 6 >6,1 Resistente 15 SDD 18 Sensivel
43 170 31 1,4 Sensivel 40 0,05 Sensivel 25 Sensivel 25 Sensivel
46 173 28 2,4 Sensivel 33 0,03 Sensivel 8 Resistente 23 Sensivel
47 174 15 2,4 Resistente 14 0,03 Resistente 22 Sensivel 24 Sensivel
48 175 12 129 Resistente 13 22 Resistente 17 Sensivel 19 Sensivel
50 177 16 47 SDD 22 0,33 Sensivel 21 Sensivel 7 Resistente
51p 178 21 14 Sensivel 37  <0,01 Sensivel 10 Resistente 35 Sensivel
51lmg 179 27 3 Sensivel 31 0,05 Sensivel 24 Sensivel 24 Sensivel
52 180 37 <0,25 Sensivel 45  <0,01 Sensivel 28 Sensivel 37 Sensivel
53 181 39 <0,25 Sensivel 38  <0,01 Sensivel 25 Sensivel 33 Sensivel
55 183 38 <0,05 Sensivel 42 <0,01 Sensivel 24 Sensivel 37 Sensivel
56 184 35 0,41 Sensivel 45  <0,01 Sensivel 6 Resistente 35 Sensivel
62 190 n&o cresceu ndo cresceu 33 Sensivel 37 Sensivel
64 192 38 <0,25 Sensivel 39  <0,01 Sensivel 28 Sensivel 32 Sensivel
65 193 20 17 Sensivel 31 0,11 Sensivel 30 Sensivel 33 Sensivel
67 195 34 0,553 Sensivel 38 <0,01 Sensivel 24 Sensivel 27 Sensivel
68 196 6 >165 Resistente 11 3,3 Resistente 20 Sensivel 27 Sensivel
71 199 16 47 SDD 8 >6,1 Resistente 25 Sensivel 34 Sensivel
75 203 6 >165 Resistente 15 1,4 Resistente 31 Sensivel 31 Sensivel
77 205 6 <025 Resistente 6 <0,01 Resistente 31 Sensivel 32 Sensivel
79 207 15 22 Resistente 6 >6,1 Resistente 6 Resistente 6 Resistente
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Fluconazol Voriconazol Caspofungina Posaconazol
Amostra  N° 1] CMI  Susceptibilidade @ CMI  Susceptibilidade @  Susceptibilidade @&  Susceptibilidade
lab halo halo halo halo
pg/mL pg/mL

83 211 31 1,1 Sensivel 37 <0,01 Sensivel 22 Sensivel 31 Sensivel
84 212 30 1,4 Sensivel 35 0,02 Sensivel 23 Sensivel 36 Sensivel
85 213 22 0,68 Sensivel 42 0,27 Sensivel 27 Sensivel 42 Sensivel
86 214 34 11 Sensivel 39 <0,01 Sensivel 28 Sensivel 30 Sensivel
87 215 30 0,53 Sensivel 31 <0,01 Sensivel 23 Sensivel 35 Sensivel
88 216 30 14 Sensivel 27 0,12 Sensivel 25 Sensivel 30 Sensivel
90 218 19 22 Sensivel 16 1,2 | 24 Sensivel 35 Sensivel
93 221 27 3 Sensivel 30 0,06 Sensivel 23 Sensivel 34 Sensivel
94 222 34 054 Sensivel 34 0,03 Sensivel 28 Sensivel 34 Sensivel
97 225 31 1,1 Sensivel 34 0,03 Sensivel 21 Sensivel 31 Sensivel
98 226 8 >165 Resistente 11 3,3 Resistente 23 Sensivel 29 Sensivel
99 227 6 0,53 Resistente 13 2,2 Resistente 31 Sensivel 32 Sensivel
102 230 16 >165 Resistente 10 4 Resistente 10 Resistente 19 Sensivel
104 232 17 37 SDD 10 4 Resistente 22 Sensivel 31 Sensivel
106 234 11 >165 Resistente 34 0,02 Sensivel 25 Sensivel Sensivel
107 235 9 >165 Resistente 6 >6,1 Resistente 27 Sensivel 35 Sensivel
108 236 15 <0,25 SDD 7 >6,1 Resistente 24 Sensivel 26 Sensivel
109 237 40 0,53 Sensivel 47 4 Sensivel 30 Sensivel 39 Sensivel
110 238 34 053 Sensivel 10 4,9 Resistente 22 Sensivel 30 Sensivel
112 240 34 0,53 Sensivel 9 4,9 Resistente 24 Sensivel 31 Sensivel
113 241 7 >165 Resistente 7 >6,1 Resistente 4 Resistente 25 Sensivel
114 239 6 >165 Resistente 12 2,6 Resistente 19 Sensivel 21 Sensivel
115 240 13 100 Resistente 16 1,2 | 28 Sensivel 16 SDD
116 241 6 >165 Resistente 8 >6,1 Resistente 27 Sensivel 15 SDD
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Fluconazol Voriconazol Caspofungina Posaconazol
N CMI CMI & &
Amostra lab  halo Susceptibilidade halo Susceptibilidade halo Susceptibilidade halo Susceptibilidade
pg/mL pg/mL
117 242 7 >165 Resistente 6 >6,1 Resistente 21 Sensivel 8 Resistente
120 281 6 >165 Resistente 7 >6,1 Resistente 12 Resistente 13 Resistente
121 282 31 1,1 Sensivel 8 >6,1 Resistente 25 Sensivel 21 Sensivel
122 283 6 >165 Resistente 6 >6,1 Resistente 21 Sensivel 10 Resistente
123 284 6 >165 Resistente 6 >6,1 Resistente 10 Resistente 6 Resistente
127 288 21 14 Sensivel 14 0,62 Sensivel 25 Sensivel 19 Sensivel
128 289 34 0,53 Sensivel 13 0,05 Resistente 27 Sensivel 13 Resistente
129 290 35 0,41 Sensivel 32  <0,01 Sensivel 27 Sensivel 32 Sensivel
130 291 29 1,8 Sensivel 26 0,05 Sensivel 24 Sensivel 26 Sensivel
131 292 38 <0,25 Sensivel 39 <0,01 Sensivel 35 Sensivel Sensivel
132 293 29 100 Sensivel 24 1,2 Sensivel 24 Sensivel 29 Sensivel
134 295 13 100 Resistente 16 1,2 Resistente 31 Sensivel 45 Sensivel
135 296 37 <0,25 Sensivel 40 <0,01 Sensivel 24 Sensivel 27 Sensivel
136 297 37 <025 Sensivel 34 0,02 Sensivel 26 Sensivel 34 Sensivel
139 300 6 >165 Resistente 35 3,3 Sensivel 26 Sensivel 37 Sensivel
141 302 27 >165 Sensivel 37 33 Sensivel 17 Sensivel 6 Resistente
144 305 39 3 Sensivel 32 <0,01 Sensivel 11 Resistente 32 Sensivel
145 306 27 3 Sensivel 12 2,6 Sensivel 27 Sensivel 42 Sensivel
146 307 37 <0,2 Sensivel 38 <0,01 Sensivel 33 Sensivel 38 Sensivel
148 309 19 22 Sensivel 38 1,4 Sensivel 26 Sensivel 38 Sensivel
153 314 14 78 Resistente 15 1,4 Intermédio 22 Sensivel 38 Sensivel
156 317 8 >165 Resistente 6 >6,1 Resistente 11 Resistente 6 Resistente
158 319 8 >165 Resistente 7 >6,1 Resistente 26 Sensivel 6 Resistente
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