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Ribeiro PM. |dentificacédo de Candida dubliniensis em cepas da micoteca
da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos/UNESP [tese].
Sao José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi identificar fenotipicamente e genotipicamente
cepas de Candida dubliniensis entre os isolados e inicialmente identificados
como Candida albicans pertencentes a colegcdo de amostras do laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UNESP/ Séo José dos Campos.
Duzentas cepas de leveduras do género Candida, provenientes de trabalhos
anteriores, isoladas de pacientes transplantados cardiacos sob terapia com
imunossupressores, pacientes com tuberculose submetidos a antibioticoterapia
prolongada, pacientes HIV positivos e individuos controle foram incluidas no
estudo. As cepas foram submetidas aos seguintes testes fenotipicos: a)
verificacdo da producgéo de tubo germinativo; b) formacéo e arranjo estrutural de
clamidoconideo em agar fuba, em agar tabaco, agar girassol e agar caseina; c)
crescimento em temperatura de 45°C. Apds a realizacao destes testes, todas as
amostras foram submetidas a identificacdo genotipica por meio da reagédo em
cadeia da polimerase (PCR), que demonstrou ndo haver C. dubliniensis entre as
duzentas cepas testadas. Os resultados dos testes fenotipicos demonstraram
que: a) todas as cepas produziram tubo germinativo; b) nos testes fenotipicos, o
agar fuba teve 76% de acordo de identificagdo com o método genotipico; o agar
tabaco, 92%; o agar girassol, 92,5%; o agar caseina, 85%; c) o crescimento a
45°C teve 86,5%. Concluiu-se que o agar girassol foi o método fenotipico mais
eficaz para diferenciacdo entre C. albicans e C. dubliniensis; nenhum dos
métodos fenotipicos analisados se apresentou 100% eficaz; a identificagéo
genotipica € necessaria para diferenciacao definitiva entre C. albicans e C.

dubliniensis.

Palavras-chave: Candida albicans; Candida dubliniensis; reagdo em cadeia da

polimerase, boca.



1 INTRODUGAO

A incidéncia de infecgbes fungicas, bem como a variedade de
agentes fungicos infecciosos, tem aumentado acentuadamente nas
tltimas duas décadas?® °2 3 108. 132,136,145

Fatores predisponentes exdgenos e enddgenos tem tornado alguns
pacientes vulneraveis a infecgbes por uma grande variedade de fungos
oportunistas, principalmente por espécies do género Candida. Dentre
estes fatores, apresentam relevancia o uso de quimioterapicos,
antibioticos de amplo espectro e corticoides, deficiéncia na imunidade
celular, transplantes, uso de catéter venoso, respiracdo bucal, uso de
proteses totais e aparelhos ortoddnticos, entre outros* 3363 129, 140. 146

Candida dubliniensis compartilha de muitas caracteristicas
fenotipicas com Candida albicans, como capacidade de produzir tubo
germinativo e clamidoconideos, capacidade de crescimento a 30 e 37°C
em agar Sabouraud e formagdo de colénias em cor verde quando

28, 139, 149, 155, 161 Embora tenha

submetidas a crescimento em CHROMagar
sido isolada e identificada ha 10 anos, relacionada a pacientes com AIDS
ou portadores do HIV, sabe-se que esta presente na comunidade ha pelo
menos 50 anos?®.

Recentemente, C. dubliniensis vem sendo associada em diversas
partes do mundo, com casos de candidose sistémica em pacientes
imunossuprimidos por outros motivos, como transplante de medula 6ssea,
uso de quimioterapia, doengas terminais hematoldgicas, diabetes mellitus,

lupus eritematoso sistémico e infecgdes em populagdo pediatrica® 2% %8 7

90, 156



A incidéncia de candidemia relacionada com C. dubliniensis nao &
conhecida, em grande parte devido a dificuldade em prontamente
distinguir esta espécie de C. albicans®® 8 94 132.152

Testes fenotipicos sdo uteis para identificacdo presuntiva de C.
dubliniensis, mas nao fornecem identificacéo definitiva. Por outro lado, os
métodos moleculares embora providenciem a identificagdo definitiva sao
trabalhosos, requerem equipamento especializado, e sdo onerosos®.
Embora nenhum dos testes fenotipicos isoladamente seja suficiente para
identificar definitivamente C. dubliniensis, ha caracteristicas relevantes
que uma vez associadas, podem ser de grande utilidade em analises
laboratoriais deste microrganismo® 1" 12 67. 68,101, 115,131,140

Para um melhor entendimento do significado clinico e
epidemiologico de C. dubliniensis em candidose bucal e sistémica, é

152

essencial identifica-la acuradamente®” O principal problema na

selecéo e identificacdo desta espécie € a falta de um marcador fenotipico
discriminatorio confiavel? 3" 11,

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é um método molecular
que se utiliza da amplificagdo exponencial de uma seqiiéncia especifica
de DNA. Este método permite amplificar regides especificas de DNA
extraido de uma ou algumas células, e examinar a sequéncia daquela
regido. E uma técnica extremamente rapida e segura®. A utilizagdo da
PCR permite identificar com seguranca um isolado de C. dubliniensis em
menos de 4 horas™®.

Pesquisadores em diversas partes do mundo estdo investigando
atualmente, técnicas laboratoriais que permitam a distingdo rapida, facil e
com menor custo, entre C. albicans e C. dubliniensis® 11> 22 ©7. €8, 69,101
visando deste modo diminuir o tempo entre diagnodstico e instituicao de
terapia antifungica apropriada, principalmente nos casos de infecgao

sistémica grave.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candida dubliniensis

O género Candida compreende mais de 200 espécies, porém
somente cerca de 12 tém sido associadas com infecgcbes em seres
humanos''™® '°2. Embora C. albicans seja clinicamente a espécie mais
prevalente do género Candida associada com infecgdo bucal, tanto em
individuos imunocomprometidos como em individuos imunocompetentes,
a incidéncia de infec¢des relacionadas com esta espécie tem diminuido, e
outras espécies consideradas anteriormente menos virulentas, como C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis téem
aumentadoZQ, 52, 104, 107, 109, 110, 140, 151.

A razdo para esta mudancga epidemiologica ndo esta esclarecida. O
uso difundido de antifungicos para suprimir candidose bucal em pacientes
portadores do HIV, pode ter contribuido significativamente na selecdo de
patdbgenos oportunistas, assim como pode ter reduzido a susceptibilidade
de C. albicans aos mesmos>> °" 121. 148,151

Por volta de 1991, relatos provenientes da Irlanda, Australia, Suica
e Inglaterra, descreveram isolados atipicos pertencentes ao género
Candida, provenientes de individuos portadores do HIV e de individuos
com AIDS, e que submetidos a testes micoldgicos classicos, foram

classificados como C. albicans'’ 272887, 88,138,148

Sullivan e Colleman™®

, realizando pesquisas na cidade de Dublin,
Irlanda, em populagdo de pacientes portadores do HIV ou AIDS que
apresentavam candidose bucal recorrente, sugeriram que os isolados

atipicos pertencentes ao género Candida, poderiam corresponder tanto a



um subgrupo de C. albicans, intimamente relacionado com C. stellatoidea
(considerada atualmente como variante de C. albicans), ou a uma espécie
distinta ainda nao descrita. Resultados de novos estudos demonstraram
inequivocadamente, que estes isolados da Irlanda e Australia formavam
um grupo distinto pertencente ao género Candida, para o qual os autores
propuseram classificagdo como C. dubliniensis.

Anadlises subseqlientes em colbnias atipicas de C. albicans
provenientes da cavidade bucal de pacientes HIV positivos da Suica,
Inglaterra e Argentina revelaram que se tratava de C. dubliniensis, o
mesmo ocorrendo em diversas partes do mundo, como Bélgica, Canada,

Franca, Finlandia, Alemanha, Grécia, Espanha e Estados Unidos'” 1% ¢

88, 128, 149, 150.

Por serem similares fenotipicamente, acredita-se que C.
dubliniensis tenha estado presente na comunidade por um longo periodo
de tempo, sendo identificada anteriormente como C. albicans ou C.
stellatoidea®® 1 1%°,

O isolado mais antigo de C. dubliniensis foi anterior a epidemia da
AIDS e foi originalmente identificado como C. stellatoidea, e estava
incluido como cepa referéncia para esta espécie na Colegédo Britanica
Nacional de Fungos Patogénicos, sob o nimero de acesso NCPF 3108%,
Este espécime foi recuperado post mortem de amostra clinica pulmonar
proveniente de um paciente inglés, falecido em 1957"%°, Um outro isolado
identificado como C. albicans em 1952, foi recentemente identificado
como C. dubliniensis e estava depositado na Centraal Bureau voor
Schimmelcultures na Holanda® ™2,

Os préximos isolados de C. dubliniensis s6 foram identificados no
final da década de 1980 e inicio dos anos de 1990,

Pesquisas retrospectivas multicéntricas em cole¢des de leveduras
tém sido realizadas em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil,

visando identificar entre as espécies de C. albicans e C. stellatoidea,



aquelas que seriam C. dubliniensis e desde quando estariam presente na
Comunidade46’ 56, 66, 82, 94, 136.

Esta nova espécie vem sendo relacionada ultimamente com outros
locais anatémicos, como vagina, pulmao, figado e rim, sendo encontrada
ainda em fezes, urina, escarro e feridas, e também em pacientes HIV
negativosz’ 20, 45, 66, 99, 102, 115, 140.

No Brasil, C. dubliniensis foi isolada pela primeira vez em dois
pacientes com AIDS no estado de Sao Paulo, sendo que um deles era
uma crianga de 3 anos de idade com candidose orofaringea®.

Numerosos estudos epidemiologicos tém sido realizados utilizando
uma grande variedade de métodos, entretanto, os resultados variam
consideravelmente'?. A prevaléncia de C. dubliniensis encontrada na
cavidade bucal de pacientes HIV positivos, varia de 1,5% a 32%3% 8 94

19,152,159, 161 Ha também uma discordancia em relacdo a prevaléncia

39, 97, 19, 182 gyllivan et al.'?,

encontrada em individuos saudaveis
sugerem que esta prevaléncia tenha sido subestimada devido ao uso de
métodos de identificagdo e amostragem ineficientes, e também a erros na
selecao de sitios anatdbmicos estudados; e que o habitat natural de C.
dubliniensis seria a orofaringe e trato respiratorio superior. Alguns autores
acreditam que este possa ser um microrganismo comensal da cavidade
bucal® %,

A ocorréncia de C. dubliniensis relatada em pacientes portadores
do HIV ou em pacientes com AIDS no Brasil (em torno de 2,8%) € menor
do que a encontrada na Europa (18-32%) ou nos Estados Unidos (11,1-
17,5%)%> %,

Infec¢des orais causadas por C. dubliniensis tém sido observadas
também em individuos saudaveis'®, embora seja mais comum em
individuos portadores do HIV com histéria de candidose bucal
reCorrente28, 46, 58, 71, 145, 154.

A importancia clinica precisa deste microrganismo requer ainda

estudos epidemiologicos, fenotipicos e genotipicos, sendo de particular



importancia sua habilidade em desenvolver rapidamente resisténcia ao
fluconazol®” 98- 99.140.149 Este fato nao foi observado entretanto em alguns

M. 123 onde a grande maioria dos isolados clinicos de C.

estudos®
dubliniensis pareceu ser susceptivel aos varios antifungicos como
voriconazol, fluconazol, itraconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina®'?.
Muitas pesquisas demonstraram que essa predisposi¢cédo para resisténcia
ao fluconazol depende da exposicéo a este agente in vitro®" /% %112,

De qualquer modo, C. dubliniensis é capaz de causar doenga em
pacientes imunocomprometidos, portadores ou nao do HIV, seja ela
superficial ou sistémica?® 4> °1: 98 91. 118,142 'Ly4 relatos de casos extremos
em que houve 6bito por sepse fungica, inclusive apés o uso de terapia

antifingica apropriada com susceptibilidade estabelecida in vitro® 2+ 90 %4

156.

Decorridos 12 anos de sua primeira identificagdo na Irlanda,
isolados de C. dubliniensis ja foram identificados em pacientes na Africa
do Sul, Alemanha, Arabia Saudita, Argentina, Australia, Bélgica, Brasil,
Canada, Egito, Espanha, Estados Unidos, Finlandia, Franca, Grécia,

Inglaterra, Israel, Italia, Kuwait, Singapura, Suica e Turquia® " 16 17.19. 20,46,

66, 72, 75, 84, 88, 89, 90, 91, 97, 104, 122, 136, 139, 147, 149, 150, 156.

2.2 Identificacao fenotipica

No primeiro estudo de isolamento e identificacdo de C. dubliniensis

."°°, os autores descreveram esta nova espécie

realizado por Sullivan et a
baseados nos testes fenotipicos realizados. A seguinte caracterizagédo
fenotipica foi obtida: a) levedura dimorfica apresentando blastoconideos
ovdides ou esféricos; b) crescimento em colbnias creme, convexas,
quando semeadas em agar Sabouraud dextrose e creme esbranquigcadas

em agar batata dextrose; c) produgdo de abundantes clamidoconideos,



geralmente dispostos em trios ou aos pares, localizados terminalmente
em uma unica ramificacdo de pseudohifa (apresenta poucas hifas
verdadeiras), quando semeados em microcultivo de agar fuba adicionado
de tween 80 e corante lactofenol azul de algodao; d) produgéo de tubo
germinativo; e) bom crescimento entre 30°C e a 37°C, mas néo a 42°C; f)
capacidade de assimilacdo dos agucares: galactose, glicose, maltose,
sacarose, manitol, sorbitol, 2 cetogluconato e glicosamina, porém
incapacidade de utilizar as outras 18 fontes de carbono e nitrogénio
testadas pelo sistema de identificacdo API ID 32C; g) capacidade de
crescimento na presenca de ciclohexamide, mas nao na de hidrolisado de
esculina; h) pertence ao sorotipo A (aglutina com anticorpo policlonal
formado contra o fator antigénico n° 6 de Candida); i) habilidade em
assimilar palatinose e trealose.

Coleman et al.?®

, propuseram que isolados de C. dubliniensis
pudessem ser rapidamente diferenciados de C. albicans com base na cor
da colbénia apds crescimento no meio cromogénico CHROMagar Candida.
Ap6s incubacdo por 48h a 37°C, colbnias de C. dubliniensis se
apresentariam em cor verde escuro e C. albicans em verde claro, o que
também foi verificado em estudos posteriores*®: %0 131 140. 149,162,163 "y/5jog
outros autores, no entanto, alertaram que este meio sé era eficaz em
cultivo primario, uma vez que C. dubliniensis perdia a capacidade de
produzir coldnia verde escuro apos estocagem ou subcultura®® 113139149
A seguranca do meio CHROMagar Candida como método de
diferenciagao entre C. albicans e C. dubliniensis é discutivel. Embora este
seja um meio eficaz de diferenciacdo para verificacdo de culturas mistas
de leveduras e seja util como método de identificagdo presuntiva, néo
deve ser utilizado isoladamente® “® 1% Ha pesquisas em que ambas as
espéecies apresentaram diversos tons de verde, muitas vezes na mesma

18, 56, 126, 161, 163 Em outros

placa e pertencentes a uma unica espécie
estudos, cor verde escura da coldnia foi obtida mesmo ap6s estocagem®®

1% Ellepola et al.*” encontraram resultados variaveis conforme a marca



comercial do meio cromogénico CHROMagar utilizado. Assim, C. albicans
apresentou 100% das colénias em verde escuro quando semeadas sobre
o meio produzido por Becton Dickinson e C. dubliniensis, 64%. Utilizando
o meio produzido pela Hardy Diagnostics, tanto C. albicans como C.
dubliniensis apresentaram 82% de coldénias em verde escuro, concluindo
que neste estudo, os meios nao foram eficazes como métodos de
diferenciagdo entre as espécies, independentemente das amostras
analisadas serem obtidas por isolamento primario ou cultura secundaria
(apbs estocagem).

Muitos relatos demonstraram que os isolados de C. dubliniensis

s30 mais sensiveis ao calor quando comparados a C. albicans*® "% 1%

161

A exposicao a temperaturas de 42°C e a 45°C, por 48 horas, &
considerada um teste fenotipico de diferenciagéo de facil realizagdo, no
qual C. albicans apresenta bom crescimento quando submetida a esta

temperatura e C. dubliniensis ndo cresce ou cresce pobremente?® 37 %8 71

115,134,149.

A exposicdo a temperatura de 45°C é considerada como um
marcador fenotipico de diferenciagédo, embora haja alguns relatos de C.
albicans que foram incapazes de crescer a esta temperatura®” ¢, Ja a
temperatura de 42°C, grande parte de C. albicans testadas apresentaram
bom crescimento, enquanto que C. dubliniensis pobre ou nenhum. No
entanto, ha relatos de cepas de C. dubliniensis que apresentaram bom

.7 o C. albicans, nenhum*> ™

crescimento a esta temperatura , 0 que
sugere ser este um método de baixa especificidade® °' ®®. Alguns autores
utiizam os testes de exposicdo a temperaturas diferenciadas como
triagem para identificar, entre as cepas de C. albicans, aquelas que
seriam sugestivas de C. dubliniensis e submetidas a novos testes
fenotipicos ou bioquimicos, mais caros e trabalhosos®?. A grande maioria

dos autores utiliza este método em associacdo com outros testes® & 3 46

58, 65, 134



Discriminag¢des mais especificas entre C. albicans e C. dubliniensis
sdo obtidas por meio da utilizagdo de testes bioquimicos de assimilagéao
de carboidratos'' 131149,

Os testes de assimilagdo de carboidratos verificam a habilidade da
levedura em utilizar determinado substrato como uUnica fonte de energia.
O crescimento da levedura pode ser em meio liquido ou ao redor de uma
fonte de carbono quando em meio sélido. Falha no crescimento indica
falta de enzimas para utilizacao dos carboidratos .

O perfil da reacédo de assimilagcao fornece um coédigo numérico, o
qual sugere uma lista de espécies em ordem de probabilidades, por
comparagao de perfil com uma base de dados, o APILAB™" 140- 149,

Muitos estudos demonstraram que a assimilacdo de glicerol, D-
xilose, metil-a-D-glicosideo e D-trealose poderia ser utilizado para
distincdo entre as duas espécies, uma vez que C. albicans apresenta
inabilidade em assimilar glicerol e, C. dubliniensis apresenta inabilidade

em assimilar os outros trés carboidratos® 2% 4> 113,

Foi verificado, no
entanto, assimilagdo de D-trealose e em menor propor¢do de metil-a-D-
glicosideo por C. dubliniensis®’. Varios autores concordam que
capacidade de assimilacdo de D-xilose parece ser mais seguro como
método de diferenciacéo entre ambas as espécies?® 3" 4143,

Existem comercialmente varios sistemas de assimilacdo de
carboidratos, desenvolvidos inicialmente para identificacdo de C.
albicans** 113 1% gullivan et al.’®, quando isolaram pela primeira vez C.
dubliniensis em 1995, utilizaram o sistema de identificacdo de leveduras
APl ID 32 (bioMérieux), no qual as leveduras atipicas ndo tiveram
correspondéncia exata com nenhum perfil do banco de dados do APILAB,
ou seja, o perfil das cepas atipicas ndo correspondeu ao de nenhuma
levedura conhecida até o momento.

O API 20 C (bioMérieux) surgiu em seguida, sendo utilizado para
identificar os primeiros isolados clinicos de C. dubliniensis dos EUA™,

Posteriormente, outros estudos verificaram erro de identificagédo utilizando



este sistema®” '°°. O API 20 AUX (bioMérieux) surgiu em substituicdo ao
modelo antigo e incluiu C. dubliniensis em sua base de dados'". Devido
ao alto custo, foi langado o sistema de identificacdo Vitek Yeast

Biochemical Card (bioMérieux)'®?

, € posteriormente o Vitek 2 ID-YST,
completamente automatizado, que também incluiu C. dubliniensis em sua
base de dados, cujo perfil de identificacdo é similar aos outros sistemas
comerciais. Esse sistema apresenta como vantagem, o fato de que se as
caracteristicas morfolégicas das leveduras a serem testadas também
forem avaliadas, erros ou incapacidade de identificagdo podem ser
reduzidos*®. Pincus et al.’"® avaliaram sistemas comerciais de assimilacdo
de carboidratos para C. dubliniensis, e o Vitek 2 ID-YST foi o que
apresentou resultados mais encorajadores.

O aumento da produgdo de clamidoconideos e seu arranjo
estrutural em pares, trios ou cachos, foram verificados desde a

identificacdo inicial de C. dubliniensis por Sullivan et al.'®?

, quando as
amostras atipicas foram semeadas em microcultivo no agar fuba
adicionado de tween 80. Este fato também €& considerado um fator de
diferenciacdo entre as espécies por alguns autores, pois C. albicans
produz, na maioria das vezes, clamidoconideos isolados, ao longo ou no
final de hifas e pseudohifas. C. dubliniensis produz abundantes
clamidoconideos, geralmente arranjados em pares contiguos ou em trios

122,140 Alguns autores nao

e algumas vezes em grandes cachos®®
consideram esta diferenca significativa e acreditam que a diferenciagcéao
entre as espécies ndo pode ser baseada numa eventual formacao e
disposicao de clamidoconideos®” 1",

A verificagdo da formacgéo de tubo germinativo é simples, eficiente
e econbmica, sendo realizada rotineiramente para identificagcédo de C.
albicans, mas nao na diferenciacdo entre espécies. Aproximadamente
95% a 97% de C. albicans produzem tubo germinativo quando incubadas

em soro a 37°C, durante 2 - 4 horas. Contudo, nas mesmas condigdes C.



dubliniensis, C. stellatoidea e C. tropicalis sao também capazes de
produzir tubo germinativo?®.

A aplicagcao de analises baseadas na morfologia das colénias de C.
dubliniensis e C. albicans, bem como verificagdo da capacidade em
produzir abundantes clamidoconideos quando semeadas em meios de
cultura suplementados com extratos de plantas, tem sido utilizada pelos
pesquisadores na busca de um meio de cultura que seja rapido, tenha
baixo custo e possa ser aplicado com seguranga a rotina de um
laboratério de microbiologia®’ 6869 79. 152,

Muitas pesquisas surgiram nos ultimos anos com a utilizagdo de
meios de cultura especificos para diferenciagdo entre C. albicans e C.
dubliniensis, como agar girassol que utiliza sementes de girassol
pulverizadas em sua constituicdo e que inicialmente foi desenvolvido para
identificacdo de Cryptococcus neoformans, (também chamado de agar
Pal's), o agar caseina, que utiliza leite desnatado, o agar tabaco, que
utiliza fumo, e mais recentemente o agar suco de tomate, que utiliza suco
de tomate industrializado (também chamado de agar V8). Todos estes
meios apresentam sua base de diferenciagcdo na auséncia ou presenca de
abundantes clamidoconideos, quando forem semeados com C. albicans
ou C. dubliniensis, respectivamente. Com exce¢do do agar caseina, os
outros meios também se baseiam na aparéncia macroscépica do
crescimento da levedura, sendo que C. dubliniensis apresenta aparéncia
rugosa com formagdo de franja hifal ao redor da colénia, devido a
abundante producéo de pseudohifas. C. albicans apresenta col6nias lisas
e sem franjae‘ 11, 68, 101, 144, 145.

Alguns autores acreditam que estes meios, embora altamente
especificos, ndo devem ser utilizados isoladamente, porém dois ou mais
meios conjuntamente, para se obter uma diferenciagdo significativa entre
as espécies. Estes meios apresentam como desvantagens o periodo de
incubacédo, que em alguns casos chega a 96 horas, e o fato de ndo serem

meios prontamente disponiveis em laboratoérios de microbiologia®® '*2.



Outros testes fenotipicos sdo descritos na literatura visando o
marcador fenotipico ideal para identificagdo de C. dubliniensis, como a
atividade de R-D-glucosidase, fluorescéncia em agar Sabouraud dextrose
azul de metileno; verificagdo da produgdo de proteinase extracelular;
habilidade para redugao do sal tetrazolio; inabilidade de crescimento em

caldo de Sabouraud hipertdnico, entre outros?® 2% 46. 74. 139,140,152, 167

2.3 Identificagao genotipica

Técnicas moleculares como a caracterizagdo do DNA mitocondrial,
o polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP), reagcéo em
cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em campo pulsatil (PFGE) séo
ferramentas que vém sendo empregadas na obtencdo de conclusbes

fidedignas sobre a relacéo filogenética entre as espécies de fungos™: 8

106, 116, 153

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método in vitro que
se utiliza de enzimas sintéticas ou iniciadores (primers) para amplificar,
exponencialmente, seqiéncias especificas de acido desoxirribonucléico
(DNA) ou de acido ribonucléico (RNA), extraido de uma célula ou de um
grupo de células®™. Este método s6 foi possivel gracas a introducdo de
uma enzima termoestavel, similar a extraida de uma bactéria que vive em
fontes térmicas (Thermus aquaticus), a Taq polimerase, a qual permanece
ativa mesmo em altas temperaturas. E uma técnica rapida, levando cerca
de duas horas para completar seu ciclo. A reagdo em cadeia da
polimerase consiste dos seguintes estagios: o aquecimento a 95°C
desnatura o DNA de fita dupla, a seguir o resfriamento a 60°C permite que
ocorra 0 anelamento dos primers em excesso com suas seqlUéncias
complementares no DNA alvo, entdo ocorre a extensdo ou alongamento

de cada primer gerando fitas recém sintetizadas do fragmento de restricao



que funcionou como molde, ou seja, a Taq polimerase vai associando os
nucleotideos presentes na reacdo a extremidade 5 por polarizagdo de
desoxinucleotideos (dNTPs) até a extremidade 3’ do fragmento de
restricdo. A Taq polimerase pode estender os primers em temperatura de
até 72°C. Quando a sintese se completou, toda a mistura é aquecida
ainda mais (até 95°C), para a desnaturacédo dos duplices de DNA recém-
formados. A temperatura € novamente reduzida, ocorre outro ciclo de
sintese, porque ainda esta presente um excesso do primer. A repeticéo
dos ciclos de sintese (resfriamento) e desnaturacdo (aquecimento)
amplifica rapidamente a sequéncia de interesse e faz com que ela
aumente exponencialmente. Os produtos do PCR sado geralmente
visualizados por eletroforese em gel de agarose acrescido de brometo de
etideo e podem ser visualizados sob luz ultravioleta® 7. A caracteristica
mais importante da PCR é a capacidade de amplificar exponencialmente
copias de DNA a partir de pouca quantidade de material® 9%

A separacao de moléculas de acidos nucléicos em laboratério de
biologia molecular é realizada com o auxilio da técnica de eletroforese.
Esta técnica se baseia na movimentagdo das moléculas através de uma
matriz tamponada, feita de amido, agarose ou acrilamida. A matriz
funciona como um filtro, separando as moléculas de acordo com o
tamanho e carga elétrica. No caso dos acidos nucléicos, o grupo fosfato &
responsavel pela forte carga negativa em condicbes de pH neutro,
fazendo com que os fragmentos migrem para o polo positivo durante a
eletroforese. Como a carga elétrica dos fragmentos é negativa, a
separagao ocorrera com base no comprimento dos fragmentos de DNA.
Assim, fragmentos menores migrarao mais rapidamente na direcdo do
polo positivo, enquanto os maiores migrardo mais lentamente. Desta
forma, fragmentos de diferentes tamanhos s&o separados ao longo dos
dois polos no gel de agarose® 2+ 141,

A agarose é uma forma pura de agar, obtida de algas marinhas. A

eletroforese em gel de agarose utiliza além da agarose, uma solugéo



tampéo de tris, acido bérico e EDTA (TBE) e o brometo de etideo. O
brometo de etideo € um corante fluorescente de alta toxicidade e
mutagenicidade, que revela os acidos nucléicos ao ser excitado por luz
ultravioleta, e se intercala entre as fitas de DNA ou entre a fita de RNA, e
deve ser utilizado em baixas concentracdes®* "%,

Os acidos nucléicos sao visualizados colocando-se o gel em um
aparelho que emite luz ultravioleta, o transiluminador. Cada banda
individual no gel & constituida por milhdes de fragmentos de DNA do
mesmo tamanho® .

O polimorfismo do DNA amplificado ao acaso (RAPD) foi uma
grande inovagdo na area dos marcadores moleculares baseados em
PCR, pois utiliza um unico primer de sequéncia arbitraria para dirigir a
reacdo de amplificacdo, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio da sequéncia de nucleotideos do segmento do DNA
a ser amplificado, também de seqUéncia arbitraria. A freqiéncia de
amplificacdo de um segmento depende da probabilidade do primer
utilizado encontrar duas seqiiéncias complementares (sitios de iniciagao)
em orientacéo oposta ao longo do DNA e a uma distancia amplificavel, no
maximo de alguns milhares de pares de base. Apds este processo obtém-
se fragmentos andénimos do genoma, que ndo necessariamente codificam

proteinas especificas e cuja seqiiéncia de bases no é conhecida® "¢ "

164

As primeiras evidéncias de que os isolados de C. dubliniensis
representavam um grupo de microrganismos distintos de C. albicans
resultaram dos estudos genéticos'®®>. Quando o DNA gendmico das
amostras consideradas atipicas eram digeridos com a enzima EcoRI e
submetidos a sonda 27A, descrita por Scherer & Stevens'’, os padrées
obtidos foram constituidos por menor numero e por bandas mais fracas do
que normalmente esperado para C. albicans.

Isolados de C. dubliniensis produzem distintos comprimentos de

fragmentos quando o DNA gendmico € digerido pela enzima de restrigao



Hinfl, a qual cliva DNA em maior numero de fragmentos em relagdo a
EcoRI?® 140- 149155 "3 polimorfismo do DNA amplificado ao acaso (RAPD)
também resulta em um perfil totalmente distinto para C. dubliniensis,
confirmando se tratar de uma nova espécig?® 148 149. 155,

A restricdo do DNA gendmico de C. dubliniensis por Hinfl gera um
fragmento de massa molecular muito grande, o qual é indetectavel em
isolados de C. albicans e C. stellatoidea'.

Informagdes adicionais confirmaram a organizagdo unica do
genoma de C. dubliniensis utilizando sondas de oligonucleotideos
contendo uma seqiéncia repetida modificada: (GGAT)s, (GACA)4,
(GATA),, (GT)s e (GTG)s*® ™°,

Isolados de C. dubliniensis também possuem um cariétipo padrao
de 10 ou mais bandas de cromossomos de DNA, que podem ser obtidas
apo6s separacao por eletroforese, com uma ou mais bandas menores que
1MB em tamanho, o que também & encontrado em C. stellatoidea®® 3¢ 140
149155 "Em C. albicans, sete ou oito bandas s&@o encontradas, embora
pequenos cromossomos supranumerarios ou fragmentos cromossomais
tenham sido observados?®® 4% 149195

O método mais adequado para determinar a relagéo genética entre
espécies individuais, envolve a comparacdo da sequéncia de
nucleotideos dos genes decodificados do RNA ribossémico. Os genes do
RNA ribossdbmico s&do evolutivamente mais conservados e estao
presentes no genoma eucariético em multiplas cépias. A analise da
sequéncia do nucleotideo da regido variavel V3 da subunidade de RNA
ribossdmico também foi realizada nas cepas de C. dubliniensis
recuperadas de individuos infectados pelo HIV e em cepas referéncias de
C. albicans, C. stellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
kefyr e C. krusei, comprovando que os isolados atipicos estudados
formavam um grupo homogéneo com 100% de similaridade,

significantemente diferente das outras espécies analisadas?®® 49 1%°,



Boerlin et al."”, desenvolveu uma técnica molecular de eletroforese
de enzima com multiplos locus (MEE), para diferenciar C. albicans e C.
dubliniensis. Esta técnica detecta diferencas genéticas em populagcdes de
microrganismos, resultante de divergéncias evolutivas. MEE detectou o
gene alelo de C. dubliniensis claramente distinto de C. albicans ou C.
stellatoidea, porém verificou pouca divergéncia entre as espécies, sendo
que geneticamente C. albicans foi a espécie mais proxima de C.
dubliniensis.

A comparacao da sequéncia da subunidade menor do RNAr de C.
dubliniensis com a sequéncia previamente obtida de outras espécies do
género Candida, demonstrou divergéncia entre C. dubliniensis e C.
albicans de 1,4%, que correspondeu a 25 pb*’.

Dados filogenéticos baseados na analise da seqiéncia genética de
RNAr demonstraram que C. albicans e C. dubliniensis sao intimamente
relacionadas e que aparentemente elas divergiram em um tempo de
evolugdo relativamente recente*’. A forte relacdo entre estas duas
espécies concorda com suas similaridades fenotipicas'*.

Embora possa haver similaridades entre pares de genes
homologos, o genoma de C. albicans e C. dubliniensis difere
significativamente. Joly et al.®> demonstraram que o genoma de C.
dubliniensis contém duas vezes o numero de copias de sequéncia
repetida RPS quando comparado ao genoma de C. albicans e que esta
reorganizagcdo duas vezes mais freqlente, pode resultar em alto nivel de
instabilidade cariotipica frequentemente observada em C. dubliniensis. O
alto nivel de homozigose observada no pareamento do l6cus MTL fornece
evidéncias para os niveis aumentados de recombinag&o mitética dentro
do genoma de C. dubliniensis, o que talvez explique a rapida adaptacao a
mudancas de condicdes ambientais'®?.

Donnely et al.*?

verificou que as outras técnicas moleculares para
diferenciagdo entre C. albicans e C. dubliniensis ndo eram adequadas

para o0 alto numero de amostras na rotina de um laboratério de



diagndstico, e que as principais diferencas entre as espécies sdo mais
evidentes ao nivel genético e deveriam servir de base para um teste de
identificacao especifico e rapido. Para os autores, a reacao em cadeia da
polimerase (PCR), pareceu representar a técnica molecular mais
adequada, por ser rapida, reprodutivel e com capacidade de aplicagdo em
grande volume de amostras clinicas.

Os primers inicialmente utilizados nas reacdes de PCR eram
primers homoélogos para seqiéncia especifica de C. albicans, tais como o
OREN e o CARE-2, os quais produziam produtos distintos apos
amplificacdo por PCR com DNA de cepa referéncia de C. dubliniensis™®.
Donnely et al.*? descreveram uma reagdo padréo de PCR, utilizando pela
primeira vez, um par de primers de oligonucleotideos especificos para C.
dubliniensis, o DUBF/DUBR.

A identificagdo de C. dubliniensis em colegdo fungica brasileira,
feita por Mariano et al.®? em 2003, utilizou 0 RAPD realizado com trés
diferentes primers, o CDU (o qual produziu 7 fortes bandas para C.
dubliniensis e 6 para C. albicans, com tamanhos moleculares variando de
300 a 1300 pb), o B-14 (produziu 6 fortes bandas para C. dubliniensis e 5
para C. albicans, com tamanho molecular variando de 400 a 2000 pb) e o
M-2 (produziu 8 fortes bandas para C. dubliniensis e 5 para C. albicans,
com tamanhos moleculares variando de 300 a 1600 pb). Todos os primers
utiizados exibiram bandas de alta densidade e permitiram uma
interpretacao visual segura dos padrdes de C. albicans e C. dublinienis.

A extracdo do DNA para ser utilizado em PCR apresenta varias
metodologias descritas na literatura, podendo ser realizada por métodos
fisicos (fervura ou sonicag¢do) ou quimicos (enzimas que visam eliminar as
macromoléculas contaminantes, como proteinas e RNA que estejam

acopladas ao acido nucléico)*® 79 93 117134,



3 PROPOSIGAO

O presente trabalho teve como objetivo identificar cepas de
Candida dubliniensis entre as espécies isoladas e inicialmente
identificadas como Candida albicans, provenientes da cavidade bucal de:
pacientes transplantados cardiacos sob terapia com imunossupressores,
pacientes com tuberculose submetidos a antibioticoterapia prolongada,
pacientes HIV positivos e individuos sadios, presentes em colegcéo de
espécies do laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da
UNESP/ Sao José dos Campos.

As cepas isoladas foram submetidas as seguintes avaliagbes
fenotipicas: a) verificagdo da producgao de tubo germinativo; b) formacéao e
arranjo estrutural de clamidoconideo em agar fuba, agar caseina, agar
tabaco e agar girassol; c) crescimento a temperatura de 45°C.

Apds a realizagao destes testes, as amostras foram submetidas a
identificacdo genotipica pelo método da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos/ UNESP, sob
protocolo n° n° 096/ 2004-PH/CEP (Anexo A).

4.2 Origem das amostras

Duzentas cepas de leveduras do género Candida, provenientes de
colecdo de amostras, do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia de Séao José dos Campos/ UNESP, inicialmente classificadas
como C. albicans, foram incluidas no presente estudo. Estas cepas foram
provenientes de estudos anteriores e foram isoladas de pacientes
transplantados cardiacos sob terapia com imunossupressores, pacientes
com tuberculose submetidos a antibioticoterapia prolongada, pacientes
HIV positivos e individuos sadios. Cada um dos 4 grupos incluiu cinqienta
cepas analisadas. As cepas foram semeadas em placas contendo agar
Sabouraud dextrose e apds crescimento de colbnias caracteristicas foram
submetidas a coloracdo de Gram. A seguir, as col6nias foram transferidas
para agar Sabouraud dextrose inclinado e submetidas aos testes
descritos a seguir, para identificacdo fenotipica e genotipica de C.

dubliniensis.



4.3 Identificacao fenotipica

Em todos os testes fenotipicos foram incluidas uma cepa referéncia
de C. albicans (ATCC 18804) e uma cepa referéncia de C. dubliniensis
(NCPF 3108).

4.3.1 Producéo de tubo germinativo

Foi adicionada uma algada de cultura pura de 24 h da cepa a ser
testada em tubo de ensaio (13x17 mm) contendo 0,5 ml de soro estéril
humano. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C, pelo tempo
minimo de 2 e maximo de 3 horas. A formacao de tubo germinativo foi
observada em microscopia de luz (aumento de 400 vezes), colocando-se
uma gota da suspensdo entre lamina e laminula. Esta prova é positiva

para C. albicans e C. dubliniensis e negativa para as demais espécies'°.

4.3.2 Formacéo e arranjo estrutural de clamidoconideos em agar fuba

Foi utilizado o meio Corn Meal Agar (Difco) adicionado de 1% de
Tween 80, na seguinte propor¢ao: 0,85 g de agar fuba; 0,5 ml de Tween
80 e 50 ml de agua destilada. Para a execugdo da prova o agar
previamente fundido foi distribuido em laminas de vidro, colocadas no
interior de placas de Petri esterilizadas. Ap6s a solidificacdo do agar, cada
cepa de levedura a ser testada foi semeada em estria Unica na superficie
do meio e colocada uma laminula esterilizada no centro da Iamina. Apos

incubagdo por 48 a 72 horas em temperatura ambiente, a leitura foi



realizada com microscopia de luz (aumento de 400 vezes), observando-se
presenca de clamidoconideos. C. albicans produz clamidoconideos unicos
no final ou ao longo de hifas e pseudohifas'' "°. C. dubliniensis produz
abundantes clamidoconideos, geralmente arranjados em pares contiguos
ou em trios e algumas vezes em grandes cachos®® '?®, Foram observadas

também a presenca de hifas/ pseudohifas e leveduras.

4.3.3 Agar Caseina

Todas as cepas estudadas foram inicialmente semeadas por 48
horas a 30°C em agar Sabouraud. O meio de cultura utilizado foi baseado

em Mosca et al.’®", conforme Quadro 1.

Quadro 1- Agar Caseina segundo Mosca et al. '’

Agar Caseina

dissolver 10 g de leite desnatado em 90 ml de agua destilada;
dissolver 3 g de agar em 97 ml de agua destilada;

autoclavar ambas solugdes separadamente a 121°C por 15 minutos;

* & & o

resfriar as solugdes a 45- 50°C, misturar e verter 25 ml em placas de

Petri (90 mm de diametro).

<

Incubar a 24°C por 48 horas.

Apds incubacdo, amostras do crescimento das culturas foram
coradas com lactofenol azul de algodao, e examinadas em microscopia de
luz, com aumento de 100 e 400X para verificacdo da producao de
clamidoconideos. Clamidoconideos abundantes se apresentavam
corados de azul escuro, e arranjados em grupos ao redor de crescimento

pseudomicelial.




4.3.4 Agar Tabaco

Todas as cepas estudadas foram provenientes de subcultura de 24
horas em agar Sabouraud, incubadas a 37°C. O meio foi realizado

segundo proposto por Khan et al.®®, conforme Quadro 2.

Quadro 2 — Agar Tabaco segundo Khan et al. %

Agar Tabaco

¢ misturar 50 g de tabaco proveniente de cigarros (Malboro; alcatrdo 8
mg; nicotina 0,6 mg; Philips Morris Products SA) em 1 litro de agua
destilada;

ferver a mistura por 30 minutos;

filtrar em varias camadas de gaze;

adicionar 20 g de agar e ajustar o volume para um litro;

ajustar o pH da solugéo para 5,4.

autoclavar a 121°C por 15 minutos,

verter 20 ml do meio em placas de Petri (90 mm de didametro);

® & & 6 o oo o

semear uma pequena porgéo (coletada com alga de platina) do in6culo
proveniente de colbnias isoladas;

¢ incubar a 28°C e observar diariamente até periodo de 96 h.

C. dubliniensis produziu crescimento irregular, alaranjado e com
franja hifal periférica, ap6s incubagédo a 28°C por 48/72h. Formou
abundantes clamidoconideos sob a franja hifal periférica quando uma
amostra desse crescimento foi corada com lactofenol azul de algodéo, e
examinada em microscopia de luz, com aumentos de 100 e 400X. As
colénias também foram observadas diretamente em lupa estereoscépica

(Zeiss- Stemi 2000-C) com aumentos de 10 e 40X. C. albicans se




apresentou branco-creme, lisa e sem franja hifal ou clamidoconideos,

mesmo apds observacao por mais de 10 dias.

4.3.5 Agar Girassol (Meio Pal's Agar)

Todas as cepas estudadas foram provenientes de subcultura de 24

horas em &agar Sabouraud, incubadas a 37°C. O meio de cultura foi

preparado de acordo com Al Mosaid et al.?, conforme Quadro 3

Quadro 3 — Agar Girassol segundo Al Mosaid et al.®

Agar Girassol

¢

® & & o o

utilizar 50 gramas de semente de girassol ndo salgado processado em
liquidificador/ processador caseiro até virar pé durante 5 minutos,
permite estocar até no maximo 5 dias;

adicionar 1 litro de agua destilada, ferver por 30 minutos. Esperar
esfriar e filtrar em varias camadas de gaze num funil de vidro;
adicionar 1 g de glicose; 1 g de fosfato de potassio (KH2POQOy); e 1 g de
creatinina;

ajustar o pH da solucgéo para 5,5. O volume é completado para 1 litro;
adicionar 15 g de agar puro;

autoclavar a 110°C durante 20 minutos;

verter 25 ml de meio por placa (90 mm de diametro);

semear pequenas porcdes (coletada com alga de platina) do inéculo
proveniente de colbnias isoladas;

incubar a 30°C e observar diariamente até periodo de 10 dias.




C. dubliniensis e C. albicans apresentavam colbnias creme
acinzentadas lisas e regulares.

C. dubliniensis apresentou macroscopicamente, franja hifal
periférica, € microscopicamente formava clamidoconideos em 48 a 72
horas, visualizados em microscopia de luz, com aumentos de 100 e 400X.

C. albicans nao deveria apresentar franja hifal inicialmente,
somente ap6s 10 dias de incubacdo e nao produzir clamidoconideos

neste meio.

4.3.6 Crescimento a temperatura de 45°C

Todas as cepas estudadas foram inicialmente semeadas em agar
Sabouraud dextrose (Difco), e incubadas a 37°C por 24 h. Uma pequena
porcdo do crescimento foi novamente semeada, por esgotamento, em
agar Sabouraud dextrose e incubada a 45°C. O crescimento foi verificado
visualmente em 24 e 48 h da incubagcdo. Todas as cepas que
apresentaram crescimento negativo a 45°C, foram novamente semeadas
e incubadas a esta temperatura para confirmacéo dos resultados® %" 128,

Para chegarmos a classificagdo de bom ou pobre crescimento, a
placa de Petri foi dividida em 4 quadrantes, e considerou-se um bom
crescimento quando no minimo 2 quadrantes apresentavam crescimento
de colénias apds ser submetido a temperatura de 45°C e, crescimento
pobre foi considerado quando apenas um quadrante apresentou

crescimento de colénias’™ 167,



4.4 Identificagcao genotipica

A identificagdo genotipica foi realizada em trés etapas: extragcao do
DNA das cepas estudadas e das cepas padrdo de C. albicans (ATCC
18804) e C. dubliniensis (NCPF 3108); reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR); e, visualizagédo dos produtos obtidos no PCR por eletroforese em

gel de agarose.

4.4.1 Extracdo do DNA

As cepas estudadas foram inicialmente semeadas em agar
Sabouraud dextrose (Difco), e incubadas a 37°C por 24 h.

A extracao do DNA foi realizada pela técnica da fervura segundo o
proposto por MahnR et al.”.

A coleta do crescimento da cepa testada foi realizada com palitos
de madeira esterilizados. Esses palitos eram previamente colocados no
interior de uma placa de Petri e autoclavados a 120°C durante 15
minutos.

Uma pequena por¢cdo da cepa de Candida a ser testada foi
transferida, com o auxilio do palito de madeira esterilizado, para um tubo
Eppendorf contendo 75 L de agua destilada estéril.

Os tubos Eppendorf foram entdo submetidos a um pulso em
centrifuga a 14.000 Xg. para que todo material fosse retirado das paredes
e misturado. A seguir, foram incubados em banho-maria a 95°C por 10
minutos. Apds este periodo, as amostras foram novamente centrifugadas,
desta vez a 15.000 Xg. por 15 minutos, em centrifuga refrigerada, a 0°C.

As amostras foram armazenadas em congelador a 20°C negativo.



O volume de 2 pL do material obtido foi utilizado para realizagao da

reacao em cadeia da polimerase (PCR).

4.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A identificagdo de C. dubliniensis foi realizada por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) de acordo com o método proposto por
MahnR et al.”® com modificacdes, pois utilizamos o PCR Master MIX
(Promega), que ja inclui a Tag DNA Polimerase, os trifosfatos de
desoxinucleosideos (ANTPs) e o cloreto de magnésio (MgCl,), ao invés
dos componentes em separado.

A mistura para PCR teve um volume total final de 25 pL e foi
composta por:

e 2 uL da amostra de DNA,;
e 1 pL de cada primer (IDT) - foram utilizados dois pares para esta
amplificagcéo; o primeiro par inclui os universais:
- Uni-f: 5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
- Uni-r: - GGTCCGTGTTCAAGACG-3
e o0 segundo par € especifico para C. dubliniensis:
- DUBF Act-f: 5-GTATTTGTCGTTCCCCTTTC-3’
- DUBR Act-r: 5- GTGTTGTGTGCACTAACGTC-3
e 12,5 uL de PCR Master Mix
e 6,5 pL de agua para biologia molecular desmineralizada

(Invitrogen);



A seguir as amostras foram para o termociclador automatico
(Mastercycler- Eppendorf) aonde foram submetidas as seguintes
condicoes:

e desnaturacdo a 95°C por 3 minutos;
e anelamento dos primers a 58°C por 30 segundos;
e extensdo a 72°C por 60 segundos seguida por uma extenséo final de

10 minutos a 72°C no ultimo ciclo.

A partir do 2° ciclo, a desnaturagdo passou a ter duracdo de 30
segundos ao invés de 3 minutos, na temperatura de 95°C. A amplificacao

foi realizada durante 30 ciclos, e teve duragao aproximada de 2 horas.

4 .4 3 Eletroforese

Os produtos da PCR foram separados em gel de 1,5% de agarose
adicionado de 1,0 pl de solugdo de brometo de etidio. A migracao foi feita
a 80V por um periodo de aproximadamente 30 minutos. O tampao de
corrida utilizado foi o TBE (0,89 M Tris-Base, 0,89 M acido bérico, 20 mM
EDTA, pH 8,0).

O gel de agarose foi colocado no interior de um recipiente ainda em
forma liquida e nele foram introduzidos pentes; apos a solidificagédo, o gel
foi colocado no interior do aparelho de eletroforese. Uma solu¢ao tampao
de TBE foi vertida sobre o gel para conduzir a eletricidade e impedir o gel
de secar; os pentes foram removidos para obtengao de orificios ou pogos.

Para visualizagao dos produtos de amplificagao e para localizarmos
o andamento da corrida da eletroforese a olho nu, foi acrescentado o

corante azul de bromofenol.



O DNA amplificado e o corante foram colocados nos po¢os nas

seguintes proporgoes:
- 3 ul de azul de bromofenol;
- 3 ul da amostra de DNA amplificado.

Ao final de cada fileira foi colocado um marcador de peso molecular
(Ladder 100 pb Gilco) adicionado do azul de bromofenol na mesma
proporgéao utilizada (3 pl de azul de bromofenol e 3 yl do Ladder).

A corrente elétrica de 80 V foi aplicada aos eletrodos do aparelho
de eletroforese, criando um campo elétrico ao longo do gel.

Apds 30 minutos a eletroforese foi desligada, quando o azul de
bromofenol tinha percorrido 2/3 do gel ou mais.

Os produtos foram visualizados em transiluminador de Iluz
ultravioleta UV (marca UVP, modelo M-20, comprimento de onda de 302

nm).

4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos na identificacao fenotipica e genotipica foram
submetidos ao teste t de student, para analise de concordancia entre os
métodos de identificacdo. A identificacdo genotipica serviu como padrao

ouro de eficiéncia para analise de cada método fenotipico realizado.



4.6 Analise de custos

Os custos dos métodos fenotipicos e genotipico foram analisados
considerando-se os valores especificos gastos para cada prova realizada,
sem se levar em conta os gastos gerais, como agar Sabouraud, placas de
Petri descartaveis, pessoal técnico e equipamentos necessarios em todos

os laboratorios de microbiologia.



5 RESULTADOS

5.1 Identificacao fenotipica

5.1.1 Formacgéo de tubo germinativo

A formagdo do tubo germinativo estava presente em 100% das
duzentas cepas testadas, uma vez ser esta uma caracteristica tanto de C.
albicans como de C. dubliniensis. Neste caso, a formacgdo de tubo

germinativo serviu para confirmar se tratar de uma destas duas espécies.

5.1.2 Formacao e arranjo estrutural de clamidoconideos em agar fuba

A formacgéo e arranjo estrutural de clamidoconideos quando a cepa
foi semeada em agar fuba Tween 80, apresentou-se diferente para as
duas espécies. A cepa padrao de C. albicans produziu clamidoconideos
Unicos no final ou ao longo de hifas e pseudohifas™’” *°, e cepa padréo de
C. dubliniensis produziu abundantes clamidoconideos arranjados aos
pares, trios ou grandes cachos® '®®. Todas as cepas deveriam apresentar
formacgéao desta estrutura, por ser uma caracteristica das duas espécies.

As leveduras do género Candida que apresentaram
clamidoconideos unicos correspondeu a 129 (64,5%) das 200 cepas
testadas. O grupo que apresentou clamidoconideos arranjados em
cachos correspondeu a 48 (24%) cepas e, 0 grupo que se apresentou em
estagio intermediario correspondeu a 23 (11,5%) cepas, conforme pode
ser observado na Tabela 1. Nas Figuras 1A e 1B podemos observar cepa

sugestiva de C. albicans e cepa padrao de C. dubliniensis. As cepas



chamadas intermediarias foram consideradas sugestivas de C. albicans
por apresentarem a maioria das estruturas unicas e alguns pares, porém
foram descriminadas na tabela para fins de fidelidade aos resultados

obtidos.

Tabela 1 - Numero e porcentagem de cepas que produziram
clamidoconideos Uunicos, em cachos e intermediarios
quando semeadas em agar fuba

Clamidoconideos n % Identificagao
sugestiva
Unicos 129 64,5 C. albicans
Cachos 48 24 C. dubliniensis
Intermediarios 23 11,5 C. albicans

5.1.3 Formacéo e arranjo estrutural de clamidoconideos em agar caseina

C. dubliniensis apresentou capacidade de formacdo de
clamidoconideos quando semeada neste meio, e estes se apresentavam
corados de azul escuro, arranjados ao redor de crescimento
pseudomicelial, enquanto C. albicans apresentou raros ou ausentes
clamidoconideos''. Este meio de cultura nao forneceu leitura visual de
formacéao de franja hifal, apenas microscépica.

Das cepas testadas 135 (67,5%) apresentaram auséncia de
clamidoconideos; 35 (17,5%) apresentaram poucos clamidoconideos e 30
(15%) apresentaram clamidoconideos abundantes e/ou em cachos

conforme pode ser observado na Tabela 2.



Nas Figuras 2A e 2B podemos observar cepa sugestiva de C.
albicans e cepa padrao de C. dubliniensis com auséncia e presenca de

clamidoconideos, respectivamente.

Tabela 2 - Numero e porcentagem de cepas clamidoconideos ausentes
(sem capacidade de formacdo de clamidoconideos), raros e
em cachos (ou abundantes) quando semeadas em agar

caseina
Clamidoconideos n % Identificag&o
sugestiva
Ausentes 135 67,5 C. albicans
Raros 35 17,5 C. albicans
Cachos 30 15 C. dubliniensis

5.1.4 Formacao e arranjo estrutural de clamidoconideos em agar tabaco

A cepa padréo de C. dubliniensis produziu crescimento irregular,
alaranjado, com franja hifal periférica e formou abundantes
clamidoconideos de cor azul escuro sob esta franja, quando uma amostra
do crescimento foi corada com lactofenol azul de algodao, conforme pode
ser observado na Figura 3B. As colénias de C. albicans deveriam se
apresentar apenas em cor branca ou creme, lisas e sem franja hifal ou
clamidoconideos, mesmo apos observacdo por mais de 10 dias®®,
conforme pode ser visualizado na Figura 3A.

Esses dados ndo foram encontrados em nossos resultados, onde
pudemos visualizar colénias brancas, irregulares com franja e
clamidoconideos, e também algumas colénias laranja com faixas brancas

em seu interior, conforme pode ser visualizado nas Figuras 4A e 4B.



Das cepas testadas 161 (80,5%) apresentaram auséncia de
clamidoconideos quando semeadas neste meio; 23 (11,5%)
apresentaram poucos clamidoconideos e 16 (8%) apresentaram
clamidoconideos abundantes e/ou em cachos, conforme pode ser
observado na Tabela 3. A presencga ou ndo de franja hifal periférica pode
ser observada na Tabela 4.

Nas Figuras 5A e 5B, podemos observar o aspecto microscopico
da formacgdo de clamidoconideos em &gar tabaco, onde se observou
respectivamente cepa sugestiva de C. albicans com auséncia de
clamidoconideos e cepa padrdo de C. dubliniensis, com numerosos

clamidoconideos.

Tabela 3 - Numero e porcentagem de cepas clamidoconideos ausentes,
raros e em cachos quando semeadas em agar tabaco

Clamidoconideos n % Identificagcdo
sugestiva
Ausentes 161 80,5 C. albicans
Raros 23 11,5 C. albicans
Cachos 16 8 C. dubliniensis

Tabela 4 - Numero e porcentagem de cepas positivas e negativas para
franja hifal periférica quando semeadas em agar tabaco

Franja Hifal n % Identificagéo
Periférica sugestiva
Presente 24 12 C. dubliniensis

Ausente 176 88 C. albicans




5.1.5 Formacao e arranjo estrutural de clamidoconideos em agar girassol

C. albicans e C. dubliniensis deveriam apresentar coldénias creme
acinzentadas lisas e regulares quando semeadas em agar girassol. C.
dubliniensis apresentou franja hifal e clamidoconideos em 48 a 72 horas
da incubacéo, ja C. albicans somente deveria apresentar franja hifal apds
10 dias de incubagédo e n&o produzir clamidoconideos neste meio, mesmo
apos este periodo®, conforme pode ser visualizado nas Figuras 6A, 6B e
7A, 7B, respectivamente.

Esses dados foram encontrados na maioria, mas ndo em todos os
nossos resultados.

Das cepas testadas, 17 (8,5%) apresentaram clamidoconideos
quando semeadas neste meio; 178 (89%) apresentaram auséncia e 5
(2,5%) apresentaram poucos clamidoconideos, conforme pode ser
observado na Tabela 5.

A presencga de franja hifal periférica foi examinada microscépica e
visualmente durante 10 dias. Os resultados podem ser observados na
Tabela 6.

Tabela 5 - Numero e porcentagem de cepas clamidoconideos presentes,
ausentes e raros quando semeadas em agar girassol

Clamidoconideos n % Identificagcdo
sugestiva
Presentes 17 8,5 C. dubliniensis
Ausentes 178 89 C. albicans

Raros 5 2,5 C. albicans




Tabela 6 - Numero e porcentagem de cepas positivas para franja hifal
periférica quando semeadas em agar girassol

Franja Hifal n % Identificagcao
Periférica sugestiva
Presente 15 7.5 C. dubliniensis
Ausente 185 92.5 C. albicans

5.1.6 Crescimento a temperatura de 45°C

C. albicans apresentou bom crescimento quando submetida a esta
temperatura e C. dubliniensis por ser mais sensivel a temperaturas
elevadas n3o cresceu ou cresceu pobremente®® 37 %8 71. 115 134, 149
conforme pode ser visualizado nas Figuras 8A e 8B, respectivamente.

Todas as cepas foram submetidas a temperatura de 45°C. Das 200
cepas testadas, apresentaram bom crescimento a esta temperatura
86,5% (173 amostras), crescimento pobre 5% (10 amostras) e auséncia
de crescimento 8,5% (17 amostras) das cepas testadas. Estes dados

podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7 - Numero e porcentagem de amostras positivas para
crescimento a 45°C, com crescimento pobre e sem
crescimento

Crescimento n % Identificagao
sugestiva
Presente 173 86,5 C. albicans
Pobre 10 5 C. dubliniensis

Ausente 17 8,5 C. dubliniensis




A B

FIGURA 1 — Aspecto microscopico da formagao de clamidoconideos em agar
fuba Tween 80. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A,
com clamidoconideos duplos ou isolados e cepa padrdo de C.
dubliniensis em B, com numerosos clamidoconideos em cachos.
Aumento de 100 X.

A B

FIGURA 2 — Aspecto microscopico da formagao de clamidoconideos em agar
caseina. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A, com
auséncia de clamidoconideos e cepa padrdao de C. dubliniensis
em B, com numerosos clamidoconideos em cachos. Aumento de
100 X e 400 X respectivamente.



FIGURA 3 — Aspecto macroscépico de crescimento de cepa sugestiva de C.
albicans (A) e de cepa padrdo de C. dubliniensis (B) em agar
tabaco. Observa-se cor branca e bordos lisos para C. albicans (A)
e cor alaranjada com numerosas franjas, aspecto rugoso e
irregular para C. dubliniensis (B). Aumento em lupa com aumento
original de 10 X.

A B

FIGURA 4 — Aspecto macroscopico de crescimento atipico de cepa sugestiva
de C. albicans (A) e de cepa sugestiva de C. dubliniensis (B) em
agar tabaco. Observa-se cor branca e bordos irregulares com franjas
para cepa sugestiva de C. albicans (A) e cor branca e alaranjada
com franjas, aspecto rugoso e irregular para cepa sugestiva de C.
dubliniensis (B). Visualizagao em lupa com aumento original de 40
X.



A B

FIGURA 5 — Aspecto microscopico da formagdo de clamidoconideos em agar
tabaco. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A, com
auséncia de clamidoconideos e cepa padréo de C. dubliniensis em
B, com numerosos clamidoconideos em cachos. Aumento de 100
X.

A B
FIGURA 6 — Aspecto macroscépico de crescimento de cepa sugestiva de C.
albicans (A) e de cepa padrdo de C. dubliniensis (B) em agar
girassol. Observa-se cor branca e bordos lisos para C. albicans

(A) e cor branca com numerosas franjas, aspecto irregular para C.
dubliniensis. Visualizagdo em lupa com aumento original de 10 X.



A B
FIGURA 7 — Aspecto microscopico da formagao de clamidoconideos em agar
girassol. Observa-se cepa sugestiva de C. albicans em A, com
auséncia de clamidoconideos e cepa padréo de C. dubliniensis em
B, com numerosos clamidoconideos em cachos. Aumento de 40

X.

FIGURA 8 — Aspecto do crescimento das col6nias quando as cepas foram
submetida a temperatura de 45°C. Observa-se cepa sugestiva de
C. albicans em A, com bom crescimento e cepa padrdo de C.

dubliniensis em B, com crescimento considerado pobre.



5.2 Identificagao genotipica

A reacdo em cadeia da polimerase contém um par de primers
universal que resultou em um fragmento de aproximadamente 614 pb e
serviu como controle positivo para todas as espécies fungicas, isto é,
todas as amostras fungicas resultaram em um produto de
aproximadamente 614 pb, inclusive o DNA genbémico de C. albicans e C.
dubliniensis, sendo esta banda visualizada em ambas as espécies>* ’°.

O par de primers especifico para C. dubliniensis resultou em
fragmentos de 288 pb, observando-se duas bandas apenas nas cepas
que pertenciam a esta espécie, conforme pode ser visualizado nas figuras
9A e 9B, marcados pelas setas brancas, pertencentes a cepa padrédo de
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C. dubliniensis®* Todas as amostras testadas (100%) foram

identificadas como C. albicans pelo PCR.

— -

FIGURA 9 — Fotografia dos produtos obtidos apds eletroforese em gel de
agarose visualizados por luz ultravioleta. Seta azul evidencia
cepa padréo de C. albicans (ATCC 18804) e seta vermelha cepa
padréo de C. dubliniensis (NCPF 3108).



Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo
acordo de identificagdo entre os métodos fenotipicos e genotipico, sendo
a identificacdo genotipica considerada o padréao ouro de eficiéncia. Como
os resultados do teste genotipico comprovaram que todas as cepas eram
C. albicans, foi considerado positivo o numero de cepas identificadas
como C. albicans pelos métodos fenotipicos analisados, conforme pode

ser observado na Tabela 8.

Tabela 8 — Acordo de identificacdo entre os testes fenotipicos e o teste
genotipico (padrao ouro de eficiéncia)

Teste Fenotipico C. albicans C. dubliniensis % de acordo
Fenotipico | PCR | Fenotipico| PCR de
Identificagcéo
Agar Fuba 152 200 48 0 76
Agar Caseina 170 200 30 0 85
Agar Tabaco 184 200 16 0 92
Agar Girassol 185 200 15 0 92,5
Temperatura 173 200 27 0 86,5
45°C




5.3 Analise de custos

Os custos dos métodos fenotipicos e genotipico foram analisados e

os resultados podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 — Custo aproximado do material de consumo utilizado para a
identificacéo de C. dubliniensis.

Protocolo de identificagdo Custo por 200 Custo por cepa testada

cepas testadas

Agar Fuba R$ 48,00 R$ 0,24
Agar Caseina R$ 40,00 R$ 0,20
Agar Tabaco R$ 188,00 R$ 0,95
Agar Girassol R$ 92,00 R$ 0,46

45°C R$ 45,00 R$ 0,22
PCR R$ 2.232,00 R$11,00

A identificagcdo por PCR necessitou de equipamentos para biologia
molecular, como termociclador, transiluminador, centrifuga refrigerada,
equipamento de fotodocumentacdo e pipetas automaticas de alta
precisdo, com custo de R$ 73.544,97 em 2006.



6. DISCUSSAO

Os laboratorios de diagndstico em microbiologia utilizam técnicas
fenotipicas para caracterizar o perfil morfolégico e bioquimico das
leveduras, e os métodos disponiveis atualmente para identificacdo de
espécies do género Candida sdo numerosos, sendo a escolha de um
deles determinada pelo nivel de identificagdo requerida e recursos
disponiveis nos laboratorios®'.

Um dos métodos que vem sendo largamente utilizado nos ultimos
anos é a verificagdo do comportamento da levedura sob determinadas

condicdes, e em determinados meios de cultura'’: 12 31 38 46. 54,67, 68, 69, 74,

78,79, 96, 133, 168

A discriminacéo rotineira entre C. albicans e C. dubliniensis tem
sido problematica em laboratérios microbiolégicos de diagndstico e nos
ultimos dez anos tem havido uma proliferacdo de testes fenotipicos

descritos na literatura para diferenciacdo entre estas duas espécies® '% %

79, 144

C. dubliniensis, inicialmente isolada em Dublin na Irlanda em
pacientes com AIDS ou portadores do HIV que apresentavam candidose
bucal recorrente’®, tem sido isolada nos ultimos anos de varios sitios
anatdmicos, e encontrada nos mais diversos tipos de pacientes, como em
imunossuprimidos e imunocompetentes, em pacientes com candidose
bucal e nos que nao apresentavam qualquer evidéncia clinica da doengaz'

20, 28, 58, 70. 90. 156 5 que tem motivado varios autores a pesquisarem a

presenca deste microrganismo em diversas populacdes® 3% 142158,

Embora C. dubliniensis apresente similaridades fenotipicas com C.
albicans, este parece ser um constituinte mais raro da microbiota bucal

normal’'?,



Os 200 isolados examinados em nosso estudo foram inicialmente
classificados como C. albicans e eram provenientes de pacientes
transplantados cardiacos sob terapia com imunossupressores, pacientes
com tuberculose e submetidos a antibioticoterapia prolongada, pacientes
HIV positivos e individuos sadios. Nenhum deles no momento da coleta
apresentava evidéncia clinica de candidose bucal ou havia feito uso de
antifungicos durante pelo menos os seis ultimos meses anteriores a
coleta. Embora 3/4 da populacdo estudada pertencesse ao grupo com
maior probabilidade em apresentar C. dubliniensis, a analise genética
feita por PCR verificou que nenhum dos isolados pertencia a esta espécie,
e todas as amostras foram identificadas com C. albicans.

A prevaléncia de C. dubliniensis é muito discutida em toda a
literatura em diversas partes do mundo, e apresenta resultados muito
variaveis.

Mariano et al.® investigando a presenca de C. dubliniensis entre os
548 isolados previamente identificados como C. albicans em colecao
brasileira de leveduras do ano 1994 até 2000, encontraram 11 cepas de
C. dubliniensis (2%) identificadas por genotipagem utilizando a técnica de
RAPD. Das 11 amostras obtidas, 9 eram provenientes de pacientes
portadores do HIV e 2 de pacientes sadios; todas as 11 amostras foram
coletadas da regido orofaringea. Esses achados concordam com
Coleman et al.?® que relataram ser este um organismo comensal da
cavidade bucal humana, o que portanto explicava a presencga da levedura
nos 2 individuos saudaveis. Sullivan et al.’ acredita ser a orofaringe o
habitat natural de C. dubliniensis.

Milan et al.** encontraram 3 (2,8%) amostras de C. dublinensis
entre as 108 investigadas provenientes de pacientes brasileiros, aidéticos
ou portadores do HIV, com candidose orofaringea.

Chavasco et al.?® identificaram a presenca de C. dubliniensis dentre

37 amostras isoladas de candidose oral eritematosa provenientes de



pacientes HIV positivos e HIV negativos identificadas anteriormente como
C. albicans e encontraram 2 (5,4%) isolados de C. dubliniensis.

Na América do Sul, a prevaléncia dos isolados de C. dubliniensis
parece ser mais baixa do que a encontrada em outros paises da Europa e
EUA™ 30.44.82. 94 " ambora na Argentina, Binolfi et al.” tenham encontrado
12,96% de C. dubliniensis entre os isolados da regido orofaringea de
pacientes HIV positivos. Os autores consideraram seus resultados
similares aos encontrados na Irlanda (18- 32%), mas ndo aos do Brasil
(2,8%). Na Venezuela a prevaléncia de C. dubliniensis encontrada foi de
2,5%*.

Na Italia, Faggi et al.*® encontraram 1,5% de C. dubliniensis na
cavidade bucal de 132 pacientes HIV positivos e nenhum isolado desta
espécie na cavidade bucal de 89 pacientes HIV negativos.

O uso da terapia antiretroviral parece diminuir o isolamento de C.
dubliniensis na cavidade bucal de portadores do HIV'%.

Costa et al.>°

investigaram a colonizagdo por leveduras do género
Candida isoladas da cavidade bucal de pacientes soropositivos, 78% dos
quais em uso de terapia retroviral. Dos 99 pacientes investigados, C.
albicans foi a espécie mais prevalente (50%) e nenhum isolado de C.
dubliniensis foi encontrado. Melo et al.gz, também n&o encontraram C.
dubliniensis na cavidade bucal de 114 pacientes soropositivos brasileiros
em uso de terapia retroviral, e C. albicans também foi a espécie mais
prevalente (57,8%).

No hospital maternidade do Kuwait, de 1644 isolados de Candida
positivos para tubo germinativo, somente 3 foram identificados como C.
dubliniensis, com uma prevaléncia de 0,2%, porém nenhum dos pacientes
era portador do HIV e nenhuma amostra foi coletada da cavidade bucal®.
Em estudos que verificaram esta prevaléncia em outros sitios anatémicos,
verificaram-se dados como 0,17% de C. dubliniensis em regido vaginal de
mulheres imunocompetentes na Turquia1 e 2%, entre 974 isolados

positivos para tubo germinativo, provenientes de diferentes sitios



anatébmicos como sangue, bile, catarro, urina e secre¢des bucais em
pacientes com cancer'*?. Em 1998, Oliveira et al.'® nzo encontraram C.
dubliniensis em 44 amostras coletadas de lesdes pseudomembranosas
esbranquicadas em mucosa bucal de pacientes com cancer.

Tekeli et al.”® investigando a prevaléncia de C. dubliniensis na
cavidade bucal de 230 pacientes portadores de diabetes tipo 1, nao
encontraram nenhuma cepa desta espécie e C. albicans foi a espécie
mais freqlientemente encontrada (58%). Em outro estudo realizado por
Tekeli et al.”®” sobre a presenca de C. dubliniensis entre os 67 isolados
positivos para o género Candida provenientes de hemocultura de
pacientes HIV negativos na Turquia, entre 2001 e 2004, encontraram
55,2% de C. albicans e 1,4% de C. dubliniensis. Os mesmos autores'*
investigando a presenca C. dubliniensis em amostras provenientes de
orofaringe em pacientes HIV positivos, encontraram prevaléncia de
11,4%.

Na india, a prevaléncia de C. dubliniensis encontrada na cavidade
bucal de 150 pacientes com AIDS, correspondeu a 0,7% *°.

Em um estudo retrospectivo feito na Arabia Saudita envolvendo
leveduras causadoras de fungemia, entre os anos de 1991 a 2000, a
prevaléncia encontrada em pacientes imunossuprimidos por outros
motivos que néo o HIV, foi de 5 casos em 189 pacientes, dos quais foram
isoladas 366 cepas de leveduras, o que correspondeu a 1,44%>.

Pfaller et al.'" determinando a variagdo de espécies do género
Candida em 6.082 isolados, coletados de infecgbes sanglineas
provenientes de 250 centros médicos em 32 nacgdes, incluindo a América
Latina, num periodo de 10 anos, encontrou 3.401 C. albicans, 984 C.
glabrata, 796 C. parapsilosis, 585 C. tropicalis, 153 C. krusei, 67 C.
lusitaniae, 48 C. guilliermondii, 10 C. famata, 10 C. kefyr, 6 C. pelliculosa,
5 C. rugosa, 4 C. lipolytica, 3 C. dubliniensis, 3 C. inconspicua, 2 C. sake,
e um isolado das seguintes espécies: C. lambica, C. norvegensis e C.

zeylanoides. A espécie mais prevalente em todas as regides, que



incluiram além da América Latina os paises da Asia, Europa e Estados
Unidos foi C. albicans. C. dubliniensis foi considerada sob a forma de
“outras”, por ter sido encontrada em baixo numero.

A prevaléncia de C. dubliniensis descrita na literatura apresenta
grande variagdo, desde indices nulos®® 92 0% 143. 158 'haixos (0,2% até
5,0%)3, 9, 39, 74, 82, 94, 103, 157, médios (5% até 18%)15, 25, 41, 42, 60, 128, 159 e

aItOSSQ, 89, 120

, chegando até a 32% em pacientes com AIDS e candidose
bucal na populacio irlandesa’. Segundo Sullivan et al.’®?, seu habitat
natural € a orofaringe, regiao onde esta espécie foi mais freqlientemente
encontrada, sugerindo que talvez esse possa ser um microrganismo
transitério da cavidade bucal, o que concorda com os achados de Alves et
al." onde C. dubliniensis foi isolada de uma paciente com AIDS, sem
lesbes orais, e que recebia atendimento no Hospital Universitario de
Santa Maria. A coleta positiva para C. dubliniensis foi feita na consulta de
janeiro de 1999, porém o acompanhamento da paciente com repetidas
coletas n&o permitiram novo isolamento, assim como néo se verificou o
desenvolvimento de candidose bucal.

Estudos sobre a incidéncia de C. dubliniensis sdo necessarios para
um melhor entendimento sobre sua epidemiologia, especialmente na
América do Sul, onde sua freqiiéncia ainda ndo é bem conhecida®.

Os testes fenotipicos fornecem identificagdo sugestiva da espécie a
ser testada, baseados em seu comportamento sob determinadas
condigdes.

Todos os testes fenotipicos realizados em nosso estudo
apresentaram identificacao sugestiva de C. dubliniensis entre as amostras
estudadas, porém pela reagcédo em cadeia polimerase (PCR), as amostras
foram identificadas como C. albicans.

A prova do tubo germinativo é utilizada rotineiramente em
laborato6rios microbiolégicos para identificacédo de C. albicans, porém C.
dubliniensis também produz tubo germinativo. Antes do reconhecimento

de C. dubliniensis como uma nova espécie, este teste era considerado um



dos marcadores fenotipicos para C. albicans®® ™ 140. 149. 155, 156, 162

Campanha et al.?? afirmaram que aproximadamente 95 a 97% de C.
albicans tenha capacidade de produzir tubo germinativo quando incubada
em soro a 37°C por um periodo entre 2- 4 horas.

Alguns autores relataram que, sob as mesmas condi¢des, além de
C.albicans e C. dubliniensis, algumas cepas de C. stellatoidea e C.
tropicalis também s&o capazes de produzir tubo germinativo®? % 162,

Lees & Barton’ relatam que embora C. dubliniensis possa produzir
tubo germinativo, o faz com resultado fraco, o que nao foi verificado em
nosso estudo, onde ndo houve diferenca entre a producdo de tubo
germinativo entre as 200 amostras testadas e as amostras padréo para C.
albicans e C. dubliniensis.

Sullivan et al.'®®

quando descreveram pela primeira vez esta nova
espécie, consideraram que ao ser semeado em agar fuba, ela produzia
abundantes clamidoconideos em pares ou trios, em posi¢do terminal de
pequenas pseudohifas. Muitos outros autores descreveram o0s mesmos

resultados& 22,68, 134, 149, 162.

|.139

Schoofs et a ndo encontraram esta formagéo caracteristica de

clamidoconideos em pares ou trios em isolados de C. dubliniensis, mas

sim clamidoconideos isolados. Binolfi et al.™

estudando o comportamento
de C. dubliniensis e C. albicans quando semeadas em corn meal agar
com Tween 80 (Sigma, USA) encontraram que 71,43% de C. dubliniensis
produziram abundantes clamidoconideos em pares e trios neste meio e
que 39,28% de C. albicans também se comportaram do mesmo modo.

Na prova de formagdo e arranjo estrutural de clamidoconideo,
quando as amostras foram semeadas em agar fuba Tween 80, quase um
quarto das amostras testadas (24%) foram sugestivas para C.
dubliniensis. Uma vez que nao havia C. dubliniensis em nossas amostras,
24% de C. albicans apresentaram abundantes clamidoconideos em pares
e trios, assim como a amostra padrdo de C. dubliniensis, o0 que

consideramos um valor muito alto, concordamos com os autores que



consideram que uma eventual disposicdo de clamidoconideos né&o

fornece uma diferenciagao significativa entre as espécies®” "

Varios autores®® °7 71, 9. 161

encontraram em seus resultados,
amostras de C. albicans que apresentaram comportamento similar ao de
C. dubliniensis quando semeadas em agar fuba adicionado de Tween 80,
concordando com nossos resultados. Schoofs et al.™ ao contrario,
encontraram cepas de C. dubliniensis que nao produziram abundantes ou
triplos clamidoconideos neste meio, e estas espécies foram confirmadas
pelo teste genético do DNA fingerprinting (impressoes digitais de DNA).
Pinjon et al."™® descreveram o teste de crescimento a temperatura
de 42°C e 45°C como um método reprodutivel, simples e barato de
diferenciagao entre as espécies em questdo, e considerou a temperatura

de 45°C mais eficiente. Kirkpatrick et al.”’

, considerou o método
ineficiente, pois encontrou 10 entre 28 C. albicans que também foram
incapazes de crescer a esta temperatura.

O teste de crescimento a temperatura de 45°C durante 48 horas,
22, 51, 68

embora considerado de baixa especificidade por alguns autores e

considerado de facil realizagéo e frequentemente utilizado em associagéo
com outros testes fenotipicos® & 43 46:98. 65134,

MahnR et al.” testando 8 amostras de C. dubliniensis sendo duas
delas cepas de referéncia (CBS 7987 e CBS 8501), encontraram que a
42°C, somente uma amostra foi incapaz de crescer e duas cresceram
pobremente; as outras cinco, incluindo as duas cepas referéncias de C.
dubliniensis, cresceram bem a 42°C. Quando submetidas a 45°C, sete
amostras, incluindo as duas cepas referéncias, nao apresentaram
crescimento, porém uma das amostras apresentou bom crescimento. Em
relacéo a C. albicans os autores encontraram que uma entre 94 amostras
nao cresceu a 42°C e cinco foram incapazes de crescer em 45°C.

Schoofs et al.”*°, também encontraram em seus estudos, algumas
cepas de C. dubliniensis que cresceram bem na temperatura de 42°C,

incluindo a cepa padréo para C. dubliniensis utilizada (NCPF CD36).



1.'%" ndo encontraram nenhuma amostra entre seus

Mosca et a
isolados que se comportasse de maneira atipica. Das 109 C. dubliniensis
testadas a temperatura de 45°C, nenhuma apresentou crescimento, e das
120 C. albicans testadas, todas cresceram bem.

Alguns autores sugerem que embora C. dubliniensis seja mais
sensivel a temperatura de 45°C, existem cepas de C. albicans que
também sdo incapazes de crescer a esta temperatura'® 22 39 4143, 46,94, 96,
11 Nossos resultados concordam com os autores anteriores, uma vez
que encontramos 8,5% de C. albicans que nao foram capazes de crescer
a temperatura de 45°C e 5% que apresentaram pobre crescimento
quando submetidas a esta temperatura. Nao descartamos sua utilidade
como método de triagem para um grande numero de amostras por ser
facilmente reprodutivel, uma vez que embora C. albicans possa ser
erroneamente classificada como C. dubliniensis, o contrario raramente
acontece. Em nosso estudo, a cepa referéncia de C. dubliniensis nao
apresentou crescimento quando submetida a esta temperatura.

Uma das principais descri¢bes fenotipicas de C. dubliniensis, € sua
habilidade em produzir abundantes clamidoconideos quando semeadas
nos mais diversos meios de cultura, principalmente os que utilizaram
extratos de planta e proteina do leite em sua constitui¢ao.

A procura de um meio de cultura que fosse um marcador fenotipico
ideal de diferenciagéo entre C. albicans e C. dubliniensis, fez com que
recentemente houvesse uma proliferacdo de publicagcbes sobre os
extratos de plantas e sementes utilizados, como o agar niger (Guizotia
abyssinica), agar nabo (Brassica napus), agar milheto (Panicum
miliaceum), &gar alpiste (Phalaris canariensis), agar linhaca (Linum
usitatissimum), agar girassol (Helianthus annus), agar suco de tomate,
agar tabaco, e o 4gar caseina (proteina derivada do leite)® ' 68 74 78,101

O agar niger ou verbesina da India e o agar girassol, embora sejam
derivados de plantas da mesma familia (oleaginosas ndo leguminosas)

derivam de espécies diferentes, sendo que tanto o agar niger ou agar



Staib e o agar girassol ou agar Pal’s foram originalmente desenvolvidos
para identificacéo precoce de Cryptococcus neoformans em populagédo de
pacientes com AIDS, a primeira populacdo onde C. dubliniensis foi
inicialmente identificada® % '*°. Al Mosaid, et al.’ estudaram o efeito em
trocar as sementes de Guizotia abyssinica do agar niger por Helianthus
annus do agar girassol e utiliza-lo para diferenciagcdo em culturas mistas,
entre Cryptococcus neoformans, C. albicans e C. dubliniensis. Em seus
resultados os pesquisadores encontraram que em 72 horas de incubagao
a 30°C, todas as 128 cepas de C. dubliniensis testadas produziram franja
hifal ao redor do crescimento das colénias; nenhuma das 124 cepas de C.
albicans produziram franja hifal e 93,75% das cepas de C. dubliniensis
produziram clamidoconideo. Apo6s 10 dias de incubacgéo a 30°C, 29% de
C. albicans produziram franja hifal; nenhuma cepa de C. albicans produziu
clamidoconideo e 6,25% das cepas de C. dubliniensis continuaram
negativas para produgcédo de clamidoconideo. Os autores consideraram
em seu artigo, que este foi um método de diferenciacao entre as espécies
100% eficaz, e que a discriminagéo baseada no aspecto morfolégico das
colénias (com ou sem franja hifal), € mais precisa do que a produgéo de
clamidoconideos. Quando estas mesmas amostras foram incubadas a
temperatura de 37°C, os autores ndo encontraram bons resultados.

Khan et al.?” sugeriram a utilizacdo do agar girassol simplificado,
preparado da mesma forma que o original, sem a utilizacdo de creatinina
e de KHyPO4, apenas utilizando sementes de girassol, glicose e agar
simples. Ao comparar os dois meios de cultura (agar girassol original e o
agar girassol simplificado) encontraram os mesmos resultados. A
exclusao destes componentes ndo afetou a habilidade da C. dubliniensis
em produzir abundantes clamidoconideos. Os autores consideraram ser
este 0 meio ideal para producdo em larga escala para estudos
epidemioldgicos, principalmente em pacientes portadores do HIV, onde C.
albicans, C. dubliniensis e Cryptococcus neoformans podem ocorrer

concomitantemente. Khan et al.®® prepararam o agar girassol com extrato



da casca da semente de girassol ao invés de utilizar toda a semente, sem
comprometer a eficacia do meio na diferenciacéo das duas espécies.

Sahand et al.”™®

combiram agar girassol com CHROMagar Candida
para melhorar a eficacia obtida por cada meio individualmente, e
concluiram que a diferenciacao entre C. albicans e C. dubliniensis pode
ser melhorada. Neste meio, 100% de C.albicans se apresentaram verde
claro, 96% de C. dubliniensis se apresentaram verde azulado e os outros
4% de C. dubliniensis se apresentaram verde azulado claro. Nenhuma C.
albicans foi capaz de produzir clamidoconideo neste meio, enquanto 92%
de C. dubliniensis produziram. Os autores consideraram este meio com
100% de especificidade, pois os 8% remanescentes de C. dubliniensis
puderam ser facilmente identificados pelo aspecto irregular e de cor verde
azulado de suas colbnias.

Em nossas 200 amostras semeadas em agar girassol, 89% nao
produziram e 2,5% apresentaram raros clamidoconideos; 8,5% das
amostras apresentaram abundantes clamidoconideos; franja hifal
periférica esteve presente em 7,5% das amostras. Consideramos as duas
caracteristicas: franja e clamidoconideos em cachos ou numerosos para a
cepa ser sugestiva de C. dubliniensis, o que ocorreu em 15 cepas.

O agar girassol apresentou alguma dificuldade em relagédo ao
tempo de duragdo do pd da semente de girassol, o qual consideramos
curto por ter uma validade de no maximo de 5 dias e apresenta como
desvantagem a duracdo do teste, 10 dias, sendo que ao final deste
periodo, muitas placas se apresentavam contaminadas. Apds este
periodo, nossos resultados nao variaram dos obtidos nas primeiras 72
horas da semeadura das amostras. Os resultados séo de facil leitura
visual € em microscopia de luz. Este meio foi o mais eficaz na
diferenciagdo das nossas amostras, pois apresentou o0 menor numero de
amostras sugestivas para C. dubliniensis, ja que 0 nosso padrao ouro de

verificagcdo de identificagdo comprovou que né&o havia C. dubliniensis



entre as amostras testadas. O grau de eficiéncia de identificacdo deste
meio foi de 92,5%.

A avaliagdo das caracteristicas morfolégicas das colbénias foi mais
eficaz do que a avaliagdo microscopica, o que concorda com os achados
descritos na literatura® ¢” 1%,

O agar tabaco foi originalmente descrito na india, onde uma grande
parcela da populagdo €& habituada a mascar tabaco. Foi inicialmente
desenvolvido para diferenciagéo entre Cryptococcus neoformans e outros
tipos de leveduras, como C. albicans. A férmula original era feita com 50 g
de tabaco em rolo (fumo de corda) e este meio foi considerado por seu
autor como sendo muito econdmico’®. Khan et al.®® resolveram testar o
agar tabaco para diferenciar C. albicans e C. dubliniensis, porém ao invés
de utilizar tabaco em rolo, utilizou cigarros “Marlboro light”, e outras duas
marcas comerciais de cigarros provenientes da India, para comparagao.
Nao encontraram diferenca entre as marcas comerciais dos cigarros
utilizados. Os autores concluiram que este € um meio 100% eficaz, pois
todos os 30 isolados de C. dubliniensis testados produziram colénias
irregulares com franja hifal periférica, e abundantes clamidoconideos apés
incubagéo por 48- 72 horas a 28°C. Todos os 50 isolados de C. albicans
produziram colénias brancas e lisas, sem franja hifal periférica e
clamidoconideos, mesmo ap6s 10 dias de incubag&o a 28°C. Nenhuma
alteragao fenotipica foi observada quando as amostras foram incubadas a
30°C, porém os autores nao obtiveram bons resultados quando as
amostras foram incubadas a 37°C.

Nossos resultados consideraram o agar tabaco satisfatoério, com
resultados bem proximos aos obtidos pelo agar girassol, que em nosso
estudo foi o que apresentou o menor numero de identificagbes incorretas,
porém nao foi possivel considerar nenhum dos métodos fenotipicos
analisados como “100% eficaz”. O agar tabaco considerou 8% das cepas
sugestivas para C. dubliniensis, embora morfolégicamente 12% das cepas

tenham apresentado franja hifal periférica, consideramos positivas



somente as amostras com clamidoconideos em cachos ou numerosos e
franja hifal ao redor das colénias. Em nossos resultados, a franja hifal
periférica esteve presente neste meio em maior numero (12%) do que a
capacidade de formagédo de clamidoconideos (8%), o que ndo é muito
comum em meios suplementados com extratos de plantas em sua
constituicdo, onde os aspectos morfolégicos costumam ser mais eficazes®
67,68, 130

O grau de eficiéncia de identificagdo do agar tabaco em nossos
resultados foi de 92%.

Mosca et al.’! utilizaram uma proteina do leite, a caseina, para
suplementar o meio de cultura para diferenciar C. albicans e C.
dubliniensis. Neste estudo os autores encontraram que todas as 109 C.
dubliniensis testadas produziram abundantes clamidoconideos arranjados
em grupos, ao redor de crescimento pseudomicelial quando semeadas
em agar caseina e 111 de 120 (92,5%) C. albicans testadas, néao
produziram.

Alves et al." compararam o agar suco de tomate com agar niger,
agar caseina e agar girassol, e encontraram que 100% das C.
dubliniensis testadas apresentaram clamidoconideos em todos os meios
analisados. O agar caseina foi 0 que apresentou o maior numero de C.
albicans capazes de produzir clamidoconideo, 8,61%; o agar suco de
tomate, 7,53%; o agar niger e agar girassol, 3,3%.

Em nossas amostras o agar caseina apresentou 15% de isolados
sugestivos de C. dubliniensis, sendo portanto seu grau de eficiéncia de
identificacédo de 85%. O meio & de facil realizacdo e o que apresentou
leitura mais facil em microscopia de luz. Os apectos morfolégicos das
colénias ndo séo utilizados como parametro para diferenciacdo entre as
especies, uma vez que ambas crescem de forma semelhante neste meio,
nao havendo producao de franja hifal periférica.

Os resultados de nossos testes fenotipicos demonstraram que a

formacgdo e arranjo estrutural de clamidoconideos em agar fuba foi o



método mais inespecifico, com falsas identificacdes de C. dubliniensis em
24% dos casos. O agar caseina veio em seguida, com 15% das amostras,
ficando atras inclusive do diferencial de temperatura que apresentou
13,5% de amostras sugestivas para C. dubliniensis. O &agar tabaco
apresentou apenas 8% de falsas identificagbes, seguido bem de perto do
método fenotipico que apresentou melhores resultados, o agar girassol,

7,5%. Nossos achados concordam com Loreto et al’®

, que consideraram o
agar girassol como o método fenotipico mais eficiente para diferenciagcéo
entre as espécies.

Das 200 amostras estudadas, apenas 4 (2%) foram sugestivas
para Candida dubliniensis em todos os testes fenotipicos realizados,
sendo duas amostras pertencentes ao grupo de pacientes tuberculosos e
duas amostras provenientes de pacientes portadores do HIV, o que
concorda com a literatura a qual associa infecgao por C. dubliniensis em

pacientes imunossuprimidos por diversos motivos® 20+ 58 70. 90. 145, 156

eo
que nos levou a acreditar num primeiro momento, se tratar de amostras
de C. dubliniensis. Nao sabemos explicar porque estas amostras de C.
albicans se comportaram como C. dubliniensis sob todas as condigbes
estudadas.

Em todos os métodos anteriores analisados, incluindo nosso
estudo, verificamos comportamentos atipicos em cepas de C. albicans,
em maior nimero, e em cepas de C. dubliniensis - 12 22. 46. €8, 74,78, 101,
139 concordando com os autores que referem a necessidade de métodos
moleculares para diferenciagao precisa entre estas espécies.

Sancak et al."”*® sugeriram que a temperatura de incubacdo de C.
dubliniensis poderia ser o fator de indugdo da produc¢do de abundantes
clamidoconideos por esta espécie, independente dos componentes dos
meios de cultura, pois uma condicdo comum requerida para formacao de
clamidoconideos nos diversos meios utilizados, é a incubagao entre 26 a
30°C. Para esta proposta os autores testaram 100 cepas de C. albicans e

24 de C. dubliniensis a temperatura de 37°C e 26°C, semeadas em agar



azul de metileno eosina, agar nutriente, caldo nutriente e agar vermelho
de fenol, encontrando os seguintes resultados: a 37°C nenhum dos
isolados produziram clamidoconideos em todos os meios testados; a
26°C todas as C. dubliniensis produziram abundantes clamidoconideos
em todos os meios testados; 2 C. albicans produziram poucos
clamidoconideos em agar vermelho de fenol; todas as C. dubliniensis
testadas sobre o agar azul de metileno eosina e agar vermelho de fenol
produziram colbnias irregulares com franja hifal periférica e nenhuma C.
albicans apresentou esta propriedade. Este estudo concluiu que a
temperatura de 26°C parece ser um fator indutor da producdo de
abundantes clamidoconideos por C. dubliniensis.

Loreto et al.”® também notaram que a temperatura entre 25 e 28°C
€ um importante fator de formacao de clamidoconideo, e que variagdes
nas concentragcées dos componentes dos meios e na natureza do extrato
utilizado, podem ou nado alterar o resultado final. Estes achados

concordam com Khan et al.®®

, que encontraram a mesma capacidade de
diferenciacdo entre o agar girassol feito com toda a semente e o feito
apenas com a casca da semente de girassol, ambos utilizando a
temperatura de incubagéo de 28°C.

Concordamos com estas observagdes, mas ressaltamos que
embora a temperatura entre 24- 30°C, tenha tido ac&o sobre todas as
amostras de C. dubliniensis analisadas nos diversos estudos®’: ¢ €9 78 133
algumas cepas de C. albicans de nosso trabalho se comportaram como a
amostra padrdo de C. dubliniensis e produziram abundantes
clamidoconideos quando semeadas a temperatura de 24°C em agar
caseina, 28°C em agar tabaco e 30°C em agar girassol.

Os resultados obtidos em nossos estudos, concordam com

Zavalza-Stiker et al.'®®

, que objetivando uma produgdo mais rapida de
clamidoconideos por C. albicans, adicionou 5% de leite ao caldo de agar
fuba ao invés de Tween 80. Embora ndo tenham testado em C.

dubliniensis, observaram uma producdo abundante de clamidoconideos



por C. albicans, em um periodo de tempo menor dos que os relatados na
literatura, quando as amostras foram incubadas a 28°C. A temperatura de
37°C os autores nao encontraram bons resultados. Neste caso em
particular, a temperatura estimulou C. albicans de maneira semelhante a
que tem sido relatado para C. dubliniensis’® '*.

A questao da temperatura é particularmente interessante, uma vez
que a do corpo humano varia em torno de 36°C, e nos diversos meios de
cultura testados, tanto C. dubliniensis como C. albicans nao foram
capazes de produzir clamidoconideos quando incubadas a 37°C, levando-
nos a supor que quando presentes em nNosSsO organismo, estas espécies
embora possam provocar doengas, nao apresentem sua forma de
resisténcia caracteristica.

al.’™ consideraram em seus estudos que a

Schoofs et
caracterizagao fenotipica € controvérsia.

Devido a grande variabilidade das caracteristicas fenotipicas, e da
evidéncia da presenca, principalmente de cepas de C. albicans atipicas,
concordamos com o0s varios autores sobre a necessidade da utilizag&o
dos métodos moleculares para diferenciagéo entre estas duas espécies,
uma vez que a identificacédo baseada em métodos tradicionais parece ser
menos confiavel?? 78 1%,

A maioria dos autores acredita que para exata diferenciacéo entre
C. albicans e C. dubliniensis € preciso que a identificacdo genotipica seja
realizada, pois nenhum dos métodos fenotipicos testados até o momento,
realizados isoladamente, se mostrou totalmente eficaz, livre de resultados

22, 25, 43, 46, 49, 79, 82, 84, 101, 161,

ambiguos %5 o que concorda com nossos

achados laboratoriais.

O método mais eficiente para identificacdo de C. dubliniensis e sua

diferenciagdo com C. albicans, requer testes baseados em PCR'" 25 49. 64,

73.79,83, 101,165 ' 5rém muitos outros métodos moleculares tém sido citados

com a mesma finalidade’® 83 86 95,127,



A extracdo do DNA fungico para ser utilizado no PCR, pode ser
realizada das mais diversas maneiras, com a utilizacdao de “kits” de
purificacdo de DNA®, ou pelos mais variados métodos tradicionais
descritos na literatura, como fervura’, utilizacdo de fenol-cloroférmio?!: 2%
85. 117,125,127 ' digest&o por zimoliase®® e outras enzimas liticas’®. Em nosso
trabalho utilizamos o método da fervura por sua simplicidade de execugao
associada a resultados satisfatorios. Notamos a necessidade em se
utilizar o material extraido em menor espaco de tempo possivel, o que
aconteceu em nossa pesquisa, ja que o DNA obtido desta forma se
degrada mais rapidamente. Quando houve necessidade e a técnica foi
repetida, o DNA foi prontamente utilizado e n&o tivemos problemas
durante a reagdo em cadeia da polimerase.

O DNA extraido foi mantido a temperatura de -20°C até sua
utilizacdo, como citado em outros trabalhos?® 64 81125,

A reacdo em cadeia da polimerase foi feita segundo MahnR et al.”®
com modificagdes, pois utilizamos o PCR Master MIX (Promega), que ja
inclui Taqg DNA Polimerase, trifosfatos de desoxinucleosideos (ANTPs) e
cloreto de magnésio (MgCl,), ao invés dos componentes em separado. O
PCR Master Mix se mostrou com uma boa relagédo custo beneficio,
otimizando o trabalho de laboratério para um grande volume de amostras.
Os “primers” utilizados, tanto os universais para o género Candida, como
os especificos para C. dubliniensis, e os tempos para cada etapa no
termociclador também foram realizadas segundo segundo MahnR et al.”.

Os seis protocolos de identificacdo (agar fuba adicionado de Tween
80, agar caseina, agar tabaco, agar girassol, temperatura de 45°C e PCR)
foram comparados. N&o consideramos a verificagdo da formagéo de tubo
germinativo por ndo se tratar de um teste de diferenciagdo entre C.
albicans e C. dubliniensis.

Os resultados de comparacao de custos foram baseados no precgo

comercial dos materiais comprados no Brasil, no ano de 2006.



Os custos dos métodos fenotipicos e genotipico foram analisados
considerando-se os valores especificos gastos para cada prova realizada,
sem se levar em conta os gastos gerais como agar Sabouraud utilizados
para semeadura inicial das amostras, placas de Petri descartaveis, agua
destilada, e pessoal técnico do laboratério, comuns a todas as provas
realizadas. Estes dados podem ser observados na Tabela 9.

O 4gar caseina e a temperatura a 45°C foram os que apresentaram
menor custo entre os métodos fenotipicos analisados, R$ 0,20 e R$ 0,22
por amostra, com um grau de eficiéncia de 85% e 86,5% respectivamente,
0 que consideramos uma boa relacao custo beneficio. Ja o agar fuba
adicionado de Tween 80, apresentou um custo de R$ 0,24 por amostra
com um grau de eficiéncia de 76%, portanto ndo consideramos um
método de diferenciacao satisfatério.

Na prova da temperatura consideramos o custo do agar Sabouraud
utilizado para que a amostra fosse submetida a 45°C.

O 4gar tabaco embora tenha um grau de eficiéncia de 92%, teve o
custo mais elevado entre os métodos fenotipicos analisados, R$ 0,95 por
amostra. Consideramos que ao trocar o tabaco em rolo pelo cigarro
“light”®® 0 meio ficou sensivelmente mais caro do que o original idealizado
por Tendolkar'® em 2003.

O 4gar girassol foi o melhor método fenotipico analisado para
diferenciagdo entre C. albicans e C. dubliniensis. Teve um grau de
eficiéncia de 92,5%, com um custo de R$ 0,46 por amostra, bem inferior
ao agar tabaco que apresentou eficiéncia similar. E importante salientar
que o agar girassol simplificado, tem apresentado os mesmos resultados
satisfatorios que a formula original®®, porém como nao utiliza creatinina,
glicose e fosfato de potassio, tem um custo de R$ 0,23 por amostra, ou
seja, alto custo beneficio.

Nenhum dos métodos fenotipicos realizados em nosso estudo

apresentou-se 100% eficaz.



Embora os testes baseados no PCR oferecam o método mais
seguro para identificacdo definitiva de C. dubliniensis, séo trabalhosos e

podem n3o estar disponiveis para todos os laboratérios de micologia'" %

49, 64, 68, 69, 73, 79, 83, 101, 165.

O custo da montagem do Laboratério de Biologia Molecular de
Leveduras foi de R$ 73.544,97, e o custo da identificagdo utilizando PCR
foi de R$ 11,00 por amostra. Embora o valor seja mais do que 10 vezes o
gasto na prova fenotipica mais cara, o agar tabaco, consideramos um
valor baixo, pois a identificacdo precisa da cepa responsavel por uma
fungemia em um paciente, seja ele imunossuprimido ou nio, e a pronta
instituicdo da terapia antifungica adequada, se faz necessario. O custo
beneficio da identificagdo genotipica de um microrganismo capaz de
causar doengas, tem valor inestimavel sendo este um dos grandes
avancgos dos tempos atuais.

Os testes fenotipicos realizados apresentaram resultados
satisfatérios, com grau de eficiéncia entre 76% e 92,5%, porém a
identificacéo definitiva entre C. albicans e C. dubliniensis ainda requer

técnicas genotipicas.



7 CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos permitiu as seguintes conclusoes:

a) nao foram encontradas cepas de C. dubliniensis entre os
200 isolados provenientes da cavidade bucal de: pacientes
transplantados cardiacos sob terapia com
imunossupressores, pacientes com tuberculose submetidos
a antibioticoterapia prolongada, pacientes HIV positivos e
individuos sadios, presentes em colegdo de espécies do
laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da
UNESP/ Sao José dos Campos;

b) o agar girassol foi o método fenotipico com maior acordo de
identificacdo com o método genotipico, entre os analisados,
para diferenciacéo entre C. albicans e C. dubliniensis;

c) nenhum dos métodos fenotipicos analisados apresentou
100% de acordo de identificagdo com o método genotipico.

d) a identificacdo genotipica é necessaria para identificagéo

definitiva entre C. albicans e C. dubliniensis.



8 REFERENCIAS

Acikgoz ZC, Sancak B, Gamberzade S, Misirlioglu M. Prevalence of
Candida dubliniensis among the stored vaginal Candida isolates in
a Turkish hospital. Mycoses. 2004; 47:393-6.

Ahmad S, Khan Z, Mokaddas E, Khan ZU. Isolation and molecular
identification of Candida dublliniensis from  non-human
immunodeficiency virus infected patients in Kuwait. J Med
Microbiol. 2004; 53:633-7.

Al-Hedaithy SSA. The yeast species causing fungemia at a
university hospital in Riyadh, Saudi Arabia, during a 10-year period.
Mycoses. 2003; 46:275-80.

Allen CM, Saffer A, Meister RK, Beck FM, Bradway S. Comparison
of a lesion-inducing isolate and a non-lesional isolate of Candida
albicans in an immunossupression model of oral candidiasis. J Oral
Pathol Med. 1994;23(3):133-9.

* Baseado em:

International Comité of Medical Journal Editors. Bibliographic Services Division. Uniform
requirements for manuscripts submitted to biomedical journals: simple referentes
[homepage na internet]. Bethesda: US Nacional Library; c2003 [disponibilidade em 2006

fev;

citado em 20 mar.]. Disponivel em:

http://www.nilm.nhi.gov/bsd/uniform _requirements.html




10

Almeida RBA. Caracterizagdo molecular da variabilidade genética
de uma populagdo de Eucalyptus grandis hill ex maiden destinada
a serraria [dissertagdo]. Botucatu: Instituto de Biociéncias de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista; 1998.

Al-Mosaid A, Sullivan DJ, Coleman DC. Diferentiation of Candida
dubliniensis from Candida albicans on Pal's agar. J Clin Microbiol.
2003 Oct.; 41:4787-9.

Al-Mosaid A, Sullivan DJ, Polacheck |, Shaheen FA, Soliman O, Al-
Hedaithy S, et al. Novel 5-flucytosine-resistant clade of Candida
dubliniensis from Saudi Arabia and Egypt identified by Cd25
fingerprinting. J Clin Microbiol. 2005 Aug.; 43(8):4026-36.

Al-Mosaid A, Sullivan DJ, Salkin IF, Shanley D, Coleman DC.
Differentiation of Candida dubliniensis from Candida albicans on
staib agar and caffeic acid-ferric citrate agar. J Clin Microbiol. 2001
Jan.; 39(1):323-7.

Al-Sweih N, Ahmad S, Khan ZU, Khan S, Chandy R. Prevalence of
Candida dubliniensis among germ tube-positive Candida isolates in

a maternity hospital in Kuwait. Mycoses. 2005; 48:347-51.

Alves SH, Horta JA, Milan EP, Scheid LA, Vainstein MH, Santurio
JM et al. Carbohydrate assimilation profiles of Brazilian Candida
dubliniensis isolates based on ID 32C system. Rev Inst Med Trop.
2005; 47(2):109-11.



11

12

13

14

15

16

Alves SH, Linares CE, Loreto ES, Rodrigues M, Thomazi DI, Souza
F, et al. Utilizacgdo do &gar suco de tomate (agar V8) na
identificacdo presuntiva de Candida dubliniensis. Comunicacgéao.
Rev Bras Med Trop. 2006 jan./fev.; 39(1):92-3.

Alves SH, Loreto ES, Linares CE, Silveira CP, Scheid LA, Pereira
DIB et al. Comparison among tomato juice agar with other three
media for differentiation of Candida dubliniensis from Candida
albicans. Rev Inst Med Trop. 2006 May/June; 48(3): 119-21.

Alves SH, Milan EP, Moretti-Branchini ML, Nishimura K, Fukushima
K, Oliveira LO et al. First isolation of Candida dubliniensis in Rio
Grande do Sul, Brazil. Diagn Microbiol Infect Dis. 2001; 39:165-8.

Alves SH, Silva GM, Scopel PA, Oliveira LTO, Costa JM, Milan EP
et al. Isolamento de Candida dubliniensis da mucosa oral de um
paciente com SIDA, no Rio Grande do Sul. AMRIGS. 2000 jul./dez.;
44 (3,4): 185-7.

Binolfi A, Biasoli MS, Luque AG, Tosello ME, Magaré6 HM. High
prevalence of oral colonization by Candida dubliniensis in HIV-
positive patients in Argentina. Medical Mycology. 2005 Aug.; 43:
431-7.

Blignaut E, Pujol C, Joly S, Soll DR. Racial distribution of Candida
dubliniensis colonization among South Africans. J Clin Microbiol.
2003 May; 41(5):1838-42.



17

18

19

20

21

22

23

Boerlin P, Boerlin-Petzold F, Durussel C, Addo M, Pagani JL,
Chave JP et al. Cluster of oral atypical Candida isolates in a group

of human immunodeficiency virus-positive drug users. J Clin
Microbiol. 1995 May; 33(5):1129-35.

Borst A, Theelen B, Reindeirs E, Boekhout T, Fluit AC, Savelkoul
PHM. Use of amplified fragment length polymorphism analysis to
identify medically important Candida spp., including C. dubliniensis.
J Clin Microbiol. 2003 Apr.; 41(4):1357-62.

Boucher H, Mercure S, Montplaisir S, Lemay G. A novel group |
intron in Candida dubliniensis is homologous to a Candida albicans
intron. Gene. 1996; 180:189-96.

Brandt ME, Harrison LH, Pass M, Sofair AN, Huie S, Li RK, et al.
Candida dubliniensis fungemia: the first four cases in North
America. Emerg Infect Dis. 2000 Jan./Feb.; 6(1):46-9.

Caligiorne RB, Resende MA, Dias-Neto E, Oliveira SC, Azevedo V.
Dematiaceous fungal pathogens: analysis of ribosomal DNA gene
polymorphism by polimerase chain reaction- restriction fragment

length polymorphism. Mycoses. 1999; 42:609-14.

Campanha NH, Neppelenbroek KH, Spolidorio DMP, Spolidorio LC,
Pavarina AC. Phenotypic methods and commercial systems for the
discrimination between C. albicans and C. dubliniensis. Oral Dis.
2005; 11:392-8.

Carr MJ, Clarke S, O' Connell F, Sullivan DJ, Coleman DC, O'
Connell B. First reported case of endocarditis caused by Candida
dubliniensis. J Clin Microbiol. 2005 June; 43(6):3023-26.



24

25

26

27

28

29

30

Chan-Tack KM. Fatal Candida dubliniensis septicemia in a patient
with AIDS. Clin Infect Dis. 2005; 40:1208-9.

Chavasco JK, Paula CR, Hirata MH, Aleva NA, Melo CE, Gambale
W, et al. Molecular identification of Candida dubliniensis isolated
from oral lesions of HIV-positive and HIV-negative patients in S&o
Paulo, Brazil. Rev Inst Med trop. 2006 Jan./Feb.; 48(1):21-6.

Cirak MY, Kalkanci A, Kustimur S. Use of molecular methods in
identification of Candida species and evalution of fluconazole
resistance. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2003 Dec.; 98(8):1027-32.

Coleman DC, Bennett DE, Sullivan DJ, Gallagher PJ, Henman MC,
Shanley DB, et al. Oral Candida in HIV infection and AIDS: News
perspectives/ new approaches. Crit Rev Microbiol. 1993; 19(2):61-
82.

Coleman DC, Sullivan DJ, Bennett DE, Moran GP, Barry HJ,
Shanley DB, et al. Candidiasis: the emergence of a novel species,
Candida dubliniensis. AIDS. 1997 Apr.; 11(5):557-67.

Colombo AL, Guimardaes T. Epidemiologia das infec¢des
hematogénicas por Candida spp. Rev Soc Bras Med Trop. 2003
set./out.; 36(5):599-607.

Costa CR, Lemos JA, Passos XS, Araujo CR, Cohen AJ, Souza
LKH, et al. Species distribuition and antifungal susceptibility profile
of oral Candida isolates from HIV-infect patients in the antiretroviral
therapy era. Mycopathologia. 2006; 162:45-50.



31

32

33

34

35

36

37

Davis LE, Shields CE, Merz WG. Use of a commercial reagent
leads to reduced germ tube production by Candida dubliniensis. J
Clin Microbiol. 2005 May; 43(5):2465-6.

Donnelly SM, Sullivan DJ, Shanley DB, Coleman DC. Phylogenetic
analysis and rapid identification of Candida dubliniensis based on
analysis of ACT1 intron and exon sequences. Microbiology. 1999;
145:1871-82.

Dubus JC, Marguet C, Deschildre A, Mely L, Le Roux P, Brouard J,
et al. Local side-effects of inhaled corticosteroids in asmathics

childrens: influence of drug, dose, age and device. Allergy. 2001;
56(10):944-8.

Eeles RA, Warren W, Stamps A. The PCR revolution. Eur J Cancer.
1992; 28(1):289-93.

Eisenstein Bl. New opportunistic infections- more opportunities. N
Engl J Med. 1990; 323(23):1625-7.

Elie CM, Timothy JL, Reiss E, Morrison CJ. Rapid identification of
Candida species-specific DNA probes. J Clin Micorbiol. 1998 Nov.;
36(11): 3260-5.

Ellepola ANB, Hurst SF, Elie CM, Morrison CJ. Rapid and
unequivocal differentiation of Candida dubliniensis from other
Candida species using species-specific DNA probes: comparison
with phenotypic identification methods. Oral Microbiol Immunol.
2003 Dec.; 18(6):379-88.



38

39

40

41

42

43

Eraso E, Moragues MD, Villar-Vidal M, Sahand IH, Gonzélez-
Goémez N, Ponton J et al. Evaluation of the new chromogenic
medium Candida 1D2 for isolation and identification of Candida
albicans and other medically important Candida species. J Clin
Microbiol. 2006 Sept.; 44(9):3340-5.

Faggi E, Pini G, Campisi E, Martinelli C, Difonzo E. Detection of
Candida dubliniensis in oropharingeal samples from human
immunodeficiency virus infected and non-infected patients and in a

yeast culture collection. Mycoses. 2005; 48:211-15.

Fitzpatrick DA, Logue ME, Stajich JE, Butler G. A fungal phylogeny
based on 42 complete genomes derived from supertree and
combined gene analysis. BMC Evolutionary Biology. 2006 Nov.;
6:99.

Fotedar R, Al-Hedaithy SSA. Candida dubliniensis at a university
hospital in Arabia Saudita. J Clin Microbiol. 2003 May; 41(5):1907-
11.

Fotedar R, Al-Hedaithy SSA. Prevalence of Candida dubliniensis
among germ tube-positive yeasts recovered from the respiratory

specimens in HIV-negative patients. Mycoses. 2004; 47: 150-5.

Gales AC, Pfaller MA, Houston AK, Joly S, Sullivan DJ, Coleman
DC, et al. Identification of Candida dubliniensis based on
temperature and utilization of xylose and methyl-a-D-glucose as
determined with the APl 20C AUX and Vitek YBC Systems. J Clin
Microbiol. 1999 Dec.; 37(12): 3804-8.



44

45

46

47

48

49

50

Gamboa AB, Mendoza M, Fernandez A, Diaz E. Detection of
Candida dubliniensis in patients with candidiasis in Caracas,
Venezuela. Rev Iberoam Micol. 2006; 23:81-4.

Gee SF, Joly S, Soll DR, Meis JFGM, Verweij PE, Polacheck I, et
al. Identification of four distinct genotypes of Candida dubliniensis
and detection of microevolution in vitro and in vivo. J Clin Microbiol.
2002; 40:556-74.

Giammanco GM, Pizzo G, Pecorella S, Distefano S, Pecoraro V,
Milici ME. Identification of Candida dubliniensis among oral yeast
isolates from an ltalian population of human immunodeficiency
virus-infected (HIV+) subjects. Oral Microbiol Immunol. 2002;
17:89-94.

Gilfillan GD, Sullivan DJ, Haynes K, Parkinson T, Coleman DC,
Gow NAR. Candida dubliniensis: phylogeny and putative virulence
fators. Microbiology. 1998; 144:829-38.

Graf B, Adam T, Zill E, Gébel UB. Evaluation of the VITEK 2 system
for rapid identification of yeasts and yeast-like organisms. J Clin
Microbiol. 2000 May; 38(5): 1782-5.

Graf B, Trost A, Eucker J, Gébel UB, Adam T. Rapid and simple
differentiation of C. dubliniensis from C. albicans. Diag Microbiol
Infect Dis. 2004; 48:149-51.

Gugnani HC, Becker K, Fegeler W, Basu S, Chattopadhya D,
Baveja U et al. Oropharyngeal carriage of Candida species in HIV-
infected patients in India. 2003. Mycoses. 2003; 46:281-8.



51

52

53

54

55

56

o7

Gutierrez J, Morales P, Gonzalez MA, Quindés G. Candida
dubliniensis, a new fungal pathogen. J Basic Microbiol. 2002; 42(3):
207-27.

Hazen KC. New and emerging yeast pathogens. Clin Microbiol Rev.
1995 Oct.; 8(4):462-78.

Holmberg K, Meyer RD. Fungal infections in patients with AIDS and
AIDS- related complex. Scand J Infect Dis. 1986; 18:179-92.

Hospenthal DR, Beckius ML, Floyd Kl, Horvath LL, Murray CK.
Presumptive identification of Candida species other than C.
albicans, C. krusei, and C. tropicalis with the chromogenic medium
CHROMagar Candida. Ann Clin Microbiol Antimicrobials [journal on
line]. 2006 [20/12/2006]. Disponivel em: http://www.ann-

clinmicrob.com/content/5/1/1.

Iwen PC, Freifeld AG, Bruening TA, Hinrichs SH. Use of a
panfungal PCR assay for detection of fungal pathogens in a
commercial blood culture system. J Clin Microbiol. 2004 May; 42(5):
2292-3.

Jabra-Rizk MA, Baqui AA, Kelley JI, Falkler WA Jr, Merz WG,
Meiller TF. Identification of Candida dubliniensis in a prospective
study of patients in the United States. J Clin Microbiol. 1999 Feb.;
37(2):321-6.

Jabra-Rizk MA, Falkler WA Jr, Merz WG, Kelley JI, Baqui AAMA,
Meiller TF. Coaggregation of Candida dubliniensis with
Fusobacterium nucleatum. J Clin Microbiol. 1999 May; 37(5):1464-
8.



58

59

60

61

62

63

Jabra-Rizk MA, Falkler WAJr, Merz WG, Baqui AAMA, Kelley JI,
Meiller TF. Retrospective identification and characterization of
Candida dubliniensis isolates among Candida albicans clinical
laboratory isolates from immunodeficiency virus (HIV) infected and
non-HIV-infected individuals. J Clin Microbiol. 2000 June;
38(6):2423-6.

Jabra-Rizk MA, Ferreira SMS, Sabet M, Falkler WA, Merz WG,
Meiller TF. Recovery of Candida dubliniensis and other yeasts from
human immunodeficiency virus-associated periodontal lesion. J
Clin Microbiol. 2001 Dec.; 39(12):4520-2.

Jabra-Rizk MA, Johnson JK, Forrest G, Mankes K, Meiller TF,
Venezia RA. Prevalence of Candida dubliniensis fungemia at a
large teaching hospital. Clin Infect Dis. 2005; 41:1064-7.

Johnson EM, Warnock DW, Luker J, Porter SR, Scully C.
Emergence of azole drug resistance in Candida species from HIV-
infected patients receiving prolonged fluconazole therapy for oral
candidosis. J Antimicrob Chemother. 1995; 35:103-14.

Joly S, Pujol C, Soll DR. Microevolutionary changes and
chromosomal translocations are more frequent at RPS loci in
Candida dubliniensis that in Candida albicans. Infect Genet Evol.
2002; 2:19-37.

Jorge AOC, Koga-lto CY, Gongalves CR, Fantinato V, Unterkircher
CS. Presenca de leveduras do género Candida na saliva de
pacientes com diferentes fatores predisponentes e de individuos
controle. Rev Odontol Univ Sdo Paulo. 1997 out./dez.; 11(4): 279-
85.



64

65

66

67

68

69

Kanbe T, Kurimoto K, Hattori H, Ilwata T, Kikuchi A. Rapid
identification of Candida albicans and its related species Candida
stellatoidea and Candida dubliniensis by a single PCR amplification
using primers specific for the repetitive sequence (RPS) of Candida
albicans. J Dermatol Sci. 2005; 40:43-50.

Kalkanci A, Kokturk N, Senol E, Acar K, Guzel O, Sancak B et al.
Could Candida dubliniensis be involved in lung fungal balls? Rev
Iberoam Micol. 2005; 22:157-9.

Kantarcioglu AS, Ylcel A. The presence of fluconazole-resistant
Candida dubliniensis strains among Candida albicans isolates from
immunocompromised or otherwise debilitated HIV-negative Turkish
patients. Rev Iberoam Micol. 2002; 19: 44-8.

Khan ZU, Ahmad S, Mokaddas E, Chandi R. Simplified sunflower
(Helianthus annuus) seed agar for differentiation of Candida
dubliniensis from Candida albicans. Clin Microbiol Infect. 2004
June; 10(6):590-2.

Khan ZU, Ahmad S, Mokaddas E, Chandy R. Tobacco agar, a new
medium for differentiating Candida dubliniensis from Candida
albicans. J Clin Microbiol. 2004 Oct.; 42(10): 4796-8.

Khan ZU, Ahmad S, Mokaddas E, Chandi R. Sunflower seed husk
Agar: a new medium for differentiation of Candida dubliniensis from
Candida albicans. Indian J Med Microbiol. 2005; 23(3):182-5.



70

71

72

73

74

Kim JO, Garofalo L, Blecker-Shelly D, Mcgowan KL. Candida
dubliniensis infections in a pediatric population: retrospective
identification from clinical laboratory isolates of Candida albicans. J
Clin Microbiol. 2003 July; 41(7):3354-7.

Kirkpatrick WR, Revankar SG, McAtee RK, Lopez-Ribot JL,
Fothergill AW, McCarthy DI, et al. Detection of Candida dubliniensis
in oropharingeal samples from human immunodeficiency virus-
infected patients in North America by primary CHROMagar Candida
screening and susceptibility testing of isolates. J Clin Microbiol.
1998 Oct.; 36(10): 3007-12.

Kurtzman CP, Robnett CJ. ldentification of clinically important
ascomycetous yeasts based on nucleotide divergence in the 5' end
of the large-subunit (26S) ribosomal DNA gene. J Clin Microbiol.
1997 May; 35(5):1216-23.

Kurzai O, Heinz WJ, Sullivan DJ, Coleman DC, Frosch M,
Mihischlegel FA. Rapid PCR test for discriminating between
Candida albicans e Candida dubliniensis isolates using primers
derived from the pH-regulated PHR1 e PHRZ2 genes of Candida
albicans. J Clin Microbiol 1999 May; 37(5):1587-90.

Lees E, Barton RC. The use of niger seed agar to screen for
Candida dubliniensis in the clinical microbiology laboratory. Diagn
Microbiol Infect Dis. 2003; 46:13-7.



75

76

a4

78

79

80

Le Guennec R, Reynes J, Mallie M, Pujol C, Janbon F, Bastide JM.
Fluconazole and intraconazole-resistant Candida albicans strains
from AIDS patients: multilocus enzyme electrophoresis analysis and
antifungal susceptibilities. J Clin Microbiol. 1995 Oct.;33(10):2732-
7.

Leinberger DM, Schumacher U, Autenrieth IB, Bachmann TT.
Development of a DNA microarray for detection and identification of
fungal pathogens involved in invasived mycoses. J Clin Microbiol.
2005 Oct.; 43(10):4943-53.

Lodish H, Berk A, Zipursky SL, Matsudaira P, Baltimore D, Darnell
J. DNA recombinante e gendmico. In: Biologia celular e molecular.
4. ed. Rio de Janeiro: Revinter; 2002. Cap.7, p.246-7.

Loreto ES, Bolzan AR, Linares CEB, Boff E, Santurio JM, Alves SA.
Evaluation of 5 new media containing extracts of seeds applied to
Candida dubliniensis screening. Diagn Microbiol Infect Dis. 2006;
55:191-3.

MahnR B, Stehr F, Schafer W, Neuber K. Comparison of standard
phenotypic assys with a PCR method to discriminate Candida
albicans e Candida dubliniensis. Mycoses. 2005; 48:55-61.

Mannarelli BM, Kurtzman CP. Rapid identification of Candida
albicans and other human pathogenic yeasts by using short
oligonucleotides in a PCR. J Clin Microbiol. 1998 June; 36(6):1634-
41.



81

82

83

84

85

86

Mariano PLS. Diferentes processos de armazenamento de
leveduras; estudos sobre a variabilidade fenotipica e genotipica
[tese]. Piracicaba: Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Universidade Estadual de Campinas; 2006.

Mariano PLS, Milan EP, Matta DA, Colombo AL. Candida
dubliniensis identification in Brazilian Yeast Stock Collection. Mem
Inst Oswaldo Cruz. 2003 June; 98(4): 533-8.

Marot-Leblond A, Beucher B, David S, Nail-Billaud S, Robert R.
Development and evaluation of a rapid latex agglutination test using

a monoclonal antibody to identify Candida dubliniensis colonies. J
Clin Microbiol. 2006 Jan.; 44(1):138-42.

Marot-Leblond A, Grimaud L, David S, Sullivan DJ, Coleman DC,
Ponton J, et al. Evaluation of a rapid immunochromatographic
assay for identification of Candida albicans and Candida
dubliniensis. J Clin Microbiol. 2004 Nov.; 42(11):4956-60.

Martin C, Roberts D, Weide M, Rossau R, Jannes G, Smith T, et al.
Development of a PCR-based line probe assay for identification of
fungal pathogens. J Clin Microbiol. 2000 Oct.; 38(10):3735-42.

McCullough MJ, Clemons KV, Stevens DA. Molecular and
phenotypic characterization of genotypic Candida albicans
subgroups and comparison with Candida dubliniensis and Candida
stellatoidea. J Clin Microbiol. 1999 Feb.; 37(2):417-21.



87

88

89

90

91

92

McCullough MJ, Ross BC, Dwyer BD, Reade PC. Genotype and
phenotype of oral Candida albicans from patients infected with the

human immunodeficiency virus. Microbiology. 1994; 140:1195-202.

McCullough M, Ross B, Reade P. Characterization of genetically
distinct subgroup of Candida albicans strains isolated from oral
cavities of patients infect with human immunodeficiency virus. J Clin
Microbiol. 1995 Mar.; 33(3):696-700.

Meiller TF, Jabra-Rizk MA, Baqui AAMA, Kelley JI, Meeks VI, Merz
WG, et al. Oral Candida dubliniensis as a clinically important
species in HIV-seropositive patients in the United States. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 1999 Nov; 88(5):573-80.

Meis JFGM, Ruhnke M, Pauw BED, Odds FC, Siegert W, Verweij
PE. Candida dubliniensis candidemia in patients with
chemotherapy- induced neutropenia and bone marrow
transplantation. Emerg Infect Dis. 1999 Mar; 5(1):150-3.

Melo NR, Taguchi H, Culhari VVP, Sano A, Fukushima K, Makoto
M et al. Candida dubliniensis in a brazilian family with an HIV 1-
infected child: identification, antifungal susceptibility, drug
accumulation and sterol composition. Braz J Microbiol. 2006;
37:237-43.

Melo NR, Taguchi H, Jorge J, Pedro RJ, Almeida OP, Fukushima
K, et al. Oral Candida flora from brazilian human immunodeficiency
virus-infect patients in the highly active antiretroviral therapy era.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 2004 June; 99(4):425-31.



93

94

95

96

97

98

Mesquita RA, Anzai EK, Oliveira RN, Nunes FD. Avaliacao de trés
métodos de extracdo de DNA de material parafinado para
amplificacdo de DNA gendmico pela técnica da PCR. Pesqui
Odontol Bras. 2001 out./dez.; 15(4):314-9.

Milan EP, Sant'Ana PL, Melo ASA, Sullivan DJ, Coleman DC, Lewi
D, et al. Multicenter prospective surveillance of oral Candida
dubliniensis among adult Brazilian human immunodeficience virus-
positive and AIDS patients. Diagn Microbiol Infect Dis. 2001; 41:29-
35.

Mirhendi H, Makimura K, Zomorodian K, Maeda N, Ohshima T,
Yamaguchi H. Differentiation of Candida albicans and Candida
dubliniensis using a single-enzyme PCR-RFLP method. Jpn J Infect
Dis. 2005; 58:235-7.

Momani OM, Qaddoomi. Identification of Candida dubliniensis in a
diagnostic microbiology laboratory. East Mediterr Health J. 2005;
11(3):366-71.

Montour L, Tey R, Xu J. Isolation of Candida dubliniensis in an
aboriginal community in Ontario, Canada. J Clin Microbiol. 2003
July; 41 (7):3423-6.

Moran GP, Sanglard D, Donnelly SM, Shanley DB, Sullivan DJ,
Coleman DC. Identification and expression of multidrug transporters
responsible for fluconazole resistance in Candida dubliniensis.
Antimicrob Agents Chemother. 1998 July; 42(7):1819-30.



99

100

101

102

103

104

Moran GP, Sullivan DJ, Henman MC, McCreary CE, Harrington BJ,
Shanley DB, et al. Antifungal drug susceptibility of oral Candida
dubliniensis isolates from HIV- infected and non-HIV- infected
subjects and generation of stable fluconazole- resistant derivatives
in vitro. Antimicrob Agents Chemother. 1997 Mar; 41(3):617-23.

Mosca CO, Moragues MD, Brena S, Rosa AC, Ponton J. Isolation
of Candida dubliniensis in a teenager with denture stomatitis. Med
Oral Patol Oral Cir Bucal. 2005; 10:28-31.

Mosca CO, Moragues MD, Llovo J, Mosaid AA, Coleman DC,
Ponton J. Casein agar: a useful medium for differentiating Candida
dubliniensis from Candida albicans. J Clin Microbiol. 2003 Mar.;

41(3): 1259-62.

Mubareka S, Vinh DC, Sanche SE. Candida dubliniensis
bloodstream infection: a fatal case in a lung transplant recipient.
Transpl Infect Dis. 2005; 7:146-9.

Navazesh M, Mulligan R, Pogoda J, Greenspan D, Alves M, Phelan
J, et al. The effect of HAART on salivary microbiota in the women'’s
interagency HIV study (WIHS). Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod. 2005 Dec; 100(6):701-8.

Odds FC, Van Nuffel L, Dams G. Prevalence of Candida
dubliniensis isolates in a yeast stock collection. J Clin Microbiol.
1998 Oct.; 36(10):2869-73.



105

106

107

108

109

110

111

Oliveira EE, Silva SC, Soares AJ, Attux C, Cruvinel B, Silva MRRS.
Toxinas Kkiller e producédo de enzimas por Candida albicans
isoladas da mucosa bucal de pacientes com cancer. Rev Soc Bras
Med Trop. 1998 nov./dez.; 31(6): 523-7.

Park S, Wong M, Marras SAE, Cross EW, Kiehn TE, Chaturvedi V,
et al. Rapid identification of Candida dubliniensis using a species-
specific molecular beacon. J Clin Microbiol. 2000 Aug; 38(6):2829-
36.

Perfect JR, Schell WA. The new fungal opportunists are coming.
Clin Infect Dis. 1996; 22(Suppl 2):S112-8.

Pfaller MA. Epidemiology and control of fungal infections. Clin Infect
Dis. 1994; 19(Suppl 1):S8-13.

Pfaller MA. Nosocomial candidiasis: emerging species, reservoirs,
and modes of transmission. Clin Infect Dis. 1996; 22(Suppl 2):S89-
94.

Pfaller MA, Diekema DJ. Twelve years of fluconazole in clinical
practice: global trends in species distribuition and fluconazole
susceptibility of bloodstream isolates of Candida. Clin Microbiol
Infect. 2004; 10 (Suppl.1):11-23.

Pfaller MA, Messer SA, Boyken L, Huynh H, Hollis RJ, Diekema DJ.
In vitro activities of 5-fluorocytosine against 8,803 clinical isolates of
Candida spp.: global assessment of primary resistance using
National Committee for Clinical Laboratory Standards susceptibility
testing methods. Antimicrob Agents Chemother. 2002 Nov.;
46(11):3518-21.



112

113

114

115

116

117

Pfaller MA, Messer SA, Gee S, Joly S, Pujol C, Sullivan DJ, et al. In
vitro susceptibilities of Candida dubliniensis isolates tested against
the new triazole and echinocandin antifungal antifungal agents. J
Clin Microbiol. 1999 Mar.; 37(3):870-2.

Pincus DH, Coleman DC, Pruitt WR, Padhye AA, Salkin IF, Geimer
M, et al. Rapid identification of Candida dubliniensis with
commercial yeast identification systems. J Clin Microbiol. 1999
Nov.; 37(11):3533-9.

Pinjon E, Moran GP, Coleman DC, Sullivan DJ. Azole susceptibility
and resistance in Candida dubliniensis. Biochem Soc Trans. 2005;
33(Pt 5):1210-4.

Pinjon E, Sullivan D, Salkin |, Shanley D, Coleman D. Simple,
inexpensive, reliable method for differentiation of Candida
dubliniensis from Candida albicans. J Clin Microbiol. 1998 July;
36(7):2093-5.

Pinto PM, Resende MA, Koga-Ilto CY, Tendler M. Genetic variability
analysis among clinical Candida spp. isolates using random
amplified polymorphic DNA. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2004 Mar.;
99(2):147-52.

Pinto PM, Resende MA, Koga-lto CY, Ferreira JAG, Tendler M.
rDNA-RFLP identification of Candida species in
immunocompromised and seriously disead patients. Can J
Microbiol. 2004; 50:514-20.



118

119

120

121

122

123

124

Polacheck |, Strahilevitz J, Sullivan D, Donnelly S, Salkin IF,
Coleman DC. Recovery of Candida dubliniensis from non-human
immunodeficiency virus-infected patients in Israel. J.Clin Microbiol.
2000 Jan.; 38(1):170-4.

Ponton J, Richel R, Clemons KV, Coleman DC, Grillot R, Guarro J,
et al. Emerging pathogens. Med Mycol. 2000; 38 (Suppl. 1):225-36.

Portela MB, Souza IPR, Costa EMMB, Hagler NA, Soares RMA,
Santos ALS. Differential recovery of Candida species from
subgingival sites in human immunodeficiency virus-positive and
healthy children from Rio de Janeiro, Brazil. J Clin Microbiol. 2004;
42(12):5925-27.

Powderly WG. Mucosal candidiasis caused by non- albicans
species of Candida in HIV- positive patients, [letter]. AIDS. 1992;
6(6): 604-5.

Pujol C, Renaud F, Mallie M, Meeus T, Bastide JM. Atypical strains
of Candida albicans, recovered from AIDS patients. J Med Vet
Mycol. 1997; 35:115-21.

Quindos G, Carrillo-Mufioz AJ, Arévalo MP, Salgado J, Alonso-
Vargas R, Rodrigo JM, et al. In vitro susceptibility of Candida
dubliniensis to current and new antifungal agents. Chemotherapy.
2000; 46:395-401.

Reiniger LRS, Anthonisen D, Choer E, Sepel LMN. Reciclagem de
agarose em laboratérios de biologia molecular. Cienc Rural. 2004
set./out.; 34(5): 1603-5.



125

126

127

128

129

130

Ribeiro MA, Paula CR. Up-regulation of ERG11 gene among
fluconazole-resistant Candida albicans generated in vitro: is there

any clinical implication? Diagn Microbiol Infect Dis. 2007; 57:71-5.

Ribeiro PM. Presengca de leveduras do género Candida na
cavidade bucal de receptores de transplante cardiaco [dissertag&o].
Sao José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José

dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2003.

Romeo O, Racco C, Criseo G. Amplification of the hyphal wall
protein 1 gene to distinguish Candida albicans from Candida
dubliniensis. J Clin Microbiol. 2006 July; 44(7):2590-2.

Ruhnke M, Grosch-Wérner |, Steinmuller A, Neubauer A.
Molekulare epidemiologie von Candida-Infektionen bei HIV-
infizierten und ihren kindern [abstract]. Wicn Med Wschr. 1997;
147:446-9.

Ruskin JD, Wood RP, Bailey MR, Whitmore CK, Shaw BW.
Comparative trial of oral clotrimazole and nystatin for oropharyngeal
candidiasis prophylaxis in orthotopic liver transplant patients. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol. 1992 Nov.; 74(5):567-71.

Sahand IH, Moragues MD, Eraso E, Villar-Vidal M, Quindés G,
Ponton J. Supplementation of CHROMagar Candida medium with
Pal’'s medium for rapid identification of Candida dubliniensis. J Clin
Microbiol. 2005 Nov.; 43(11):5768-70.



131

132

133

134

135

136

137

Salkin IF, Pruitt WR, Padhye AA, Sullivan D, Coleman D, Pincus
DH. Distinctive carbohydrate assimilation profiles used to identify
the first clinical isolates of Candida dubliniensis recovered in the
United States. J Clin Microbiol. 1998 May; 36(5):1467.

Samaranayake LP, Holmstrup P. Oral candidiasis and human
immunodeficiency virus infection. J Oral Pathol Med. 1989; 18:554-
64.

Sancak B, Colakoglu S, Acikgoz ZC, Arikan S. Incubation at room
temperature may be an independent factor that induces
chlamydospore production in Candida dubliniensis. Diagn Microbiol
Infect Dis. 2005; 52:305-9.

Sancak B, Rex JH, Paetznick V, Chen E, Rodriguez J. Evaluation of
a method for identification of Candida dubliniensis bloodstream
isolates. J Clin Microbiol. 2003 Jan.; 41(1):489-91.

Sandven P. Laboratory identification and sensitivity testing of yeast
isolates. Acta Odontol Scand. 1990; 48:27-36.

Sant'Ana PL, Milan EP, Martinez R, Queiroz- Telles F, Ferreira MS,
Alcantara AP, et al. Multicenter Brazilian Study of Oral Candida
species isolated from AIDS patients. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2002
Mar.; 97(2):253-7.

Scherer S, Stevens DA. A Candida albicans dispersed repeated
gene family and its epidemiologic applications. Proc Natl Acad Sci
USA. 1988 Mar.; 85(5):1452-6.



138

139

140

141

142

143

144

Schmid J, Odds FC, Wiselka MJ, Nicholson KG, Soll DR. Genetic
similarity and maintenance of Candida albicans strains from a group
of AIDS patients, demonstrated by DNA fingerprinting. J Clin
Microbiol. 1992 Apr.; 30(4):935-41.

Schoofs A, Odds FC, Colebunders R, leven M, Goossens H. Use of
specialised isolation media for recognition and identification of
Candida dubliniensis isolates from HIV-infected patients. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis. 1997; 16(4):296-300.

Schorling SR, Kortinga HC, Froschb M, Muhlschlegel FA. The role
of Candida dubliniensis in oral candidiasis in human
immunodeficiency virus-infected individuals. Crit Rev Microbiol.
2000; 26(1):59-68.

Sebbenn AM. Andlises de genética de populagcdes em espécies
arboreas [apostila]. Piracicaba: Escola Superior de Agronomia Luis

de Queiroz, Universidade S&o Paulo; 2005.

Sebti A, Kiehn TE, Perlin D, Chaturvedi V, Wong M, Doney A, et al.
Candida dubliniensis at a cancer center. Clin Infect Dis. 2001;
32:1034-8.

Silva JO, Franceschini SA, Candido RC. Presenca de leveduras em
mucosas e fezes de individuos aparentemente saudaveis e de
pessoas com sintomas de infecgado fungica. Rev Inst Adolfo Lutz.
2002; 61(2):113-20.

Staib F, Arastéh K. Chlamydospore formation on Staib agar:
observations made before Candida dubliniensis was described.
Mycoses. 2001; 44:23-7.



145

146

147

148

149

150

151

152

Staib P, Morschhauser J. Chlamydospore formation on Staib agar
as a species-specific characteristic of Candida dubliniensis.
Mycoses. 1999; 42:521-4.

Stenderup A. Oral mycology [review]. Acta Odontol Scand. 1990;
48(1):3-10.

Stevens DA. First report of Candida dubliniensis in Middle East. J
Clin Microbiol. 2001 Jan.; 39(1):416.

Sullivan D, Bennett D, Henman M, Harwood P, Flint S, Mulcahy F,
et al. Oligonucleotide fingerprinting of isolates of Candida species
other than C. albicans and of atypical Candida species from human
immunodeficiency virus- positive and AIDS patients. J Clin
Microbiol. 1993 Aug.; 31(8):2124-33.

Sullivan D, Coleman D. Candida dubliniensis: characteristics and
identification. J Clin Microbiol. 1998 Feb.; 36(2):329-34.

Sullivan D, Haynes K, Bille J, Boerlin P, Rodero L, Lloyd S et al.
Widespread geographic distribuition of oral Candida dubliniensis
strins in human immunodeficiency virus- infected individuals. J Clin
Microbiol. 1997 Apr.; 35(4):960-4.

Sullivan DJ, Henman MC, Moran GP, O’Neill LC, Bennett DE,
Shanley DB et al. Molecular genetic approaches to identification,
epidemiology and taxonomy of non-albicans Candida species. J
Med Microbiol. 1996; 44: 399-408.

Sullivan DJ, Moran GP, Coleman DC. Candida dubliniensis: ten

years on. FEMS Microbiol Letters. 2005; 253:9-17.



153

154

155

156

157

158

159

Sullivan DJ, Moran G, Donnelly S, Gee S, Pinjon E, McCartan B, et
al. Candida dubliniensis: an update. Rev Iberoamer Micol. 1999;
16:72-6.

Sullivan DJ, Moran GP, Pinjon E, Al-Mosaid A, Stokes C, Vaughan
C, et al. Comparison of the epidemiology, drug resistance
mechanisms, and virulence of Candida dubliniensis and Candida
albicans. FEMS Yeast Res. 2004; 4:369-76.

Sullivan DJ, Westerneng TJ, Haynes KA, Bennett DE, Coleman
DC. Candida dubliniensis sp. Nov.: phenotypic and molecular
characterization of a novel species associated with oral candidosis
in HIV-infected individuals. Microbiology. 1995; 141:1507-21.

Tan AL, Wang GCY, Chiu YW. Candida dubliniensis infection,
Singapore [letter]. Emerg Infect Dis. 2002 Apr.; 8(4):445-6.

Tekeli A, Akan OA, Koyuncu E, Dolapci I, Uysal S. Initial Candida
dubliniensis isolate in Candida spp. positive haemocultures in
Turkey between 2001 and 2004. Mycoses. 2006; 49:60-4.

Tekeli A, Dolapci I, Emral R, Cesur S. Candida carriage and
Candida dubliniensis in oropharyngeal samples of type-1 diabetes
mellitus patients. Mycoses. 2004; 47:315-8.

Tekeli A, Koyuncu E, Dolapci I, Guven GS, Sahin GO, Uzun O.
Detection of Candida dubliniensis in oropharyngeal samples of
Turkish HIV-positive patients. Mycoses. 2005; 48:197-201.



160

161

162

163

164

165

166

Tendolkar U, Tainwala S, Jog S, Mathur M. Use a new medium:
tobacco agar, for pigment production of Cryptococcus neoformans.
Ind J Med Microbiol. 2003; 21(4): 277-9.

Tintelnot K, Haase G, Seibold M, Bergmann F, Staemmler M, Franz
T, et al. Evaluation of phenotypic markers for selection and
identification of Candida dubliniensis. J Clin Microbiol. 2000 Apr.;
38(4):1599-608.

Williams DW, Lewis MAO. Isolation and identification of Candida
from the oral cavity. Oral Dis. 2000; 6:3-11.

Willinger B, Hillowoth C, Selitsch B, Manafi M. Performance of
Candida ID, a new chromogenic medium for presumptive
identification of Candida species, in comparison to CHROMagar
Candida. J Clin Microbiol. 2001 Oct.; 39(10): 3793-5.

Xavier GR, Martins LMV, Rumjanek NG, Freire Filho FR.
Variabilidade genética em acessos de caupi analisada por meio de
marcadores de RAPD. Pesq Agropec Bras; 2005 abr.; 40(4):353-9.

Xu J, Millar BC, Moore JE, McClurg R, Walker MJ, Evans J, et al.
Comparison of API 20C with molecular identification of Candida
spp. Isolated from bloodstream infections. J Clin Pathol. 2002,
55:774-7.

Yera H, Poulain D, Lefebvre A, Camus D, Sendid B. Polymicrobial
candidaemia revealed by peripheral blood smear and chromogenic
medium. J Clin Pathol. 2004 Feb.; 57(2):196-8.



167

168

Yucesoy M, Esen N, Yulug N. Use of chromogenic tube and methyl
blue-Sabouraud agar for the identification of Candida albicans
strains. Kobe J Med Sci. 2001 Aug.; 47:161-7.

Zavalza-Stiker A, Ortiz-Saldivar B, Garcia-Hernandez M, Castillo-
Casanova M, Bonifaz A. Rapid production of Candida albicans
chlamydospores in liquid media under various incubation
conditions. Jpn J Med Mycol. 2006; 47:231-4.



ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos. Faculdadde de Odontologia de Sao José dos

Campos — UNESP.

‘@&e" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
. U“esp CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS

A P L T <l B D FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CERTIFICADO

"1 Comiteé de Etica em Pesquisa-Local

CERTIFICAMOS, que o protocolo n' 096/2004-
PHICEP, sobre “Identificagfio de Candida dubliniensis em colegio de
amostras do género Candida”, sob a responsabilidade de PATRICIA
MONTEIRO RIBEIRO, estd de acordo com os Principios Eticos,
seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa, envolvendo
seres humanos, conforme Resolugéo n® 196/96 do Conselho Nacional de
Satde e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Sao José dos Campos, 07 de dezembro de 2004,

e ;.;‘w.}_ > ' /)

L7 .
Profa. Dra. Suely Carvalho Mutti Naressi

*  Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-Local

erigial dealn l

[

i




105

-oAnIsod =sod ‘oAneSou =3ou ‘oseouwjod Bp BIOPE W 08IBAI =y 0IPIUOIOPIWER[O="T) {OANRUIILIST 0N} =WLIdD) oqn ],

sueaiqle ' sod sod sod bau Hau sod sooIun oAnisod Gz
sueaiqle "D Bau sod sod Bau Bau sod so|dnp oAnisod vz
sueaiqe ' sod Bau bau bau Bau sod soolun oAnisod ez
sueaiqe ' sod Boau Bau bau Bau Bau soolun oAnisod 22
sueaiqe ' sod Bau bau bau Bau [0 soonod seouly/soidnp | oamsod 1z
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau sojdnp oAnisod 0z
sueaiqe ' sod Bau [0 soonod Bau Bau [0 soonod SeouLl) oAnisod 61l
sueaiqe ' sod Bau Bau bau Bau Bau sooiun oAanisod gl
sueaiqe ‘D sod Bau Bau bau Bau Bau sooiun oAnisod /1l
sueaiqe ' Bau Bau bau Bau Bau Bau sooiun oAnisod 91
sueaiqle ‘D sod Bau [o soonod Bau Bau [0 soonod soolun oAnisod Gl
sueajiqle "D sod Bau bau bau Bau Bau sooiun oAnyisod vl
sueaiqle "D sod Bau bau bau Bau sod Seoul)) oAnyisod €l
sueaigle "D sod bau bau Bau bau Bau sojdnp oAnyisod Zl
sueaigle ' sod bau bau Bau bau [2 soonod sojdnp oAnisod Ll
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau Bau soolun oAlsod ol
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau bau so|dnp oAlsod 6
sueaiqle ' sod bau bau bau bau Bau soolun oAljsod 8
sueoiqe 9 sod Bau bau Bou Bau Bau sojdnp sunbje | oanisod /
sueaiqe ' sod Boau Bau bau Boau Boau soolun oAnisod 9
sueaiqe ' sod Boau Bau sod [0 soonod Bou soolun oAnisod S
sueaiqe ' sod Bau |2 soonod bau Boau sod sojdnp sunbje | oausod ¥
sueaiqe ' sod Bau Bau bau Bau Boau soolun oAnisod I
sueaiqe ' sod Bau Bau bau Bau Bau sooIun oAnisod Z
sueaiqe ' sod, Bau bau bau Bau Bau, seouLl soJel oAanisod L
0.5¥ |ossellD 10/108sB1ID ooeqe | [O/0%eqe | 104 10« uus9
HOdx einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby |eyH efuelq Jeby eujase) Jeby | /eqn4 Jeby ognj, oU

.(enunuoo) eoidijouss) a seoidjjous{ senold se sajusia)a. sope( - {7 0Ipend
sepezijeay SeAOId SEp OAljeJIsSuUoOwWap oipend — VY aolpuady




106

sueaigle ' Bau Bau Bau Bau Bau Bau soolun oAlyisod 0S
sueaiqle ' bau bau bau bau bau bau seouly/soldnp | oanisod 6V
sueaigle ‘D sod bau bau Bau bau bau soolun oAnyisod 3%
sueaiqle ' sod bau |2 soonod bau bau sod so|dnp oAlsod v
sueaiqfe "D sod Bau |2 soonod Bau Boau sod seouuysodnp | oaisod [eY%
sueaiqe ' sod Bau Bau bau Bau soyoeod seouly/soidnp | oamusod Sy
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Boau soyoeod seouuysojdnp [ oanisod P
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau sojdnp oAnisod ey
sueaiqe ' sod bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod A%
sueaiqe ' sod bau bau Bou bau [0 soonod sojdnp oAnisod Lt
sueaiqe ‘D sod bau bau Boau Bau [0 soonod sojdnp oAnisod ov
sueaiqe ' Bau sod sod bau Bau sod sojdnp oAnisod 6¢
sueaiqe ' sod Bau bau Boau Bau Bau sooiun oAnisod ¢
sueaiqle "D sod Bau bau sod [o soonod Bau soolun oAnisod /€
sueajqe "D sod sod sod bau Bau [2 soonod soolun oAnjisod 9¢
sueaiqle "D sod Bau bau bau Bau Bau sooiun oAnyisod Ge
sueaiqgle "D sod Bau bau bau Bau Bau sooliun oAnyisod e
sueaiqle ' sod bau bau bau Bau Bau soolun oAnisod ee
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau so|dnp sunbje | oanisod Z<
sueaiqle ' sod bau bau bau bau bau seouly/soldnp | oanisod LS
sueaiqle ‘D bau sod sod bau bau soyoeo sooIun oAnisod 0¢
sueaiqle ' sod sod sod bau Bau soyoeo seouuysoidnp | oanisod 62
sueaiqe ' sod Bau Bau bau Boau Boau soolun oAnisod ez
sueaiqe ' sod Bau Bau bau Bau Boau soolun oAanisod 12
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau sojdnp oAnisod 9z
Q.G |ossell 10/10sselH odeqe| [O/0%eqe | 10 0 us9
yod einjesjadwa] | |eyH eluelq Jeby |eyH efuelq Jeby eujase) Jeby | /eqn4 Jeby ogny oU

(enunuoo) eoidjouss) o seoidilous SeAOId Se s8lualalal sopeq - ¢ oJpend




107

sueaiqe ‘9 Boau Bau Bau Bou Bau Boau soolun oAnisod G/
sueaiqe ' Bau Bau bau Bou Bau Bau sooiun oAnisod v/
sueaiqe ' Bau Bau bau Boau Bau Bau sooiun oAnisod e/
sueaiqe ' Bau Bau bau Boau Bau Bau sooiun oAnisod Z.
sueaiqe ' Bau bau bau Bau Bau Bau sooIun oAnisod L
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAnjisod 0.
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAnjisod 69
sueaiqle "D sod bau bau sod [2 soonod Bau soolun oAljisod 89
sueaiqge "D sod bau bau Bau bau Bau soolun oAnyisod /9
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau Bau soolun oAlisod 99
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAljisod G9
sueaiqle ‘D sod bau Bau sod [o soonod bau soolun oAnyisod 9
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soolun oAnisod €9
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod 29
sueaiqe ' Bau Bau bau Bou Boau Boau soolun oAnisod )
sueaiqle ' sod Bau Boau sod [2 soonod [2 soonod soolun oAlsod 09
sueaiqe ' sod bau bau Bou Bau Bau seouuysojdnp [ oanisod 65
sueaiqe ' Bau bau Bou Bou [0 soonod [0 soonod soolun oAnisod S
sueaiqe ' sod Bau bau sod Bau Bau sooiun oAnisod /S
sueaiqle "D sod bau bau sod [o soonod [o soonod soolun oAnjisod 96
suealqje D sod bau bau Bau bau bau sooiun oAanyisod GS
sueaiqle ‘D sod bau bau Bau bau Bau soolun oAnyisod e
sueaigle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAlisod G
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soolun oAljisod Zs
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau so|dnp sunbje | oansod LS
(0817 10/10sselH [O/0%eqe | 10 10 w9
uod einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby [eyH eluelq Jeby eujese) Jeby | jeqnd Jeby ogny ou

(enunuoo) eoidjouss) o seoidilous SeAOId Se s8lualalal sopeq - ¢ oJpend




108

sueaiqe ‘9 sod Boau Bau Bou Bau Boau soyoeo oAnisod 001
sueaiqe ' sod Bau bau Bou [0 soonod Bau sojdnp sunbje | oanusod 66
sueaiqe ' Bau bau bau Bou bau Bau soyoeod oAnisod 26
sueaiqe ' sod Bau bau Boau [0 soonod Bau soolun oAnisod /6
sueaiqe ‘D sod Bau bau Bau Bau Bau sooiun oAnisod 96
sueaiqle "D Bau sod sod Bau Bau sod soyoeod oAljisod G6
sueaiqle "D sod bau bau Bau Bau [2 soonod soolun oAnyisod 6
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAnyisod 6
sueaiqge "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAnyisod 26
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau bau soyoeo oAnyisod L6
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau Bau soolun oAljisod 06
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau bau soolun oAanisod 68
sueaiqle ' sod bau bau bau bau bau seouly/soldnp | oanisod 88
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod /8
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Boau soolun oAnisod 98
sueaiqe ' sod Bau bau Bou [o soonod Boau soolun oAnisod G
sueaiqe ' sod Bau sod Bou Bau Bau soolun oAnisod 8
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod €9
sueaiqe ' sod bau bau Bou Bau Bau sooIun oAnisod Z8
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAlyisod )
sueaiqe "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAanyisod 08
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau Bau soolun oAnyisod 6/
sueaigle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAlisod 8/
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soolun oAanyisod 1/
sueaiqle ' sod bau bau bau bau bau soolun oAnyisod 9/
(0817 10/10sselH [O/0%eqe | 10 10 w9
uod einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby [eyH eluelq Jeby eujese) Jeby | jeqnd Jeby ogny ou

(enunuoo) eoidouss) a seoidilous SeAOId Se s8lualalal sopeq - ¢ oJpend




109

sueaiqe ‘9 sod Bau Bau Bou Bau Boau sojdnp sunbje | oanisod [ A)
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau [0 soonod sojdnp oAnisod vzl
sueaiqle ' sod sod sod Boau sod sod soyoeo oAlsod INA)
sueaiqe ' sod sod sod sod sod [0 soonod soyoeod oAnjisod FaA)
sueaiqe ' sod sod sod sod sod Bau sooiun oAnisod )
sueaiqle "D sod bau bau bau Bau [o soonod soolun oAnyisod 0zl
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau sod sooiun oAnnyisod 6Ll
sueaigle "D sod bau bau Bau [2 soonod Bau sojdnp oAnyisod 8Ll
sueaige ‘D sod bau bau Bau bau Bau soolun oAnyisod i
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAlyisod 911
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soolun oAljisod GlLl
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau bau seouly/soldnp | oanisod A
sueaiqle ' sod bau bau bau |2 soonod bau soolun oAnisod el
sueaiqe ' sod Bau bau Bou [0 soonod Boau sooIun oAanisod AN
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod LLL
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Boau soolun oAnisod oLl
sueaiqe ' sod bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod 601
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnnisod 801
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau sooIun oAnisod /01
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau sooiun oAanyisod 901
sueaiqle "D sod Bau bau bau Bau Bau sooIun oAnyisod GOl
sueaiqle ' sod bau bau bau Bau Bau sooIun oAnyisod 01
sueaiqle ' bau sod sod sod soyoeo sod soyoeo oAnisod ol
sueaiqle ' bau sod sod sod soyoeod sod soyoeo oAlyisod 201
sueaiqle ‘D bau bau bau Bau bau bau soolun oAnyisod LOL
(0817 10/10sselH [O/0%eqe | 10 10 w9
uod einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby [eyH eluelq Jeby eujese) Jeby | jeqnd Jeby ogny ou

(enunuoo) eoidiouss) s seoidilous SBAOId Se selualajal sopeq - ¢ oJpend




110

sueaiqre ‘9 sod Bau Bau Bou Bau Bau soolun oAanisod 0S1
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau sooIun oAnisod Y
sueaiqe ' sod Bau bau Boau Bau Bau sooIun oAnisod Y
sueaiqe ' sod Bau bau Boau Bau Bau sooIun oAnisod )
sueaiqe ' sod sod sod bau soyoed Bau soolun oAnisod Yl
sueaiqle "D sod Bau bau bau soyoed soyoed soolun oAnjisod Syl
sueaiqle "D sod sod sod Bau sod Bau soolun oAnjisod e
sueaigle "D sod bau bau Bau bau Bau sooIun oAalyisod N4
sueaige ‘D sod bau bau Bau bau Bau soolun oAnyisod vl
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAlyisod Ll
sueaiqle ‘D sod bau bau bau [o soonod [2 soonod soolun oAisod ovl
sueaiqle ' sod bau bau bau [0 soonod [2 soonod soolun oAnyisod 6EL
sueaiqle ' sod bau bau bau [0 soonod [2 soonod soolun oAnyisod 8¢l
sueaiqe "D sod Bau Bou Bau soyoeo [0 soonod soolun oAljisod /€1
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau [0 soonod soolIun oAnisod o€l
sueaiqe ' sod Bau Bou Bou sod sod soyoeod oAnisod GEl
sueaiqe ' sod bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod vEl
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnnisod el
sueaiqe ' sod Bau bau sod Bau Boau sooiun oAnisod Z€1
sueaiqle "D sod bau bau sod sod [2 soonod sojdnp sunbje | oaiusod LSl
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau soolun oAalyisod 01
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAanyisod 621
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau Bau soolun oAlisod 8Z1
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soolun oAlyisod 121
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau [o soonod soolun oAnisod 9zl
(0817 10/10sselH [O/0%eqe | 10 10 w9
uod einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby [eyH eluelq Jeby eujese) Jeby | jeqnd Jeby ogny ou

(enunuoo) eoidiouss) s seoidilous SBAOId Se selualajal sopeq - ¢ oJpend




111

sueaiqre ‘9 Boau Bau Bau ooely sod [0 soonod [0 soonod soyoeo oAnisod G/l
sueaiqe ' sod Bau Bou ooeJ} sod Bau Bau sooIun oAnisod vl
sueaiqe ' sod Bau bau Boau Bau Bau sooIun oAnisod e/l
sueaiqe ' sod Bau bau Boau Bau Bau sooIun oAnisod Zll
sueaiqe ' sod Bau bau Bau Bau Bau sooiun oAnisod L1
sueaiqle "D sod bau Bau sod sod [o soonod soyoed oAljisod 0.l
sueaiqle "D sod bau Bau sod bau |2 soonod soyoeod oAnjisod 691
sueaiqe "D sod bau Bau Bau bau |2 soonod soyoeod oAnjisod 891
sueaigle "D sod bau bau Bau |2 soonod [2 soonod soyoed oAnjisod /91
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau |2 soonod sojdnp sunbje | oaiusod 991
sueaiqle ‘D sod bau Bau ooeJ} sod bau Bau soolun oAlysod G9l
sueaiqle ' sod bau Bau Bau bau |2 soonod soyoed oAnyisod 91
sueaiqle ' sod bau bau bau bau [o soonod seouuysoidnp | oanisod €9l
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Boau sod soolun oAnisod 291
sueaiqe ' sod Bau bau bau Bau Boau soolun oAnisod Lol
sueaiqe ' sod Bau bau ooeJ} sod [o soonod Boau soolun oAlsod 091
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod 651
sueaiqe ' sod Bau bau ooeJ} sod [0 soonod Bou soolun oAnisod G
sueaiqe ' sod Bau bau Bou bau Bau soyoeod oAnisod /Sl
sueaiqle "D sod bau Bau Bau bau |2 soonod soyoeod oAnjisod oGl
sueaiqfe D sod bau bau Bau bau bau soyoeod oAnyisod GGl
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soyoed oAnyisod 51
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soyoeo oAnisod €Gl
sueaiqle ' bau bau bau Bau bau [0 soonod so|dnp oAlsod 251
sueaiqle ‘D sod bau bau bau [0 soonod bau soolun oAnisod LGL
(0817 10/10sselH [O/0%eqe | 10 10 w9
uod einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby [eyH eluelq Jeby eujese) Jeby | jeqnd Jeby ogny ou

(enunuoo) eoidouss) a seoidilous SeAOId Se s8lualalal sopeq - ¢ oJpend




112

sueaiqe ' sod bau bau Bou Bau Bau soyoeod oAnisod 002
sueaiqle ' sod Bau Bou ooeuy sod sod soyoeo soyoeo oAlsod 661
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau soyoed soolun oAnisod 861
sueaiqe ' sod bau bau Bau sod sod sooiun oAnisod /61
sueaiqe ' sod Bau bau bau Bau Bau sooiun oAnisod 961
sueaiqle "D sod bau bau ooeJ} sod [o soonod Bau sojdnp oAnisod G61
sueajiqle "D Bau sod sod sod soyoeod soyoed soyoed oAljisod V61
sueaiqe "D Bau sod sod sod soyoeod soyoed soyoed oAljisod 61
sueaige ‘D sod bau bau Bau bau [2 soonod soolun oAnyisod 261
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau bau soyoeo oAnyisod L6L
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau sod soyoeo oAnyisod 061
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau sod soolun oAnyisod 681
sueaiqle ' sod bau bau Bau bau sod soolun oAnyisod 881
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soyoeod oAnisod /81
sueaiqe ' sod bau bau Bou bau sod seouuysojdnp [ oanisod 981
sueaiqe ' Boau Bau bau Bou Bau Boau soyoeod oAnisod G8l
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnisod 81
sueaiqe ' sod Bau bau Bou Bau Bau soolun oAnnisod €81
sueaiqe ' sod Bau bau Bou bau sod soyoeod oAnisod 281
sueaiqle "D sod bau Bau Bau bau |2 soonod soyoeod oAnjisod 18l
sueaiqle "D sod bau bau Bau bau Bau soolun oAalyisod 081
sueaiqle ' sod bau Bau Bau bau |2 soonod soyoeod oAnjisod 6.1
sueaiqle ' bau bau Bau Bau |2 soonod [o soonod soyoeod oAnisod 8/l
sueaiqle ' sod bau Bau bau |2 soonod [o soonod soyoeo oAnyisod 11
sueaiqle ‘D sod bau bau bau bau bau soolun oAnyisod 9/l
(0817 10/10sselH [O/0%eqe | 10 10 w9
uod einjesadwa] | |eyH eluelq Jeby [eyH eluelq Jeby eujese) Jeby | jeqnd Jeby ogny ou

(oesnjouo2) eoidijouss) @ seoidjous{ SeA0ld Se sajualajal sope( - v 0Jpenyd




113

‘oanisod =sod ‘oaneSou =3au ‘aserowrjod Bp BIoped WS 0BILAI =y ) ‘09PIUOIOPIWR[O="]) ‘0OANRUILISF 0qN) =WLIdD) Oqn [

sisuaiulignp-D bau sod sod sod sod sod soyoes | oansod 801L€ 4dDON

sueaiqe " sod, bau bau bau bau bau, soolun oAnisod 081 DO1VY
0.5V 10/10sselH |O/0%eqe | 10 10+ w9

HOd- jelodwa] | |eyH elueiq Jeby [eyH eluelq Jeby eujase) Jeby | /eqng teby | oqgny, oeliped

oelped sesisowe sep eoidijouss) 8 seoldijous{ SeAOld Se sejuaiajal sope( - g aolpuady




Ribeiro, PM. Identification of Candida dubliniensis among isolates from
Faculdade de Odontologia de Sado José dos Campos/UNESP yeasts’
collection [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007.

ABSTRACT

The aim of the present study was to identify phenotypically and genotypically
Candida dubliniensis among the isolates initially identified as Candida albicans
from the yeasts’ collection of the laboratory of Microbiology of Faculdade de
Odontologia - UNESP/ Sao José dos Campos. Two-hundred of Candida gender
isolates from previous works obtained patients who underwent orthotopic cardiac
transplantation under immunosuppressive therapy, tuberculosis patients
submitted to antibiotic terapy, HIV-patients and healthy individuals were included
in the study. The samples were submitted to the following phenotypic tests: 1)
germ tube formation; 2) formation and structural arrangement of chlamydospores
on cornmeal agar, tobacco agar, sunflower seed agar and casein agar; 3)
inability to grow at 45°C. After these tests, all of the samples were analyzed by
polymerase chain reactions (PCR) that demonstrated the absence of C.
dubliniensis among the analyzed isolates. The results demonstrated that: 1) all
isolates were positive for germ tube formation; 2) the porcentage of agreement in
relation to the molecular method for each phenotipic test was respectively: on
76% cornmeal agar, 92% tobacco agar, 92.5% sunflower seed agar, 85% casein
agar; 3) 86.5% inability to growth at 45°C. In conclusion, based on phenotypic
characteristics, the sunflower seed agar was the more effective method for
differentiation between C. albicans and C. dubliniensis; none of the phenotypic
methods was 100% effective; molecular identification is necessary for definitive

differentiation between C. albicans and C. dubliniensis.

KEYWORDS: Candida albicans, Candida dubliniensis, polymerase chain

reaction, mouth.
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