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RESUMO

Infecgdes de corrente sanguinea por leveduras do género Candida sio uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Candida albicans permanece a
espécie mais isolada nestas infecgdes e é de facil e rdpida identificagdo. Contudo, existem outras
espécies, como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei, que sdo encontradas com menor
frequéncia e que necessitam de maior periodo de tempo e de metodologias comerciais automatizadas
ou semi-automatizadas para sua identificagdo. Neste estudo foram analisadas 146 cepas de leveduras
quanto a capacidade do Sistema API 20C AUX® (Biomerieux®, Franga) em identificar corretamente
o0 género e a espécie de microrganismos em diferentes periodos de leitura, visando-se a liberagdo do
resultado em menor tempo. C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. pelliculosa, C. colliculosa, Rhodotorula
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon mucoides e T. asahii foram as leveduras cujos
resultados finais puderam ser liberados nos periodos de tempo de 96, 120 e 144 h. Oitenta por cento
das C. glabrata e 69 % das C. tropicalis também foram identificadas nos periodos além do tempo
estabelecido. Com os resultados obtidos é possivel antecipar a identificacdo do género e de algumas
espécies de leveduras.
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ABSTRACT

Bloodstream infections due to Candida genus are one of the leading cause of morbidity and mortality
in immunocompromised patients. Candida albicans remains to be the yeast species which is the
most commonly isolated in these infections. This species is easily and rapidly identified. However
there are other species such as Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei, which
are of lower frequency and they take longer to be detected; and commercially available automated or
semi-automated methodologies are needed for their identification. Hundred forty-six yeast strains
were analyzed for evaluating the capability of the API 20C AUX® system (Biomerieux®, France)
for correctly identifying the microorganism genus and specie in different reading periods of time,
and to release the final results in less time. C. parapsilosis, C. guilliermondii, Candida pelliculosa, C.
colliculosa, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon mucoides and T. asahii
were the yeasts released in times of 96, 120 and 144 h. Eighty percent of C. glabrata and 69 % of C.
tropicalis were also identified in periods beyond the established time. With the achieved results, it is
feasible to anticipate the identification of the gender and of some yeast species.
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INTRODUCAO

A incidéncia e  prevaléncia  de
infeccoes  oportunistas e ou fatais por
leveduras tem aumentado, principalmente nos
imunocomprometidos'®. O  laboratério de
microbiologia tem um papel importante
no diagndstico dos agentes destas infecgdes
promovendo resultados rapidos, com vistas a
orientagao de terapia antifiingica adequada.

Dentre as espécies patogénicas, Candida
albicans é a mais prevalente, principalmente em
casos de candidemia e candidiase munocutanea*
Entretanto, percebe-se o aumento na frequéncia
de outras espécies como C. tropicalis, C. glabrata,
C. krusei e Complexo C. parapsilosis, consideradas
atualmente espécies emergentes que muitas vezes
sdo resistentes a antifiungicos®. A identifica¢ao
fenotipica de leveduras nao C. albicans, por
métodos classicos, pode demorar até 20 dias para
conhecimento da espécie”®.

Deste modo, a utilizagdo de métodos
comerciais automatizados ou semi-automatizados,
comoosistema API20CAUX®(Biomerieux®,Franca),
sao uma alternativa para agilizar o diagndstico
laboratorial. Sua leitura é visual e necessita de até 72
horas para conclusao da identificagdo. Entretanto
nos finais de semana e feriados, os servicos de saude
funcionam em sistema de plantdo. Sendo assim, o
andamento das identificagdes fica prejudicado uma
vez que as leituras sao feitas somente nos dias uteis.

Este estudo teve por finalidade avaliar a
identificagdo de espécies de leveduras pelo sistema
API20 C AUX" em intervalos inferiores e superiores
aos propostos pelo fabricante: 48,72,96,120 e 144 h.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 138 isolados clinicos
de leveduras  provenientes de  sangue,
liquido-céfalo-raquidiano (LCR) e wurina, da
rotina do Nucleo de Micologia do Instituto
Adolfo Lutz de agosto de 2011 a margo de 2012,
além de 8 cepas ATCC: C. albicans ATCC 90028;
C. dubliniensis MYA646; C. tropicalis  750;
C. famata 62894; C. guiliiermondi 6260;
C. parapsilosis 22019; C. krusei 6258 e Trichosporon
inkin 18020.
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Todas as cepas foram purificadas em Agar
cromogénico’. Para a realizagao do teste, as colonias
isoladas foram incubadas em meio Sabouraud
com cloranfenicol por 24 h, identificadas pela
micromorfologia em metodologia Dalmau plate
com agar fubd acrescido de Tween 80 e analisadas
bioquimicamente pelo sistema API 20 C AUX®
(Biomerieux®, Franga). Considerou-se como
resultado positivo e negativo, respectivamente, a
presencaouaauséncia de turbidez nos pogos de cada
agucar testado. Apos estes procedimentos, quando
solicitados pelo fabricante, foi feita a aplicacdo de
testes complementares, como analises morfologicas,
e os resultados das identificacdes de rotina foram
liberados. Para este estudo os Kits foram analisados
totalizando 96, 120 e 144 h.

O resultado da identificacdo de leveduras pelo
sistema API 20C AUX® foi analisado em cinco
tempos diferentes para leveduras do género
Candida spp, Trichosporon spp, Rhodotorula
mucilaginosa e Saccharomyces cerevisae.

RESULTADOS

A habilidade de identificar isolados até
a categoria espécie, em periodo de tempo além
do recomendado pelo fabricante, diferiu para
C. glabrata, C. tropicalis, C. famata, C. albicans,
C. dubliniensis, C. krusei, C. guiliilermondii,
C. colliculosa, Candida pelliculosa e C. parapsilosis
(Tabela 1).

Todas as cepas de C. guiliiermondii (n = 6),
C. parapsilosis (n = 60) e C. krusei (n = 3) foram
identificadas em todos os tempos propostos (48 h
até 144 h).

Foram analisadas 9 cepas de trés espécies
do género Trichosporon (T. asahii, T. inkin e T.
mucoides), sendo que sete foram identificadas pelo
sistema API 20C AUX® nos tempos propostos,
exceto duas cepas ( T. mucoides e T. asahii) que nao
foram identificadas em 48 horas.

Foram testadas 5 cepas de Candida
albicans identificadas dentro de 72 horas, porém
a identificagdo foi perdida nas leituras apods esse
periodo. A cepa ATCC de C. dubliniensis nao foi
identificada em nenhum dos tempos de leitura.
Estas espécies foram confirmadas por técnica de
biologia molecular.
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Tabela 1. Resultado da identificagdo das leveduras encontradas com maior frequéncia, em diferentes intervalos de tempo

Identificagido no tempo

Espécies de leveduras n Preconizado Proposto

48 h 72h 96 h 120 h 144 h
C. albicans 5 NR 100 % 0% 0% 0%
C. parapsilosis 60 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
C. tropicalis 32 81 % 100 % 100 % 100 % 100 %
C. guilliermondii 6 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
C. glabrata 25 84 % 84 % 80 % 80 % 80 %
C. krusei 3 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Trichosporon spp 9 78 % 100 % 100 % 100 % 100 %

NR: Nio realizado

Todas as cepas de Candida tropicalis
(n = 32) foram identificadas nos periodos de 72 a
120 h, porém nos periodos de 48 e 144 h, apenas 26
e 22 cepas foram identificadas respectivamente.

Das 25 cepas de Candida glabrata, 21 foram
identificadas no tempo de 48 e 72 h, sendo que
houve duvida na leitura de uma cepa e em outras
trés houve baixa discriminagdo. Nos demais tempos
propostos, 20 cepas foram identificadas, onde uma
cepa apresentou duvida na leitura e quatro tiveram
baixa discriminagao.

Leveduras menos usuais como
R. mucilaginosa (n = 1), S. cerevisae (n = 1),
C. colliculosa (n = 1), C. famata (n=1) e C. pelliculosa
(n = 1), apresentaram resultados inconclusivos nas
48 h, porém foram identificadas nos demais tempos
de leitura.

DISCUSSAO

Das trinta e duas cepas de Candida
tropicalis, seis tiveram assimila¢ao fraca de alguns
acucares na leitura de 48 h, ocasionando duvida na
interpretacdo da turva¢ao. No tempo de 144 h, 22
foram identificadas corretamente. Para Ruiz e Paula’,
3 isolados de C. tropicalis foram identificados pelo
mesmo sistema como C. guilliermondii.

C. albicans e C. tropicalis nao foram
identificadas em alguns dos tempos analisados,
porém sdo espécies que podem ser identificadas
presuntivamente em 48 h, com a utiliza¢ao de meios

cromogénicos'”'%. Esses meios contém substratos
que reagem com enzimas secretadas pela levedura
produzindo colonias com varias pigmentagdes,
sendo espécies-especificas, permitindo identificar
0s microrganismos através da cor e caracteristicas
da colonia®.

A dificuldade de identificar fenotipicamente
Candida  lipolytica/Candida  norvegensis e
C. krusei/ Candida inconspicua nos sistemas classicos
ou comerciais ja foi relatada em um trabalho",
no qual foram observados problemas com a
habilidade do sistema API 20C AUX"® em identificar
corretamente 23 cepas C. krusei sem a necessidade
de testes suplementares. Silva e Candido"
também encontraram dificuldades em identificar
isolados de C. krusei, utilizando o mesmo sistema.

CONCLUSAO

O tempo de leitura 6timo para identificagao
das leveduras analisadas foi de 72 horas,
correspondendo ao tempo recomendado pelo
fabricante.

C.parapsilosis, C.guilliermondii, C. pelliculosa,
C. colliculosa, R. mucilaginosa,S. cerevisae, T. mucoides
e T. asahii, puderam ser identificadas nos tempos
de 96, 120 e 144 h. Oitenta por cento das cepas de
C. glabrata e 69 % das C. tropicalis também foram
identificadas nos mesmos intervalos, demonstrando
aviabilidade da aplica¢ao do kit API 20 C AUX® nos
tempos propostos.
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Com os resultados obtidos é possivel a
antecipacao da identificagdo do género e de algumas
espécies de leveduras. A possibilidade de leitura dos
testes pelo sistema API 20C AUX" no primeiro dia
util da semana e posterior a feriados, podera orientar
a terapia antifungica adequada com o conhecimento
das leveduras isoladas.
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