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RESUMO

Candidemia ¢ a quarta infecgdo sanguinea mais importante, sendo Candida albicans a espécie
mais comumente isolada. Este estudo teve como objetivos identificar Candida spp. utilizando o
meio CHROMagar® Candida e comparar com a identificacdo por microcultivo. Um total de 295
leveduras foram isoladas de sangue e urina de pacientes atendidos no Ceara, coletadas entre 2007
e 2009. As cepas foram semeadas em CHROMagar® Candida e as placas foram incubadas a
37°C por 24 a 72 horas antes da analise. Depois uma col6nia foi transferida para o meio 4gar arroz
tween 80, as placas foram incubadas por 24 a 72 horas a 25°C e, apds o crescimento, examinadas
microscopicamente. As espécies identificadas foram C. albicans (129), C. tropicalis (106), C.
parapsilosis (20), C. krusei (5) e Candida spp. (35). O CHROMagar® Candida mostrou excelente
concordancia com o microcultivo e pode ser utilizado na identificagio presuntiva de Candida spp.
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ABSTRACT

Preliminary identification of some species of the genus Candida spp. on chromogenic medium:
results of a 2-year multicentre study in Ceard, Brazil

Candidemia is the fourth most common bloodstream infection, with Candida albicans being
the most common causative species. The purpose of this study was to identify Candida spp. on
CHROMagar® Candida medium and compare it to microculture. A total of 295 yeast isolates of
patients treated in Ceard were collected between 2007 and 2009 from blood and urine. All clinical
specimens were analyzed by parallel cultivation on 2% Potato-Dextrose agar, and on CHROMagar
® Candida. The isolates were identified on CHROMagar® Candida. The plates were incubated at
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37°C for 2472 hours. After that, one colony was transferred onto a rice-agar plate and a cover slip
was put on top of the smeared cells, the plates were incubated for 24—72 hours at 25°C. The colonies
were then observed microscopically. The strains identified were C. albicans (129), C. tropicalis
(106), C. parapsilosis (20), C. krusei (5) and Candida spp. (35). The CHROMagar ® Candida
showed excellent results and may be used as media for the detection of Candida spp.

KEY WORDS: Candidemia. Chromagar Candida. Candida spp.
INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, Candida spp. vem se tornando um importante
agente causador de infecgdes. Os procedimentos médicos invasivos, doengas e
medicamentos que comprometem o sistema imune e o fendmeno da resisténcia
contribuem de forma decisiva para esse quadro (Gomes et al., 2010). Candidemia
¢ a quarta infecgdo mais comum nos Estados Unidos e sua incidéncia esta
aumentando entre os pacientes imunocomprometidos (Zaas et al., 2010). Candida
albicans causa entre 50% e 60% de todas as candidemias diagnosticadas, seguida
de C. parapsilosis (10% a 20%) e C. tropicalis (6% a 7%). Infecgdes da corrente
sanguinea por Candida spp. apresentam mortalidade elevada e sdo responsaveis
pelo aumento dos custos hospitalares (Alfonso et al., 2010).

A mudanca na epidemiologia das espécies de Candida e a disponibilidade
de novas drogas antifungicas tornaram necessaria a identificacdo das leveduras
segundo sua espécie (Murray et al., 2005).

Os isolamentos primarios de leveduras de amostras clinicas sdo realizados
em meio agar Sabouraud glucose, o qual ndo permite a identificacdo das espécies.
A identificagdo ¢ realizada por uma série de testes adicionais que envolvem
fermentagdo e assimilagdo de agucares e os resultados podem levar varios dias. A
utilizagdo de meios cromdgenos disponiveis pode ajudar a reduzir o tempo para
isolamento, além de detectar a presenga de culturas mistas (Eraso et al., 20006;
Gaschet et al., 2008).

CHROMagar Candida® é um meio seletivo e diferencial utilizado para
rapida purificagdo e diferenciacdo de espécies de Candida isoladas de amostras
clinicas. Este meio especial contém substratos cromogenos que sdo transformados
pelas enzimas das leveduras produzindo pigmentos especificos das espécies. A
diferenciagdo das espécies ¢ baseada na colorag@o ¢ na morfologia. A incorporagao
de substratos cromogenos foi um grande avango na identificagdo laboratorial de
leveduras, pois eles permitem observar se a amostra clinica possui mais de uma
levedura, possibilitam a identificacdo preventiva e direcionam a escolha do tratamento
antifingico a ser estabelecido (Sivakumar et al., 2009; Alfonso et al., 2010).

Este estudo avaliou a utilidade do meio cromogeno CHROMagar®
Candida (Himedia- Mumbai, India) na identificacdo de cepas de Candida spp.
isoladas de amostras clinicas provenientes de diversos centros de saude no estado
do Ceara, no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de 2009.
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MATERIAL E METODOS
Origem das cepas de Candida spp.

Foram utilizadas neste estudo 295 amostras de Candida spp. isoladas
de amostras clinicas provenientes dos seguintes hospitais do Ceara: Hospital de
Messejana (HM), Hospital Geral de Fortaleza (HGF), Hospital de Maracanau
(HMa), Hospital Sao José (HSJ), Laboratorio Central de Satide Ptblica do Ceara
(LACEN), Hospital Regional de Iguatu (HRI) e Hospital Municipal de Russas
(HMR).

Identificagdo presuntiva de Candida spp

Amostras clinicas foram inicialmente cultivadas em meio agar batata
dextrose com o intuito de verificar a presenga de leveduras nestas amostras. Foram
colocadas em estufa a 35°C por um periodo de até 72 horas. As amostras que
cresceram em agar batata dextrose foram novamente semeadas no mesmo meio de
cultura para garantir a pureza das cepas. As cepas sugestivas de Candida spp. foram
observadas em preparagdo lamina-laminula azul de algoddo em objetiva de 40X
(Menezes et al., 2009).

Apos a confirmagdo, as cepas purificadas foram semeadas em meio
CHROMagar Candida® (Himédia-Mumbai-india). Estas, entdo, foram colocadas
em estufa a 35°C por um periodo de 48 horas, conforme instrugdes do fabricante, e,
apds esse periodo, verificou-se o crescimento. A correta identificagdo foi realizada
de acordo com o manual do meio e foi verificada duas vezes em dias consecutivos
para evitar erros (Gomes et al., 2010; Menezes et al., 2007).

Confirmagao das cepas de Candida spp

Para a confirmacdo das cepas de Candida spp., foi realizado o
microcultivo em agar arroz. As laminas com o microcultivo foram colocadas
em estufa a 25°C por um periodo de 72 horas, tempo necessario para um
crescimento adequado. Apos esse periodo, foram observadas as caracteristicas
micromorfologicas que identificam cada espécie no microscopio otico com
objetiva 40X (Menezes et al., 2007).

Os isolados identificados no CHROMagar Candida® (Himédia-
Mumbai-india) e com micromorfologia compativel com C. albicans foram
submetidos ao teste de produgdo de tubo germinativo. Todos os testes foram
realizados em duas ocasides diferentes e por executores diferentes. Em todas as
etapas do estudo, foram utilizadas as cepas-padrao: Candida albicans ATCC 14053,
Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida
krusei ATCC 6920 (Menezes et al., 2007; Menezes et al., 2009; Gomes et al., 2010).
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RESULTADOS

Nesta pesquisa, foram isoladas e identificadas 295 cepas de Candida
spp. de amostras biologicas de pacientes do Ceard, ocorrendo um predominio de
cepas ndo albicans (56,3%). A epidemiologia das infec¢des por Candida spp. esta
mudando e, no Ceara, o fendmeno acompanha o que estd ocorrendo no mundo
inteiro (Horn et al., 2007; Lockhart et al., 2008; Pfaller et al., 2010), foram isoladas
C. albicans em 42, 7% das amostras (Figura 1).
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Figura 1. Cepas de Candida spp. isoladas no Ceara.

O meio cromdgeno diminui o tempo de identificagdo de Candida ¢
permite a rapida distin¢do entre as diversas cepas, sua limitacao estd no fato de
somente identificar quatro das espécies patogénicas de Candida: C. albicans, que
neste meio aparece como uma colonia verde; C. tropicalis, que tem uma coloragdo
azul com o pigmento se difundindo para o meio; C. parapsilosis, que aparece como
rosa-palido e C. krusei, que pode ser vista como uma coldnia rosa-escura em toda a
superficie do meio. A Figura 2 mostra a identifica¢o realizada em meio cromogeno.

Figura 2. ldentificagdo de cepas de Candida spp. isoladas em estudo multicéntrico
realizado no estado do Ceara, entre 2007-2009. C. albicans — verde; C.
tropicalis- azul. C.parapsilosis-rosa.
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Ap6s a identificac@o sugestiva, a confirmagdo das principais espécies foi
realizada pelo método do microcultivo, pois o principal objetivo era correlacionar
a identificacdo por intermédio do meio cromdgeno com a micromorfologia. As
principais espécies patogénicas de Candida spp. tiveram sua micromorfologia
compativel com a encontrada no meio CHROMagar Candida® (Quadro 1).

Quadro 1. Caracteristicas macro e micro morfologicas de Candida spp nos meios
CHROMagar Candida e 4gar arroz + Tween 80.

Espécies CHROMagar Candida Agar Arroz + Tween 80

Clamidosporos presentes, pseudohifas

. . Colénias verdes. . .
Candida albicans . verdaes, . abundantes, algumas hifas verdadeiras, grupos
aparéncia distinta consistente .
de blastosporos ao longo das pseudohifas
Colonias azul metalico, Pseudohifas abundantes muitas vezes
Candida tropicalis com pigmento metalico se irradiando com grupos de blastoconideos no
difundindo para o meio centro; aparéncia variavel
Pseudomicélio extenso e ramificado com
. . Colonias grandes, cadeias de células alongadas dando uma
Candida krusei

rosa planas, superficie fosca  aparéncia de arvore; grupos e cadeias de
blastosporos ao longo das pseudohifas
Cadeias ramificadas de células alongadas com
grupos de blastosporos ao longo delas; células-
gigantes ocasionais; aparéncia variavel

Colonias rosa-amarelada a

Candida parapsilosis - L .,
rosa palido, aparéncia variavel

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os meios cromdgenos para identificacao de Candida spp. estao disponiveis
desde 2002. Eles facilitam o trabalho uma vez que podem ser utilizados na
identificagdo presuntiva diminuindo, assim, o tempo de identificacdo e possibilitam
a orientagdo da terapéutica correta (Aragjo et al., 2005; Gaschet et al., 2008).

A capacidade de identificacdo do meio cromégeno foi comparada com
um método molecular, sendo utilizados 52 isolados clinicos de Candida spp. Das
amostras testadas, 65,4% apresentaram resultados semelhantes pelos dois métodos,
23,1% apresentaram resultados discrepantes e 11,5% das cepas ndo puderam ser
identificadas (Oliveira et al., 2006). Neste estudo, as cepas de C. albicans (n=129),
C. krusei (n =5), C. tropicalis (109) e C. parapsilosis (20), foram identificadas e
confirmadas pela utilizagdo de meio cromogeno e micromorfologia.

O meio CC pode ser util na diferenciagio de C. albicans e C. dubliniensis,
pois fornece tonalidades levemente diferentes da cor verde, no entanto sdo
necessarios outros testes fenotipicos e moleculares para distinguir as duas espécies.
C. dubliniensis produz mais clamidoconideos que C. albicans (Alvarez et al., 2007).
Nesta pesquisa ndo foram diferenciadas as duas espécies, todas foram identificadas
como C. albicans.
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Trabalhos cientificos relatam que a identificacdo de C. parapsilosis
utilizando meio CC pode ser dificil ¢ muitas vezes leva a resultados duvidosos
(Shawn et al., 2008). C. parapsilosis ¢ Candida sp. apresentam dificuldades no
momento da identificacdo, portanto a confirmagdo ocorre com o microcultivo.
De acordo com os resultados aqui encontrados, foram identificadas 20 cepas
de C. parapsilosis, no entanto para 35 cepas de Candida spp. ndo foi possivel a
identificagdo de sua espécie (Figura 1).

Pesquisadores que compararam o meio CC com a técnica molecular
de PCR avaliaram sensibilidade e especificidade do meio CC, encontrando os
seguintes resultados: para C. albicans foi de 97,9% e 83,3%, respectivamente, ¢ para
C. tropicalis foi de 66,7%, e 100%, respectivamente (Martins et al., 2010). Cepas
de Candida spp. provenientes de amostras de urina foram identificadas facilmente
utilizando-se meio CC, o que demonstra sua utilidade no Laboratorio de Analises
Clinicas (Gomes et al., 2010; Menezes et al., 2009). Em uma pesquisa com 893
amostras de urina, semeadas diretamente em meio cromogeno, foi possivel isolar
¢ identificar 104 cepas de Candida spp, o meio mostrou-se Util na cultura direta de
urina (Okulicz et al., 2007).

Como ja foi referido, o uso de meios cromodgenos na rotina laboratorial
facilita a identificacdo presuntiva e ajuda na escolha correta da terapéutica, além
disso, acelera a liberagao dos resultados dos exames (Alfonso et al., 2010), portanto
esses meios estdo sendo desenvolvidos e utilizados em diversos paises do mundo,
seus componentes sdo diferentes ¢ as cores produzidas pelas cepas podem variar.
Todos os meios cromogenos disponiveis sdo capazes de distinguir cepas de C.
albicans de Candida nao albicans, o que demonstra sua importancia. Testes com
um grande nimero de espécies devem ser realizados para validar esses meios
(Sivakumar et al., 2009; Weissenbacher et al., 2009).

Em resumo, o meio CC ¢ extremamente util na rapida identificagdo de
cepas de Candida spp. No estado do Ceara, as principais cepas encontradas foram
C. albicans ¢ C. tropicalis, que sdo facilmente diferenciadas pelo meio CC, método
valioso para a rotina laboratorial. A identificagdo de C. parapsilosis necessita da
confirmag@o pela técnica de microcultivo.
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