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RESUMO

A C. albicans é o fungo mais frequentemente isolado em humanos sadios, sendo considerada a
principal espécie patogénica oportunista, entretanto, nas Gltimas décadas, tem sido observado
um significativo aumento de outras espécies ndo-albicans, implicadas tanto na colonizacao
como em processos infecciosos humanos. A manifestacéo clinica mais prevalente, deste fungo,
na mulher é a Candidiase Vulvovaginal (CVV). OBJETIVO: realizar a caracterizacdo
molecular e a taxonomia polifasica de espécies de Candida oriundas de isolados de exsudato
vaginal e descrever seus perfis de susceptibilidade a antiflngicos e aos extratos de Vatairea
guianensis. METODOLOGIA: A identificacdo foi realizada por métodos classicos
(Microcultivo, CHROMagar, Auxonograma), MALDI-TOF, multiplex PCR e a molecular. A
variabilidade fenotipica foi feita por AFLP, e os testes de susceptibilidade em placa de Elisa
por microdiluigdo com os antifungicos e os extratos de Vatairea guianensis. RESULTADO: A
colonizacdo de Candida sp. na vagina foi estatisticamente significativa em pacientes com idade
igual ou maior que 35 anos, que faziam uso de roupas intimas justas e/ou sintéticas, em uso de
antibioticoterapia e que tinham episodios CVV recorrente. Das 202 amostras 37,1 % (N=75)
foi possivel isolar leveduras Candida sp. Na analise da variabilidade genética foi feito a AFLP.
Candida albicans foi a espécie mais isolada (64 %), seguida por C. parapsilosis (20 %), C.
glabrata (5,3 %), C. tropicallis (4 %), C. haemolinus (4%) e C. krusei (1,3 %) e C. lusitaniae
(1,3 %). Sao necessarias combinacdes entre métodos fenotipicos e também a realizacdo de
provas complementares para a identificacio de Candida spp. Os métodos moleculares
disponiveis confirmam que o uso de metodos fenotipicos para o diagndéstico clinico deve ser
cauteloso, pois possuem baixa acuracia na determinacéo de espécies Candida ndo albicans e na
identificacdo de novas espécies. CONCLUSAO: O MALDI-TOF se mostrou como uma
excelente ferramenta para a identificacdo de espécies de Candida sp, pois associa simplicidade
da técnica, procedimentos parcialmente automatizados e principalmente a rapidez do resultado
microbioldgico, a limitacdo deste método esta na auséncia de um completo banco de dados. C.
haemulonii, uma espécie emergente e rara, foi pela primeira vez identificada em isolados do
exsudato vaginal de mulheres assintomaticas em Manaus. A grande maioria dos isolados de
Candida sp., do exsudato vaginal, apresentou resisténcia aos antifingicos fluconazol,
itraconazol, cetoconazol e a nistatina. Os extratos das sementes de Vaitarea guianensis
apresentou apenas atividade fungistatica em 04 isolados de Candida sp. do exsudato vaginal.
Assim, esta pesquisa contribuiu para o conhecimento epidemiolégico das espécies de Candida
na flora vaginal de pacientes assintomaticas, podendo orientar o diagnostico em condi¢6es
patoldgicas e sendo utilizado na monitorizacao de infeccdes emergentes e resistentes as drogas,
pois a variacdo das espécies de acordo com a localizacdo geogréfica deve ser levada em conta
entre os fatores epidemioldgicos de CVV.

PALAVRAS-CHAVES: Candida spp., Taxonomia Polifasica, MALDI-TOF, Candidiase
Vulvovaginal, Vatairea guianensis.



ABSTRACT

The C. albicans is the most frequently isolated fungus in humans healthy, being considered
the main opportunistic pathogenic species, However, in recent decades, it has been observed
a significant increase of other non-albicans species, involved both in colonization as in
human infectious processes. The clinical manifestation but prevalent, This fungus, the
woman is Vulvovaginal candidiasis (VVC). This study had the objective of making the
molecular characterisation and polyphasic taxonomy of Candida species isolated from
vaginal exsudate and describe their susceptibility profiles antifungals and extracts of
Vatairea guianensis. The identification was performed by methods Classics (Microcultive,
CHROMagar, Auxonograme), MALDI-TOF, multiplex PCR and molecular. In the analysis
of genetic variability was made to AFLP.The colonization of Candida sp. in the vagina was
statistically significant in patients aged 35 years or more, which made use of underwear fair
and/or synthetic, in use of antibiotic therapy and who had CVV recurrent episodes. Of the
202 samples 37.1% (N = 75) was possible isolating yeasts Candida sp. C. albicans was the
most isolated species (64%), followed by C. parapsilosis (20%), C. glabrata (5.3%), C.
tropicallis (4%), C. haemolinus (4%) and C. krusei (1.3%) and C. lusitaniae (1.3%).
Combinations of methods are required phenotypic and also carrying out additional evidence
to the identification of Candida spp. molecular methods available confirm that the use
phenotypic methods for clinical diagnosis must be cautious, have low accuracy in
determination of Candida species not albicans and the identification of new species. The
MALDI-TOF proved as an excellent tool for species identification of Candida sp, as it
associates simple technique, procedures partially automated and mainly the speed of the
result Microbiology, the limitation of this method is in the absence of a complete database.
C. haemulonii, an emerging and rare species, was first identified in isolates of vaginal
exudate asymptomatic women in Manaus. The vast majority of isolates of Candida sp.,
vaginal exudate, presented resistance to antifungals fluconazole, itraconazole, ketoconazole
and Nystatin. The extracts of the seeds of V. guianensis presented only fungistatica activity
in 04 isolates of Candida sp. vaginal exsudate. Thus, this research contributed to the
epidemiological knowledge of species of Candida in vaginal flora of assintomaticas
patients, and may guide the diagnosis in pathological conditions and being used in
monitoring of emerging infections and drug resistant, because the variation of species
according to geographical location should be taken into account between the
epidemiological factors of CVV.

Key words: Candida spp., Polyphasic Taxonomy, MALDI-TOF, Vulvovaginal
Candidiasis, Vatairea guianensis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura do DNA ribossémico, com os fragmentos Internal Transcribed Spaces, a
ITS 1 e ITS2.La amplificacion de estas zonas de ADNr utilizando los iniciadores ITS-1 e ITS-
4 y posterior secuenciacion de los fragmentos amplificados, permite diferenciar entre la
mayoria de las especies fungicas (PEMAN et al., 2001).......cccccoevviiiieiinienrierieie e 27

Figura 2 - Modelo esquematico de funcionamento do MALDI-TOF (COSTA, 2015) ........... 29

Figura 3 - Vatairea guianensis: Aspectos da arvore (A) e do fruto (B). Imagens cedidas por

Cléia Tereza Lamarao da SilVa..........c.covoveiiiiiiii e 34
Figura 4 - Métodos de conservagéo das cepas isoladas (A) Oleo mineral, (B) Glicerol.......... 39
Figura 5 - Figura 5: Semente e fruto de Vatairea qUIaNeNSIs .........c.cccvevveieeresiieieesesiee e 51
Figura 6 - Material p6s- moagem da semente de Vatairea guianensis ..........ccccecvevvvereeiveseennnns 51
Figura 7 - Ensaio quantitativo para determinacdo da atividade antimicrobiana....................... 54

Figura 8 - Distribuicdo segundo a prevaléncia de colonizacdo de Candida spp. em isolados de

exsudato vaginal nas mulheres amostradas, Manaus - AM..........cccccceviveveiiicneene e 57
Figura 9 - Distribuicdo da faixa etaria das mulheres amostradas, Manaus - AM..................... 59

Figura 10 - Figura 10: Placa de Petri com meio Agar Sabourad Dextrose positiva para
(010 o [ To - 1K) TS TSP TP PP 66

Figura 11 - Micromorfologia em Agar-fuba (1000x) de Candida albicans...............cccccceuvennne 67

Figura 12 Distribuicdo das espécies de Candida em meio cromogénico para identificacdo

presuntiva destas leveduras em amostras isoladas do exsudato vaginal ...............cccccceveiiennnne 68

Figura 13 - Distribuicdo das espécies de Candida identificadas pelo método molecular
isoladas do exsudato VAGINal ..........ccoiiiiriiiiii i 69

Figura 14 - Distribuicdo das espécies de Candida identificadas pelo método de Maldi-tof

isoladas do exsudato VagiNal ............ccoeeiiieiieii e 70

Figura 15 - Distribuicdo por espécie de Candida entre os métodos de identificagdo
auxonograma, CHROMagar e molecular nos isolados do exsudato vaginal em mulheres

aMOStradas, ManauUS- A ... 74

Figura 16 - Distribuicdo por espécie de Candida entre os métodos de identificagdo MALDI-

TOF e molecular nos isolados do exsudato vaginal em mulheres amostradas, Manaus- AM .75


file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242277
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242277
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242278
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242279
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242280
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242282
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242282
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242284
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242284

Figura 17 - Distribuicdo das amostras de Candida spp. cuja a identificacdo da espécie foi

concordante em 05 técnicas diagndsticas diferentes ..........cccocevveie i v 75

Figura 18 - Dendograma gerado pelo programa 1Q-TREE pelo método de méaxima

verossimilhanca referente as cepas de Candida spp. isolados do exsudato vaginal.................. 77

Figura 19 - Placa de AFLP em gel de poliaclilamida a 6% das amostras de Candida spp dos

[170] F= Lo [0 LU 79

Figura 20 - Dendograma representando todas as amostras de Candidas de isolados de
Lo I Fo UL AV To |1 - LRSS 80


file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242294
file:///C:/Users/julio.sampaio/Desktop/Andreia%20Ferreira-Tese/TESE%20FINAL%20AMEM%20-%20rev01.docx%23_Toc465242294

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1 - Céalculo da reacdo de amplificacdo do PCR para as amostras fungicas .................. 42

Tabela 2 - Critérios de leitura, segundo CLSI (2008), para a avaliacdo da sensibilidade para os

antifungicos Cetoconazol, Fluconazol, Itraconazol e Nistating ..........c.cccoeevevereieiesiesinsnne 52
Tabela 3 - Descricdo dos antifungicos nas concentracfes da solucdo e de sensibilidade ........ 53
Tabela 4 - Esquema das amostras nos po¢os na placa de Elisa.........c.ccccovvvveveeieceveecieennn, 54

Tabela 5 - Esquema das amostras nos pogos na placa de Elisa para a determinacédo da

dosagem inibitoria MiNiMa (MID).........ccooiiiiiiiiiee e 55
Tabela 6 - Descricao dos antifingicos nas concentragdes da solucdo e de resistencia............. 55
Tabela 7 - Esquema das amostras nos pogos na placa de Elisa............ccccccevveveeieciciieceenenn, 56

Tabela 8 - Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos, ciclo menstrual, uso de roupas
especificas, alcool, antibiotico, relacdo sexual nos ultimos 30 dias e uso de anticoncepcional
das mulheres amostradas, Manaus - AM.........cccooiieiieiieie e 60

Tabela 9 - Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos, ciclo menstrual, uso de roupas
especificas, anticoncepicional, antibidtico e relacdo sexual nos ultimos 30 dias em relacdo a

prevaléncia de Candida nas mulheres amostradas, Manaus - AM .........cccocevievievivenesieeseeninns 64

Tabela 10 - Regressdo Logistica dos dados sociodemogréficos, ciclo menstrual, uso de roupas
especificas, alcool, antibiotico e relacdo sexual nos ultimos 30 dias em relacdo a prevaléncia

de Candida nas mulheres amostradas, Manaus =AM, 65

Tabela 11 - Distribuicdo da frequéncia e comparacdo dos diferentes métodos fenotipicos para
identificacdo das espécies de Candida, Manaus - AM.........cccccoveviieeesiieienesese e 71

Tabela 12 - Distribuicdo segundo a sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de

identificacdo do género Candida em relacdo ao método molecular, Manaus - AM ................ 72

Tabela 13 - Relagéo de concordancia entre os métodos Molecular e CHROMagar de isolados
CliNicOS dO GBNEIO CANAITA .......ccueeieeiieieie et 73

Tabela 14 - Distribuigéo das cepas de Candida sp. que apresentaram sensibilidade aos

antifangicos itraconazol, nistatina, fluconazol e cetoconazol ..............cccccceevveiieie i, 81

Tabela 15 - Descricdo da atividade fungistatica dos extratos de Vatairea guianensis sob as
CEPAS 0B CANAITA SP. «.euvereeteitiiteeii ettt bbbttt nb b 83



Quadro 1 - Concentraces e respectivos volumes usados na PCR dos iniciadores espécie-
especifico. [ ] = CONCENLIraGa0 ........ccoveveirereiee e, Erro! Indicador ndo definido.



SUMARIO

L0 5100710 TR 16
2 JUSTIFICATIVA .ottt ettt st e bt te st e e neene e 19
3 REFERENCIAL TEORICO.......coiiiieieieiieeesce et estsss s es s s senas s senansans 20
TR O 13 o [T F= Y o] o SRS 20
3.2 Colonizacao do Trato Genital pela Candida sp. e Fatores Predisponentes ao
Desenvolvimento da Infecgdo por Candida SP. ........cvevrieierieneiiiiseseee e 21
3.3 Candidiase VUIVOVAGINAl (CVV)...cooiiiiiie e 23
3.4 DiagnOstico Laboratorial ...........ccoeeiiiiieiie e 24
3.4.1 MEtOA0S FENOLIPICOS ....cveneiiieiiiieieiisie ettt 24
3.4.2 MEt0U0S IMOIECUIAIES .......eevieiieiieie et 26
3.4.2.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento.............ccccveevenene 26
3.4.2.2 PCR associada Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP) .............. 27
3.4.2.3 Espectrometria de massas (MS) e matrix Associated Laser Desorption -
lonozation -Time of Flight (MALDI-TOF MS).....c.iiiiiiiiiii e, 28
3.5 Consideracdes sobre os Antiflngicos e Testes de Susceptibilidade..............cc.cccvruenen. 30
3.6 Plantas Medicinais - Caminho para NOVOS FAIMACOS ..........cceovrerierieenienieesese e 31
3.6.1 Vatairea QUIANENSIS .......ccuviiieiieieie ittt bbbttt b et 33
@ ] | I AV 4 1 SR 36
o €T - | OSSP 36
4.2 ESPECITICOS ...ttt ettt ettt bt e et 36
5 MATERIAL E METODOS........oiieiieeeeeeeeieestesisse e eeses s senessesasnes s sesensenensnesneneas 37
5.1 TIPO A8 ESTUO ...ttt bbbttt bbb 37
5.2 LOCAI 08 ESTUAOD ..ottt 37
5.3 ASPECLOS ELICOS ...ttt ettt en et n et en s 37
5.4 SUJEITOS O ESTUAOD ..ot et 37
5.5 Avaliagdo Clinica e Coleta dos ISOlad0S. ..........cccveiiiereiiiese s 38
5.6 Conservagado das Cepas 1S01adas. ........ccoieriiiriiieiieese s 39

5.7 MEL0UOS FENOTIPICOS .....c.viitiiiiiiietieiiei ettt bbbt se bbb 39



5.7.1 Aspectos Macromorfolégicos / Crescimento em Agar Sabourad (SB).................... 39

5.7.2 Aspectos MiCromOrfOIOQICOS ........cvruerieuiiiirieieiirie et 40
5.7.3 Crescimento em Meio CroMOGENICO .......ueiueeeeieiieieriesie e 40
5.7.4 Auxanograma (Assimilacdo de Carboidratos) .........ccccevvrierieieiiinsiene e 40
5.8 Identificacdo Taxondmica MOIECUIAN ...........c.ccoveiiieiieiieceee e 41
5.8. 1 EXIraC@o de DINA .....c.oi ettt 41
5.8.2 QuantificaClo dO DINA ........ooi o 42
5.8.3 AMPIITICACE0 POF PCR ... 43
5.8.4 Purificag8o da PCR POIr EXOSAP.........ccoiiiiiiiiiiese sttt 43
5.8.5 Sequenciamento e Analise MOIECUIAT ..ot 43
5.9 Método Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) ..ot 43
5.10 Anélise de variabilidade genética por AFLP (Amplified Fragment Length
POIYMOIPRISM) .. bbb 44
5.10.1 PreparaCao das amMOSIIAS........cc.ecveireerieiieieesieeieseesteeseesraesteeressaesseesaesnsesreesseensenns 45
5.10.2 Anélise do produto da AFLP...........ccciieiiiiecc e 49
5.11 ANALISE ESTALISTICA ... cuviveeisiiiiiiiieieie et 50
5.12 Avaliacdo bioldgica com extratos de Vatairea guianensisS.........cccccevverererereseseenenes 50
5.12.1 Coleta e obtencdo do material DOtANICO .........cccvvvieiieiiiie e 50
5.12.2 Preparacgdo do material vegetal e obtencdo dos extratos..........cccevveerverierverieennnnn 51
5.12.3 Ensaio das Atividades Antimicrobiana das Cepas de Candida sp............cccceenuee. 52
5.12.3.1 Teste de Sensibilidade. .........c.ooeiveireieie e 53
5.12.3.1.1 Prepar0 d0S CONIOIES.........ccuiiiiiiiieiieie sttt ettt et sae e 53

5.12.3.1.2 Determinag&o da Atividade Antimicrobiana- Ensaio em Placas de Microdiluicdo..53

5.12.3.2 TeSte A8 RESISIENCIA. .. .cveveiereriiriiiiesieiee sttt sttt sae et st be e eneenee e 55
5.12.3.2.1 Preparo dasS AMOSIIAS. .......cceieeiiieiieeteeresesteseesrestestesresrestaestesbesreeeestesrestesneeseesss 55
5.12.3.2.2 Preparo dd0S CONTIOIES. .......cuiiiiirieieisie sttt 56

5.12.3.2.3 Determinagéo da Atividade Antimicribiana- Ensaio em Placas de Microdilui¢do..56

6 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ooiiieeeesieeeeteeteeeseeese s sensessesaenassaesesses s senanes 57
6.1 Caracterizagdo das Amostras e Fatores de RISCO.........ccovvreiiiriiniieiie e 57
6.1.1 1S012A0S CHNICOS ...ttt 57
6.1.2 Perfil Sociodemografico das PaCIENES ..........ccceieiiieriiiniseeee e 58
6.1.3 Fatores de Risco para CVV em Pacientes Colonizadas por Candida spp. .............. 61

6.2 Identificacdo dos isolados clinicos do género Candida..........ccccceevereeieeiecieseere e 66



6.2.1 Identificacdo dos isolados clinicos do género Candida pelos métodos fenotipicos 66

6.4.2 ldentificacdo dos isolados clinicos por métodos moleculares............cccccvvereiencnns 69

6.5 Comparacao entre 0S Mé&todos DiagNOStICOS .........cveriererereieieeeeieiese e 70

6.6 C. haemulonii- primeiro isolamento no exsudato vaginal no Brasil.............ccccccoevvenee. 76

6.7 Variabilidade Genetica das espécies de Candida por AFLP (Amplified Fragment Length

(o] 1Y 1aToT o] 4T ES] 1) USSR 78
6.8 Perfil de Susceptibilidade e de Resisténcia dos isolados clinicos aos agentes

aNtifUNQgiCOS CONVENCIONAIS .......c.viuiitiieieitiite ettt ettt 81

6.9 Atividade antifangica de extratos brutos de Vaitarea guianensis ............cccccceevveresnenne. 83

7 CONCLUSAO. ...ttt 85

8 REFERENCIAS ..ottt 87

ANEXOS ..o 98



16

1 INTRODUCAO

A taxonomia de fungos com relevante importancia médica é uma area crescente de
pesquisa. Os fungos causam amplo espectro de doencas, originando desde infeccGes bem
limitada de pele e mucosas até o envolvimento sistémico e disseminado nos 6rgéos internos.
Constituindo uma situacao de grave problema de salde publica nas regides subdesenvolvidas e
extremamente preocupantes nos paises desenvolvidos, com mortalidade atribuida direta ou
indiretamente de 40 % a 60 %. A importancia das infecgdes por fungos, particularmente das
leveduras do género Candida, tém estimulado estudos voltados a compreensdo da
epidemiologia, genética, bioquimica e patogénese dessas doencas, em uma
interdisciplinaridade dos contetidos envolvendo esses micro-organismos (GARVEY et al,
2015; GIOLO et al., 2010).

Uma das manifestacGes clinicas mais prevalentes do género Candida é a vulvovaginite,
estima-se que 75 % das mulheres adultas apresentardo pelo menos um episddio de Candidiase
Vulvovaginal (CVV) em sua vida. Destas 40 a 55 % vivenciardo novos surtos e 5-8 % iréo
tornar-se recorrentes com resisténcia antifungica instalada (ZISOVA et.al., 2016). ACVV é a
principal queixa de Ambulatorio de Ginecologia, sendo o tipo mais comum de vaginite aguda
nos paises tropicais e nos Estados Unidos da América ocupa o segundo lugar, precedido apenas
pela Vaginose Bacteriana (GARVEY et. al., 2015). Numerosos estudos indicam que C. albicans
é 0 agente etioldgico mais frequente das vulvovaginites, respondendo por 85 a 95 % dos casos.
Entretanto, nos ultimos anos, tem-se observado um aumento na frequéncia de outras espécies
de Candida, principalmente C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr e C.
lusitaniae, indicando uma tendéncia de mudanca na etiologia da candidiase ap6s décadas de
predominio de C. albicans. Estas espécies sdo parte da microbiota vaginal, e estdo presentes em
20 a 80 % da populacdo adulta saudavel, somente como colonizadores, no entanto, em
condigdes apropriadas se multiplicam, expressam os fatores de viruléncia, e causam os sintomas
e sinais clinicos da CVV (FORNARI et al., 2016).

As mulheres no menacme sédo mais acometidas, e manifesta-se clinicamente por prurido
vulvar intenso, leucorréia grumosa, disuria, edema e hiperemia vulvovaginal. Ndo existem
manifestacdes clinicas patognomonicas de CVV por cada espécie, tornando-se importante
identificar o agente etiologico para o diagnostico diferencial inclusive de outras vaginites
infecciosas, portanto o diagndstico clinico ndo é conclusivo, tornando imprescindivel a
confirmacédo laboratorial (RODRIGUES et al, 2013). Para o diagnostico microbiologico das
Candida spp., os métodos de identificagdo convencional sdo bem conhecidos e utilizados ha

muitos anos, estdo amplamente otimizados e sdo considerados padrdo-ouro no diagndstico em
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Micologia, estes sdo baseados nas caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas desses micro-
organismos, como: exame a fresco, exame de cultura, testes de assimilacdo e fermentacédo de
carboidratos, teste de assimilacdo de fontes de nitrogénio, prova do tubo germinativo e a
utilizacdo de meios cromogénicos. Porém, devido &s limitacbes decorrentes das técnicas
convencionais, na Ultima década foram desenvolvidos varios métodos moleculares para a
identificacdo de Candida spp., esse avanco de estudos de taxonomia com métodos moleculares
possibilitou a descoberta de novas espécies causando infeccdo. A facilidade, rapidez,
versatilidade e sensibilidade da Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) a torna particularmente
importante para estudos genetico-moleculares, envolvendo grande nimero de individuos de
qualquer organismo vivo e um dos aspectos mais fundamentais da revolucéo causada pela PCR
¢ a possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do genoma.
Assim temos na atualidade inumeras metodologias com modificacdo desta técnica que tem sido
considerada uma poderosa ferramenta para identificagdo taxondmica (SILVA, 2013).

Atualmente uma nova metodologia utilizada é a analise de macromoléculas por
Espectrometria de Massa por Tempo de VVoo- lonizacdo/Dessorcao a Laser Assistida por Matriz
(MALDI-TOF), é uma técnica fisico-quimica, que possibilita o diagnéstico microbiolédgico de
forma rapida, eficaz e precisa. Com essa técnica, um micro organismo desconhecido pode ser
identificado por comparacédo de seu espectro de massa ribossomais com um banco de dados de
espectros de referéncia, mas recentemente tem sido usado para detectar e identificar leveduras,
pois é capaz de discriminar espécies estreitamente relacionadas de forma automatizada com
baixo custo e em tempo minimo (COSTA, 2015).

A terapéutica da CVV é limitada aos derivados azdlicos de uso oral (fluconazol e
itraconazol) e de uso tdpico ou intravaginal (clotrimazol, econazol, fenticonazol, miconazol e
sertaconazol) e poliénicos (nistatina e anfotericina B). No entanto, uma grande parcela de
mulheres ndo responde ao tratamento inicial e 0s casos de recidivas sdo comuns, uma vez que
estas necessitam de concentragdes maiores ou de novos antiflngicos para serem inibidas
(MAHMOUDI et al., 2012). O uso indiscriminado e crescente desses antifungicos na profilaxia
dessas infecgdes, bem como o uso dos mesmos em doses inadequadas muitas vezes resulta em
selecdo de cepas, representando fatores importantes relacionados a ocorréncia de casos
resistentes ao tratamento (RODRIGUES et al., 2013; PANIZZO, 2009). Mahmoudi et al (2012)
relatam que o perfil de suscetibilidade das espécies de Candida aos antifungicos €é diverso nas
variadas populagdes, o que torna primordial a identificagdo da espécie antes de instituir o
tratamento. Assim como a determinacdo da atividade dos antifangicos in vitro possibilita

realizar uma correlacdo com a resposta clinica, sendo possivel desta forma, monitorar a
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resisténcia aos antifungicos no curso do tratamento clinico e determinar as espécies que
apresentam mais comumente resisténcia (PANI1ZZO, 2009).

Por conta deste cenario que vem se desenhando € importante que a ciéncia traga novas
informagdes sobre a dindmica dessas infeccbes, o perfil epidemioldgico local, bem como sobre
a descoberta de novos farmacos antifingicos, onde uma fonte promissora séo as plantas
medicinais. Nos ultimos anos, no Brasil, pesquisas com plantas medicinais envolvendo diversas
areas como a fitoquimica, a etnobotanica, a etnofarmacologia e a farmacologia, tém sido
realizadas de forma bastante intensa, apresentando contribuicdes relevantes no que diz respeito
aos aspectos relacionados ao isolamento de principios ativos e principalmente a atividade
bioldgica de plantas que ocorrem nos diferentes biomas brasileiros (LAMARAO SILVA,
2011). Contudo, pesquisas regionais sao necessarias nao s para a descoberta de novos agentes
terapéuticos, uma vez que a Amazonia é detentora de uma imensa biodiversidade sendo que a
maior parte encontra-se ainda sem o devido estudo, um exemplo é a Vatairea guianensis,
espécie botanica nativa da Amazonia, cuja semente € utilizada popularmente contra diversos
tipos de infec¢bes fangicas como as micoses superficiais e sob a forma de tintura, ha também
relato do uso em duchas vaginais no caso de corrimento vaginal porém sem comprovacdes
cientificas, sendo poucas as referéncias na literatura sobre sua atividade biol6gica (OTOBELLI
et al, 2011). Nao foi encontrado registros sobre sua acdo em isolados clinicos de Candida spp.

Portanto, esta pesquisa se propds a estudar a acdo antifungica da espécie V. guianensis
em cepas de Candida, que colonizam a mucosa genital feminina, identificadas atraves da
taxonomia classica e por metodos moleculares como o MALDI-TOF, multiplex PCR e a
molecular, avaliando tambem a variabilidade genetica atraves do AFLP. Desta forma, pretende-
se contribuir com o conhecimento da dindmica dessa infec¢do a partir da colonizacdo do trato
genital, bem como com um possivel desenvolvimento futuro de nova droga para o tratamento

e manejo clinico dessa patologia, baseado nos conhecimentos tradicionais.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil a incidéncia da CVV, em mulheres no periodo da vida reprodutiva, varia de
25 a 42 % dependendo da localizag&o geogréfica. Em mulheres sintométicas foi observada uma
incidéncia de 35,5 % e estudos apontam que 20 a 25% das mulheres adultas apresentam
colonizacdo assintomatica e 75 % delas, em algum momento, apresentardo algum episodio de
infeccdo clinica em suas vidas (PEIXOTO et al, 2014).

As leveduras do género Candida fazem parte da microbiota humana normal, podendo
ser encontradas na pele e nas mucosas bucal, do trato gastrintestinal e do trato urogenital desde
0 nascimento. O status imunolégico do hospedeiro € o principal fator que determina 0 momento
em que estas leveduras deixam de ser comensais e passem a ser patogénicas, invadindo os
tecidos e causando infeccédo, contudo as espécies de Candida parecem estar relacionadas com
uma maior dificuldade terapéutica e ocorréncia de recorréncias (CAMARGO et al, 2008).

Dessa forma, a identificacdo da espécie como rotina de laboratério é essencial para o
entendimento da patogénese e para um maior conhecimento sobre a forma de contaminacéo,
reservatorios de infeccdo e de reinfecgdo em diversos sitios como vulva e vagina. Além disso,
as espécies de Candida apresentam sensibilidade variada aos atuais e novos antifingicos em
desenvolvimento, devido a esse fato, a identificacdo do agente é importante para o planejamento
terapéutico e estudos epidemiologicos (RITCHER et al, 2005).

Assim, por acometer milhdes de mulheres anualmente, determinando grande
desconforto, interferindo nas relagdes sexuais, afetivas e prejudicando o desempenho laboral, a
CVV tem sido considerada um importante problema de satde pablica mundial. N&o obstante a
magnitude do problema, o nimero de informac6es na literatura sobre colonizacao/infeccao por
leveduras € insatisfatério e tem recebido pouca atencdo das autoridades sanitarias embora
diversos dados epidemiol6gicos, microbiol6gicos e quanto & resisténcia as drogas antiflngicas
cada vez mais observada na pratica clinica permanecam controversos. Portanto por este
contexto atual, o presente estudo foi desenvolvido a partir de isolados de Candida spp. do fluido
vaginal objetivando realizar a taxonomia polifasica e os testes de susceptibilidade a antifungicos

e aos extratos obtidos das sementes de V. guianensis.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Candida spp.

Os fungos leveduriformes (unicelulares) do género Candida podem ser encontrados em
variados ecossistemas, como solo, alimentos e agua, assim como também fazem parte da
microbiota de homens e animais. Do ponto de vista taxonémico, 314 espécies de Candida sao
pertencentes ao Reino Fungi, grupo Eumycota, filo Deuteromycota, classe Blastomycetes e
Familia Criptococcacea, embora algumas espécies estejam agrupadas na subdiviséo
Ascomycotina. A C. albicans é a mais frequentemente isolada em humanos sadios, sendo
considerada a principal espécie patogénica oportunista; entretanto, nas Gltimas décadas, tem
sido observado um significativo aumento de outras espécies, conhecidas como ndo-albicans,
implicadas tanto na colonizagdo como em processos infecciosos humanos, como: C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. kefyr, C. norvegensis, C. rugosa, C. guilliermondii,
C. lusitaniae, C. ciferrii e C. haemulonii. (GIOLO et al, 2009).

As leveduras do género Candida sdo micro-organismos eucarioticos, possuem parede
celular rigida composta basicamente por quitina que ndo permite a realizacdo da
fagocitose.Degradam proteinas e carboidratos para a obtencdo de carbono e nitrogénio,
elementos essenciais para o0 seu desenvolvimento. Devido a sua capacidade adaptativa, as
leveduras podem se desenvolver tanto na presenca de oxigénio quanto em anaerobiose. Na
maioria das vezes se reproduzem de maneira assexuada, por brotamento dos conidios,
entretanto, algumas espécies se multiplicam sexuadamente pela fusao de nucleos e producéo de
artrosporos e basidiosporos (FORBES et al, 2002; PEIXOTO et al, 2014).

Quanto aos aspectos microbiolégicos este género cresce em meio de cultura &gar
Sabouraud, na temperatura de 20 °C a 38 °C, em pH &cido com a faixa ideal entre 2,5 a 7,5;
com caracteristicas das coldnias de aspecto liso ou rugoso, cremosas, Umidas e de coloragédo
branco-amarelada. Microscopicamente apresentam o formato esférico, ovoide ou alongado e
medem de 3 a 5 pum de diametro.

E um organismo dimorfico, pois se apresenta sob a forma leveduriforme (blastoconidios)
no estado saprofitico e na forma filamentosa (pseudo-hifas) nos processos patogénicos.
Contudo, é considerado por alguns autores como um fungo pleomorfico por se apresentar
também na forma de clamidosporos (esporos de resisténcia, arredondados com parede celular
espessa) que crescem sob condigdes subotimas, como em meios de cultura pobres, com baixo
teor de glicose ou baixa tenséo de oxigénio, (ALVARES et al, 2007; CAVALCANTE et al,
2005).
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Em seres humanos, a Candida sp. esta presente em uma coexisténcia nao nociva, como
comensal ou saproéfita. No entanto, em situacdes que normalmente levam a ruptura do equilibrio
biolégico pode haver um aumento na multiplicacdo das leveduras que passam a invadir 0s
tecidos ocasionando infecgdes ou doencas denominadas candidiases ou candidoses
(MAHMOUDI et al., 2012). As manifestagdes clinicas causadas pela Candida sdo diversas, que
podem variar desde uma infeccdo localizada até uma doenca disseminada e potencialmente
fatal, sendo classificadas, de acordo com a localizacdo da infec¢do em cuténea, mucocutanea e
sistémica (PEIXOTO et al, 2014).

3.2 Colonizacdo do Trato Genital pela Candida sp. e Fatores Predisponentes ao
Desenvolvimento da Infec¢cdo por Candida sp.

A presenca de Candida spp. na mucosa vaginal na auséncia de sinais e sintomas de
doenca indica que ha colonizacdo assintomatica. Estudos indicam que cerca de 20 a 30 % das
mulheres saudaveis sdo portadoras assintomaticas de leveduras (ACHKAR & FRIES, 2010;
GUZEL et al, 2011). Essa colonizacdo pode ocorrer a partir de varias fontes, como por
propagacdo local do perineo, introdugdo digital e por via sexual; contudo, a principal fonte de
leveduras vaginais € o trato gastrointestinal, onde, através de um processo chamado transmissdo
enddgena sdo veiculadas para a vagina por auto-inoculacdo, adaptando-se e passando a se
desenvolver no ambiente vaginal. Através da acdo de enzimas como proteases e hidrolases, as
leveduras que chegam a vagina penetram no seu epitélio superficial, ali permanecendo
albergadas e podendo causar distdrbios imediatos ou constituir reservatério para infeccdes ou
reinfeccdes posteriores (BARBEDO & SGARBI, 2010).

White et al (2007) sugerem que durante a colonizacao a populacdo de micro-organismos
resulta de um equilibrio entre sistema imune do hospedeiro e a capacidade dos micro-
organismos em se multiplicarem. Um fator importante na manutencgéo do equilibrio da resposta
inflamatoria sdo  os receptores “toll-likes”, proteinas transmembrénicas com fungéo
imunoldgica, envolvidas no reconhecimento de patdgenos microbianos e geracdo de sinais para
a producdo de outras proteinas e de citocinas pro-inflamatorias. A microbiota normal pode
estimular esses receptores e essas interagcbes sdo importantes para a regulacdo da resposta
inflamatdria. O outro fator relacionado as leveduras envolve a capacidade das mesmas em
controlar o crescimento de sua populagdo através da expressao de reguladores que parecem ser
fatores que podem auxiliar na manutencdo do equilibrio entre a colonizacdo e o
desenvolvimento da doenga (MOREIRA, 2012).
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A relacdo de equilibrio entre Candida spp. e o hospedeiro é propiciada pela manutencédo
da integridade das barreiras teciduais, pela relacdo harmdnica entre a microbiota autoctone e o
funcionamento adequado do sistema imunologico humano. Em contrapartida, o fungo, por sua
parte, expressa de forma equilibrada a sua capacidade de aderéncia e de producdo de enzimas e
toxinas. Os micro-organismos expressam mecanismos que permitem a colonizagao ou infecgéo
no hospedeiro e neste contexto, muitos patégenos incluindo Candida, expressam uma série de
estratégias especificas para se estabelecer, colonizar, causar a doenca e superar as defesas de
hospedeiros susceptiveis (SANTANA et al, 2013).

Vérias sdo as situagdes que levam a ruptura desse equilibrio biolégico e predispdem a
infeccdo, como: fatores genéticos, alteracdes fisioldgicas (pH) e mecanicas locais (ex. traumas
e anomalias), presenca de patologias associadas (ex. diabetes mellitus, neutropenia por
leucemia ou doenca granulomatosa crénica), uso de medicamentos (ex. antibidticos,
contraceptivos) e, principalmente, frente a deficiéncia imunoldgica, seja hereditaria (ex.
agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X), infecciosa (HIV) ou iatrogénica (ex. uso de
corticosteroides, imunoterapicos). Nessas situacdes pode haver um aumento na multiplicacdo
das leveduras que passam a invadir os tecidos ocasionando infec¢des ou doencgas denominadas
candidiases ou candidoses (MAHMOUDI et al, 2012).

Com relacdo ao fator genético estudos sobre os polimorfismos in vitro, envolvendo a
ligacdo da lectina a manose e, consequentemente, alterando a via da lectina na ativacdo do
sistema complemento e a inducdo de vaginite em camundongas sugere que alguns individuos
podem ter uma susceptibilidade genética para esta doenca (SOBEL, 2010).

Outro fator importante € o aumento dos niveis de glicogénio que constitui 0 substrato
nutricional dos fungos, favorecendo a invésdo flngica da mucosa vaginal, que pode ocorrer
frente ao diabetes mellitus ndo controlado e a situacdes de hiperestrogenismo como gravidez,
uso de contraceptivos orais de altas doses, terapia de reposi¢cao hormonal, assim como os ciclos
menstruais regulares com picos hormonais certos de FSH, LH, estradiol e progesterona. Assim
como foi observado que condi¢bes que levam a niveis baixos de estradiol, como lactacdo ou
uso de progestogénios orais e, sobretudo, injetaveis, ocorre certa protecdo contra episédios de
CVV. Quanto ao uso de antibioticos, sisttmicos ou tdpicos, 0 mecanismo pelo qual favorece o
desenvolvimento da infeccdo por leveduras comensais parece estar associado ao desequilibrio
da microbiota bacteriana vaginal, com a dimunuicdo particularmente dos bacilos de Doderlein,
diminuindo a competicao por nutrientes (ALVARES, 2013).

Outros fatores especulados s@o o0s habitos higiénicos inadequados, sobretudo a

realizacdo da limpeza anal no sentido do anus para a vagina, a presenca de residuos de fezes
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nas roupas intimas e o uso de roupas intimas justas e/ou sintéticas com pouca aera¢ao e aumento

da umidade local predispondo a colonizagdo ou infec¢do no hospedeiro (ALVARES, 2013).

3.3 Candidiase Vulvovaginal (CVV)

A CVV é umainfeccdo de vulva e vagina, causada por leveduras comensais que habitam
a mucosa vaginal, descrita pela primeira vez em 1949 por Wilkinson que estabeleceu uma
relacdo entre a existéncia de fungos na vagina e o aparecimento de vaginite. E um dos
diagndsticos mais frequentes em ginecologia, sendo o tipo mais comum de vaginite aguda nos
paises tropicais; nos EUA ocupa o segundo lugar, precedido apenas pela vaginose bacteriana.
A incidéncia de CVV varia de aproximadamente 25 % na populacdo feminina em geral a 42 %
entre mulheres adolescentes. Em um estudo comparativo, foi observada uma incidéncia de 35,5
% para as mulheres sintomaticas e de 15 % para as assintomaticas de um grupo controle.
Estudos apontam que 20 a 25 % das mulheres adultas apresentam colonizag&o assintomaética e
75 % delas, em algum momento, apresentam algum episddio de infecgdo clinica em suas vidas,
com a prevaléncia de Candida albicans de 70 a 90% (ALVARES et al, 2007; GIOLO et al,
2010).

Essa infeccdo caracteriza-se por prurido, ardor, dispareunia e pela eliminacdo de um
corrimento vaginal em grumos, semelhante a nata de leite. Com frequéncia, a vulva e a vagina
encontram-se edemaciadas e hiperemiadas, algumas vezes acompanhadas de ardor ao urinar e
sensacdo de queimadura. As lesdes podem-se estender por perineo, regido perianal e inguinal.
O corrimento, que geralmente é branco e espesso, € inodoro e, quando depositado nas vestes a
seco, tem aspecto farinaceo. Em casos tipicos, nas paredes vaginais e no colo uterino aparecem
pequenos pontos branco-amarelados. Os sintomas se intensificam no periodo pré-menstrual,
quando a acidez vaginal aumenta (HOLANDA et al, 2007).

Apesar de C. albicans, ser a espécie mais frequentemente associada a candidiases, tem-
se identificado outras espécies de Candida, principalmente de C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis e C. parapsilosis como agentes etioldgicos de candidiases (PANIZO et al, 2009).
Mais especificamente os casos de infeccOes provocadas por C. glabrata tem aumentado
significativamente, sendo importante causa de CVV nas ultimas duas décadas, com patogenia
semelhante a C. albicans pois também faz parte da microbiota normal de individuos saudaveis
(BARBEDO & SGARBI, 2010).

A ocorréncia de episddios recorrentes de CVV tem sido observada com frequéncia,

chegando a ser observado que proximadamente 5% das mulheres chegam a apresentar trés ou
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mais episoddios no periodo de 12 meses, um quadro denominado Candidiase Vulvovaginal
Recorrente (CVVR). Isso se da quando o fungo ndo é completamente eliminado da vagina,
permanecendo em baixas concentracdes, estando, sua ocorréncia relacionada mais a fatores
inerentes ao hospedeiro (imunoldgicos ou ndo) do que a viruléncia do fungo, pois, da mesma
forma, ndo tem sido observada elevagdo na resisténcia de espécies de Candida na maioria
desses casos, embora mulheres com recorréncia tém uma prevaléncia discretamente mais
elevada de C. glabrata, menos sensivel as drogas imidazdlicas, comumente utilizadas no
tratamento das candidiases vulvovaginais em geral. Contudo, mulheres que desenvolvem
CVVR sem condigOes predisponentes aparentes tem tornado sua patogénese objeto constante
de estudos (HOLANDA et al, 2007; ALVARES et al, 2007).

3.4 Diagnostico Laboratorial

Para o diagnostico laboratorial de CVV na pratica médica o exame colpocitologico pode
servir para um simples rastreamento propedéutico dos corrimentos vaginais, no entanto, a
identificacdo microbiologica de fungos patogénicos é realizada classicamente pelo meio de
cultura e identificacdo das espécies por métodos fenotipicos que exploram as diferencas
metabdlicas existente nas mesmas. Esses exames deixam a desejar nos casos complicados que
exigem a instituicdo de uma terapia rapida e bem direcionada que é o caso das complicacGes
como recorréncias, infec¢des invasivas e/ou nos casos de resisténcia medicamentosa, tornando
imperativo 0 uso de metodologias mais rapidas e eficazes para definicdo das diferentes
espécies, como no caso dos métodos moleculares, técnicas bastante utilizadas também em

trabalhos de pesquisa.

3.4.1 Métodos Fenotipicos

Os métodos fenotipicos utilizados para caracterizacdo de leveduras sdo aqueles que
analisam a morfologia das estruturas microscépicas, o perfil bioquimico, a atividade enzimatica
e capacidade de assimilacédo e fermentagéo de substratos das mesmas de forma a definir o seu
comportamento em diferentes condigdes e assim possibilitar a identificacdo da espécie.

Sao métodos convencionais, tambem chamados de classicos, considerados standart no

diagndstico em micologia e utilizados na rotina de identificacdo de isolados de espécies de
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Candida. O nivel de identificagdo requerido e recursos disponiveis é que vao determinar o
método a ser utilizado (CORREA et al, 2009).

O exame direto do material clinico € uma técnica simples, de baixo custo, rapida,
sensivel, eficaz e reprodutivel, que permite a visualizacao do fungo e sua identificacdo imediata.
O material coletado é colocado em uma lamina de vidro e em seguida, € adicionado o hidréxido
de potassio (KOH) a 10-20% ou soro fisiolégico 0,9 %, coberto com laminula e levado ao
microsco

pio para visualizagdo. Apesar da simplicidade da técnica e leitura, o que inviabiliza no
cotidiano clinico é a falta de um microscopio no consultério de ginecologia.

Em relacdo ao cultivo, o meio de cultura mais utilizado para isolamento de Candida, é
o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) suplementado com cloranfenicol para evitar
o0 crescimento de bactérias, contudo a morfologia da colénia ndo possibilita identificar a espécie
de Candida (KONEMAN, 2001).

A prova do microcultivo é uma forma de identificacdo que consiste em semear as
leveduras em meio agar-fuba acrescido de Tween 80 e manter a ld&mina em baixa tensdo de
oxigénio, pois nesta condicdo as leveduras apresentam a capacidade de produzir conidios e
filamentacdo. A espécie € sugerida através da observagdo da presenca e disposicdo ou arranjo
dos blastoconideos (ocorrendo em grupos ou cachos, no inicio ou ao longo das pseudo-hifas,
isoladas ou aos pares, nos pontos de constricdio ou irregularmente distribuidos nos
pseudomicélios) e pseudo-hifas. A formacdo de clamidoconideos redondos é indicativo da
espécie C. albicans (FERREIRA & AVILA, 2001).

Os meios cromogénicos sdo meios de cultura que contém compostos especificos ou
substratos cromdgenos que sdo transformados pelas enzimas das leveduras produzindo
pigmentos especificos para cada espécie através de indicadores de pH e fermentacao. Além da
coloracdo, a morfologia das colénias também ajuda na diferenciacdo entre as espécies. A
utilizacdo deste meio facilita a deteccdo e a identificacdo dessas leveduras possibilitando
resultados presuntivos em menor tempo que os obtidos pelos métodos ja padronizados de
cultura (ARAUJO et al., 2005).

O Auxanograma avalia a atividade bioguimica do fungo, é uma prova de assimilagéo de
carbono e/ou nitrogénio. Uma suspensdo da levedura diluida em solucdo salina a 0,9 % ¢
inoculada em placa com meio de cultivo isento de carbono e apos solidificagdo sdo adicionados
carboidratos ou aclcares (dextrose, maltose, galactose, lactose, sacarose, rafinose, xinose,
inositol, melbiose, trealose e celobiose) e fontes nitrogenadas (peptona e KNO3) sobre o cultivo
e observado a utilizagéo destes como fonte de carbono e nitrogénio. A positividade caracteriza-
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se pela formacdo de um halo ao redor do agucar, desenvolvido pela assimilacdo especifica de
cada levedura confirmando assim a espécie (KONEMAN, 2001).

3.4.2 Métodos Moleculares

3.4.2.1 Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento

A tecnologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) consiste na amplificacdo e
multiplicacdo de um segmento especifico de DNA com rapidez e precisdo. A capacidade de
sequenciar os acidos nucleicos proporcionou um grande avanco por ter possibilitado a
ampliacdo do conhecimento da estrutura priméaria dos genes e auxiliado na inferéncia da funcéo
das sequéncias ja conhecidas (ALVES et al, 2010; CAMARGO et al, 2011).

Atualmente existem bancos de sequéncias genémicas de dominio publico que
possibilitam um avanco na andlise dos resultados. No entanto, de acordo com Moreira (2012),
nem todas as identificacGes desses bancos séo altamente confidveis, uma vez que pode haver
pequenas alteracdes na sequéncia de nucleotideos, o banco de dados pode “entender” que ha
uma espécie ndo conhecida, que na verdade é um erro de interpretacdo ocasionada pelo autor,
ou podem haver sequéncias que ndo foram depositadas no banco, gerando alguns erros de
identificacdo. Dentre esses bancos, 0 mais popular é o Gen Bank, do National Center for
Biotechnology Information — NCBI (MOREIRA, 2012).

A maior parte do genoma haploide de Candida sp. consiste em DNA mitocondrial e
DNA ribossomico (DNAr). No DNAr existem trés regides codificadoras relativamente
conservadas que incluem as regides 18S, 5.8S que € uma sequéncia altamente conservada e a
regido 28S. Entre a regido 5.8S e a regido 28S existem regiGes de sequéncias variaveis
denominadas de regides Espacgadores Internos Transcritos, ou em inglés Internal Transcribed
Spaces, a ITS 1 e ITS2 sé&o regides que permaneceram conservadas ao longo da evolugéo
(Figura 1). A regido ITS1 apresenta rapida evolucéo e a regido 1TS2 apresenta uma evolucéo
moderadamente rapida, demostrando baixo polimorfismo intraespecifico e alto polimorfismo
interespecifico (MOREIRA, 2007). Outra abordagem no DNAr é o dominio D1 e D2 da
subunidade 26S para identificacdo de leveduras. Com isso varios estudos estdo utilizando o
sequenciamento direto das regides ITS e D1/D2 para a identificacdo de leveduras em género e
especie, verificar se ha alteracGes entre as espécies e ainda se, as espécies estdo inter-
relacionadas (LIGOURI et al, 2010).
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Figura 1 - Estrutura do DNA ribossémico, com os fragmentos Internal Transcribed Spaces, a ITS 1 e ITS2. A
amplificacdo destas zonas do DNAr utilizando os iniciadores ITS-1 e ITS-4 e posterior sequenciamento dos
fragmentos amplificados, permite diferenciar a maioria das espécies fungicas (PEMAN et al., 2001).

Assim, mesmo que estas técnicas moleculares sejam altamente sensiveis e especificas,
sua aplicabilidade limitada tem sido a necessidade de equipamento caro, ndo prontamente

acessivel para muitos laboratorios de diagndstico.

3.4.2.2 PCR associada a Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

O AFLP é uma técnica para o DNA "fingerprinting", baseia-se na detec¢do de
fragmentos de restricdo genémica por amplificacdo por PCR e pode ser usada para DNA de
qualquer origem ou complexidade. As impressdes digitais sdo produzidas sem o conhecimento
prévio de sequéncia usando um conjunto limitado de primers genéricos.

Os marcadores gerados pela técnica de AFLP associam o polimorfismo gerado por
enzimas de restricdo com a capacidade de deteccdo da técnica de PCR. Nesta técnica, 0 DNA
total estudado é clivado por enzimas de restricdo. Pequenas sequéncias de DNA (adaptadores)
sdo acopladas as extremidades desses fragmentos de restri¢do, as quais se anelardo com primers
especificos, durante a PCR. Os fragmentos amplificados séo, entéo, separados por eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante.

A técnica de AFLP apresenta vantagens, tais como a deteccdo de grande numero de
bandas informativas por reacdo, com ampla cobertura do genoma e consideravel
reprodutibilidade. O polimorfismo gerado por AFLP pode ser usado para estudar parentesco e
a diversidade genética dentro e entre populagdes, para desenvolver marcadores moleculares e

para 0 mapeamento de genes de interesse (VOS et al, 1995).
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3.4.2.3 Espectrometria de massas (MS) e Matrix Associated Laser Desorption-lonization
— Time of Flight (MALDI-TOF MS)

Em inglés, MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of
Flight) é uma técnica que aplica a espectrometria de massa para analisar o contetdo proteico
especifico de cada espécie de microrganismo.

Nesta técnica o material biolégico (col6nia) é colocado em uma placa com um acido
organico (matriz polimérica) para ser irradiado com um laser de radiacdo ultravioleta (UV), que
resulta em vaporizagdo da amostra e ionizacdo de moléculas que sdo aspiradas num tubo de
vacuo e levadas a um detector. De acordo com a molécula, o tempo de chegada ao detector
(time of flight) é diferente. Entéao, é gerado um grafico com a representacdo do perfil do espectro
de massa dos ions que € especifico para cada espécie de microrganismo (Figura 2). Esse perfil
é comparado com um Banco de Dados de Espectros de Referéncia (BDER) e combinado a
espectros idénticos ou ao espectro mais relacionado possibilitando a identificacdo do micro-
organismo contido na amostra, tudo em um tempo que pode variar de 5 a 15 minutos (CLARK
etal, 2013; DINGLE & BUTLER-WU, 2013; POSTERARO et al.; 2013).
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Figura 2 - Modelo esquematico de funcionamento do MALDI-TOF (COSTA, 2015)

Com o aumento do uso da técnica de MALDI-TOF, os bancos de dados protedbmicos
ficam cada vez mais completos, possibitando uma melhor identificagdo dos micro-organismos,
porém com a desvantagem desses bancos ndo serem publicos como os de acidos nucleicos.

Segundo Patel (2013), a utilidade dessa técnica para determinar a suscetibilidade de fungos

patogénicos a agentes antifungicos ainda ndo foi completamente avaliada.
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3.5 Consideracdes sobre 0s Antifangicos e Testes de Susceptibilidade

O achado ocasional de Candida sp. em exame colpocitologico de rotina por exemplo,
pode induzir o clinico a instituir terapéutica, contudo ha controvérsias sobre o tratamento de
mulheres colonizadas assintomaticas, pois segundo Sobel (2007), as leveduras poderiam estar
em equilibrio com os demais micro-organismos presentes na microbiota vaginal e, ao iniciar
um antifangico tal equilibrio seria rompido. Por outro lado, a presenca de Candida sp. na
mucosa vaginal pode ser precursora do desenvolvimento da infeccdo sintomaética frente a
qualquer fator de risco associado. A opcao pelo tratamento e a escolha da melhor droga, duragéo
e a via de uso deve levar em consideracao a sintomatologia de infec¢do vulvovaginal, além da
historia ginecologica individual e o histérico de infeccBes passadas (MOREIRA, 2012).

O principal e maior grupo de antifingicos comercialmente disponiveis até o presente
sdo os az6is que atuam inibindo diversas enzimas envolvidas na sintese do ergosterol,
componente da membrana celular dos fungos. Os primeiros compostos a aparecerem foram os
imidazois (cetoconazol, clotrimazol e miconazol), seguidos dos triazois de primeira geracao,
fluconazol e itraconazol e, mais recentemente, a segunda geracgdo de triazdis, o voriconazol e o
posaconazol, cada um mais efetivo e com espectro de acdo mais amplo que seu antecessor
(ZINIT, 2013).

O principal alvo deles é a enzima 1,4-a-desmetilase do citocromo P-450 (Ergl1lp), que
é codificada pelo gene ERG11 e esta envolvida na conversdo de lanosterol em ergosterol.
Atuando como inibidor competitivo do substrato leva ao esgotamento do ergosterol e ao
acumulo de esterois precursores, incluindo os esterois 1,4-a-metilados. Assim resultando em
alteracdes da estrutura e da funcdo membrana plasmatica do fungo (PFALLER, 2012).

Tanto o fluconazol, como o voriconazol, apresentam boa biodisponibilidade via oral e
possuem baixa incidéncia de efeitos adversos, sendo o primeiro, o principal antifungico
utilizado de forma oral no tratamento da CVVV; é um composto metabolicamente estavel, soltvel
em agua, com fraca ligacdo as proteinas plasmaticas (ALVES et al, 2010).

A sensibilidade as drogas antifungicas varia entre as diferentes espécies de Candida, de
forma que tanto a C. glabrata como a C. krusei apresentam menor susceptibilidade ao
fluconazol, contudo tem-se observado uma alteragdo do perfil das leveduras em relagdo a
colonizagdo e a infeccdo, com diminuicdo de C. albicans, em geral mais sensivel aos
antifngicos e aumento de C. glabrata e C. krusei, o que tem tornado mais dificil o controle da

infeccdo. Um dos fatores para essa inversdo na ocorréncia das espécies de Candida € 0 uso
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profilatico de antifangicos, principalmente o fluconazol, em hospitais, nos pacientes com maior
risco de desenvolver infeccBes fungicas invasivas (BARBEDO & SGARBI, 2010).

Embora a resisténcia in vitro aos antifungicos ainda seja muito baixa como em
pouquissimos casos, com todo o exposto, a identificacdo da espécie de Candida juntamente
com o teste de suscetibilidade aos antifungicos e a determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) dos mesmos é importante, ndo s6 para que o tratamento seja conduzido de
maneira segura, correta e eficaz, principalmente nos casos complicados e recorrentes de CVV,
como para evitar o aparecimento de cepas resistentes (ZINIT, 2013).

O método mundialmente reconhecido como de referéncia para antifungigrama foi
padronizado e recomendado pelo Clinical and Laboratory Standadards Institute — CLSI
(anteriormente National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS). Em 1992,
esse comité propbs um método de referéncia (documento M27-P) para a avaliacdo da
susceptibilidade aos antifingicos em Candida sp. e Cryptococcus neoformans variedade
neoformans. O método aprovado (documento M27- A) foi publicado em 1997 e versbes
atualizadas (documentos M27-A2, - A3, M27-S2, -S3) foram apresentadas entre 0s anos de
2002 a 2008. Esses métodos descrevem técnicas de macro e microdiluigdo (CLSI, 2008).

A metodologia, cujo principio é o de diluicdo em caldo, também esta baseada no célculo
da concentracao inibitéria minima (CIM) estimado pela determinacéo do percentual de inibicédo
em relacdo a um controle de crescimento, apresenta boa reprodutibilidade, porém, além de ser
muito trabalhosa, exige grande habilidade do manipulador devido aos detalhes técnicos e
dificuldade de leitura, sendo, portanto, de dificil aplicacdo rotineira na maioria dos laboratérios
(CLSI, 2008).

Alternativamente tem sido sugerido o teste de difusdo em disco por ser mais facil e
barato. O critério de leitura e a medida das zonas de inibi¢do do crescimento das leveduras se
da da mesma maneira como € feito para bactérias. Por ndo utilizar varia¢cbes de concentracao
de antifingicos, esse método nao define ponto de corte e 0s micro-organismos sdo classificados

como sensiveis, dose-dependentes e resistentes (POZZATI, 2007).

3.6 Plantas Medicinais - Caminho para Novos Farmacos

Historicamente os produtos naturais, em especial as plantas sdo importante fonte para a
descoberta de substancias quimicas utéis na sintese de drogas para uso medicinal, muitas vezes

com melhor relagdo custo/beneficio e mais eficientes que as sintetizadas, com agdo biologica
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eficaz, baixa toxicidade e efeitos colaterais (FUZER & SOUZA, 2003; SILVA et al, 2012;
RODRIGO & LIMA, 2014).

As plantas produzem substancias bioldgicas ou componentes organicos que sdo 0s
metabdlitos primarios, essenciais para o seu crescimento e manutenc¢édo da vida, quais sejam 0s
amino&cidos, monossacarideos, acidos carboxilicos, dentre outros e os metabdlitos secundarios
que sdo produtos do metabolismo resultante de mecanismos de adaptacdo desenvolvidos em
seu ciclo evolutivo, onde se inclui uma diversidade de substancias bioativas de importancia
relevante nos mecanismos de defesa das plantas contra o ataque de seus predadores.

O interesse médico-cientifico nos metabolitos ou produtos secundérios é grande pois a
idéia de que a funcdo protetora, objeto de seu desenvolvimento, a planta possa ser exercida
também nos seres humanos como por exemplo a toxicidade contra os micro-organismos. Dessa
forma, € incessante a busca por novos medicamentos oriundos de plantas que apresentem baixos
ou nenhum efeito toxico (RODRIGUES & LIMA, 2014).

Embora a flora brasileira possua enorme variedade de espécies, principalmente na
floresta Amazonica, muitas delas ja utilizadas pela populacdo para fins medicinais, ainda séo
escassos 0s estudos cientificos acerca do assunto. No entanto, é prioritaria a necessidade de se
buscar novos agentes antimicrobianos capazes de tratar e combater a resisténcia dos micro-
organismos patogénicos existentes e que possam surgir frente ao uso indiscriminado dos atuais
antimicrobianos (LIMA, 2001).

Assim, a exploracdo dos recursos vegetais pode levar a identificacdo de metabdlitos
secundarios valiosos que podem servir como drogas ou conduzir ao desenvolvimento de novas
substancias terapéuticas (SILVA et al, 2012).

O conhecimento popular sobre plantas medicinais, tanto em regides pequenas e pobres
guanto em grandes cidades brasileiras, representa, na maioria das vezes, 0 Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Nesse contexto, as plantas medicinais
comercializadas ou dispensadas sdo facilmente acessiveis em feiras livres, mercados publicos
e também em quintais residenciais (SILVA, 2011).

O estudo de plantas orientado pela medicina popular constitui-se um dos caminhos mais
utilizados na descoberta de novos agentes terapéuticos, considerando a detec¢éo e a analise de
seus principios ativos. Considera-se como planta medicinal aquela que possui em sua
composicgdo, substancias quimicas sintetizadas biologicamente (a partir de nutrientes, dgua e
luz), que possam provocar no organismo humano e animal, efeitos farmacoldgicos ou reagdes
de cura ou abrandamento de doencas por meio de seus principios ativos (LIMA, 2001; OMS,
1992).
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A Amazonia é detentora de uma imensa biodiversidade e a maior parte encontra-se ainda
sem o devido estudo, é sabido que a populacgao local se utiliza indiscutivelmente, independente
de comprovacao cientifica, até por conta da geografia peculiar da regido, a dificuldade de acesso
aos medicamentos convencionais associada a auséncia ou precariedade de servigos publicos de
salde em muitas comunidades isoladas da Amazénia. Por isso segundo Duarte (2006) é
necessario o investimento de pesquisas dessa biodiversidade tanto pela ética da variabilidade
quanto pela frequéncia do uso tradicional, e em especial, aquelas de uso tradicional frequente
para identificar substancias ativas eficazes e/ou menos toxicas de modo a potencializar o uso
adequado.

Neste contexto, mesmo o Brasil possuindo uma excepcional biodiversidade, os dados
em relacdo a pesquisa de plantas com atividade antimicrobiana sdo poucos, e quando
comparamos com outros paises, como a Suica que apresenta apenas uma espécie vegetal
endémica, a Alemanha com 16 e ainda 0 México com 3.376 espécies, estes nimeros tornam-se
inexpressivos quando comparados aos 25 a 30 mil espécies endémicas de ocorréncia apenas na
Amazonia (MONTEIRO et al, 2009). Portanto frente a este cenario a planta selecionada neste

trabalho foi a Vatairea guianensis, uma planta nativa da Amazonia.

3.6.1 Vatairea guianensis

Planta cujo género é exclusivo da faixa neotrdpica, maior concentracdo de variedade
situado nas regides florestais da Amazonia Central (BARROSO et al, 1991). A Vatairea
guianensis é uma espécie considerada nativa da Amazonia que, particularmente ocorre em toda
regido banhada pelo Rio Amazonas e seus afluentes, sendo mais comum em areas de florestas
sazonalmente inundaveis como as matas de igap0 e varzea, raramente encontrada em terra
firme. Conhecida pelos ribeirinhos como fava bolacha, faveiro/a, fava de empigem, fava mutum
e angelim do igapd (GRENAND et al, 1987).

Classificada botanicamente na divisdo Magnoliophyta (Angiospermae); classe
Magnoliatae (Dycotiledonae); sub-classe Rosidae; ordem Rosales; familia Leguminosae;
subfamilia Faboideae; tribo Dalbergieae; género Vatairea e espécie Vatairea guianensis Aubl.
(BARROSO et al., 1991).

E uma arvore vistosa de 8 a 25 metros de altura, &s vezes com grandes raizes facetadas
(sapopemas), casca lisa ou levemente fissurada, cerne castanho-amarelado a escuro. Possui
inflorescéncias em paniculas terminais curtas com flores violaceas. As folhas sdo bipinadas,

com 9 a 17 foliolos em cada pina e ligeiramente pubescentes na face inferior. O fruto é do tipo
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drupéaceo, suborbicular, estreitamente alado na margem ventral, unispermo, de cor verde. A
semente seca € descrita como exalbuminada, com superficie externa marrom clara, com casca

delgada e quebradica, odor levemente achocolatado e sabor amargo suave (Figura 3). A retirada

da casca revela superficie lisa, de coloracdo tendendo ao preto (SILVA, 2011).
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Figura 3 - Vatairea guianensis: Aspectos da arvore (A) e do fruto (B). Imagens cedidas por Cléia Tereza
Lamaré&o da Silva

Informacdes etnofarmacoldgicas apontam para o uso medicinal da Vatairea guianensis
de diversas maneiras, por populacfes e etnias, sobretudo para problemas dermatoldgicos,
principalmente as infecgdes fungicas ou micoses superficiais. Para este fim, na medicina
tradicional amazonica utiliza-se o suco do fruto, sendo que a populacdo do médio e baixo
Amazonas utiliza as sementes maceradas ou sob a forma de tintura alcodlica além de relatos do
uso popular da casca do caule e da raiz no periodo em que esta espécie nao estd em fase de
frutificacdo (GRENAND et al, 1987; CORREA, 1982).

Pesquisas sobre a constituicdo quimica do género Vatairea reportam o isolamento de
antraquinonas que sdo compostos fendlicos presentes em varias plantas medicinais,
caracterizadas quimicamente como substancias policiclicas, com mais de 20 carbonos. Por ndo
serem bem absorvidas no trato digestivo, as antraquinonas tem sido utilizadas para atuagéo no
intestino e na pele como laxativas, antipsoriaticas, cicatrizantes, antiinflamatdria local, além
de antissépticas e bactericidas (FERREIRA et al, 2004).

Outros estudos de triagem fitoquimica foram realizados com a Vatairea guianensis,
tendo sido detectadas varias substancias quimicas, de acordo com a parte da planta avaliada,
quais sejam: da casca do caule, além das antraquinonas descritas acima, foram isolados

crisofanol, fisciona, emodina, triterpenos (&cido oleanodlico) e a lactona do acido
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diidromacaerinico; do cerne foram isolados acido 9-antronacrisofanico, 9-antronafisciona e 10-
antronafisciona; das cascas do fruto foram isoladas duas substancias com formulas moleculares
C1sH1004 m/c=254,1 e C16H1204 m/c=284 ; das sementes de Vatairea guianensis, foi detectada
a presenca de classes bioativas no extrato etandlico do tipo tanino, antocianinas e
antocianidinas, flavonoides, xantonas, esterdides, triterpendides, saponinas e quinonas, bem
como a auséncia de alcaldides (OTOBELLI et al, 2009 ; FERREIRA et al, 2004).

Poucos sao, contudo, os estudos que comprovam as atividades bioldgicas da Vatairea
guianensis, dentre eles destaca-se um estudo in vitro que comprovou acao antiparasitaria de
duas substéncias isoladas do extrato hexanico das cascas do fruto dessa espécie sobre a
Leishmania amazonensis sugerindo o desenvolvimento de novas drogas com atividade
leishmanicida (OTOBELLI et al,2009).

As poucas evidéncias cientificas sobre V. guianensis na literatura foi a principal razéo
para investigar esta espécie do ponto de vista bioldgico, pois ndo ha relato na literatura do seu

uso em infeccdo por Candida sp.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar espécies de Candida oriundas de isolados clinicos de coleta vaginal através

da caracterizagdo molecular, taxonomia polifasica e descricdo dos seus perfis de

susceptibilidade a antifungicos e a extratos obtidos das sementes de Vatairea guianensis.

4.2 Especificos

Descrever o perfil epidemioldgico e os fatores de risco das pacientes colonizadas por
Candida spp em uma Unidade Béasica de Saude na cidade de Manaus;

Identificar espécies de Candida isoladas de amostras clinicas do exsudato vaginal
através de métodos morfologicos, cromogénicos e molecular;

Analisar o perfil de proteinas ribossomais por MALDI-TOF das espécies de Candida
isoladas de amostras clinicas do exsudato vaginal em uma Unidade Bésica de Saude na
cidade de Manaus;

Avaliar a diversidade genética de Candida spp. por marcadores moleculares tipo AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism);

Determinar e avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados de Candida sp. aos
antifungicos convencionais fluconazol, itraconazol, cetoconazol e a nistatina;

Avaliar a atividade antifungica comparativamente dos extratos obtidos das sementes de

V. guianensis nos isolados de Candida spp.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo observacional, corte transversal, aplicado as mulheres

durante o exame clinico ginecoldgico na consulta de coleta de preventivo.

5.2 Local de Estudo

As amostras foram colhidas no Setor de Coleta de Preventivo da Unidade Bésica de
Saude (UBS) de Petropolis, localizado na Zona Sul, da cidade de Manaus. A parte experimental
foi desenvolvida no Laboratério de Genética e Microbiologia da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA) junto ao Laboratorio de Bioensaios e Micro-organismos da Amazonia da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em colaboracdo com o Laboratorio de
Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar- SP).

5.3 Aspectos Eticos

O estudo obedeceu as diretrizes e normas para pesquisas envolvendo seres humanos
regulamentados pela resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. A anuéncia foi
formalizada através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — ANEXO 01),
com explicagdo completa e pormenorizada sobre a natureza do estudo, autorizando sua
participacdo voluntéria. Cada participante ficou com uma copia do TCLE em seu poder,
assinada pela mesma e pelo pesquisador responsavel. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Amazonas sob ndmero CAEE
47506215.2.00005016.

5.4 Sujeitos do Estudo

A amostra foi composta por 202 mulheres que por livre demanda foram a UBS de
Petrdpolis para coleta de colpocitologia oncética. O calculo amostral foi baseado na populacéo
feminina de Manaus com a prevaléncia de colonizacéo de Candida sp. no trato genital feminino.

Os critérios para participacao do estudo foram:
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CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE:

e Pacientes que estivessem no menacme (periodo de vida reprodutiva entre a menarca e a
menopausa);

e Pacientes que ja tinham vida sexual ativa;

e Pacientes assintomaticas definida como mulheres que ndo apresentassem no momento
da consulta quadro clinico compativel de vulvovaginite por Candida spp.;

e Pacientes que concordaram em participar do estudo.
CRITERIOS DE EXCLUSAO:

e Pacientes portadoras de doengas imunolégicas (AIDS, Lupus Eritematoso Sistémico),
diabetes melitus e neoplasias malignas;

e Pacientes virgos;

e Pacientes gravidas;

e Pacientes com historia de uso do tratamento antifangico nos ultimos 15 dias.

5.5 Avaliacéo Clinica e Coleta dos Isolados

As pacientes foram submetidas a uma avaliacdo clinica com o preenchimento da Ficha
Clinica da Mulher formulada pela Federacdo Brasileira das Associacdes de Ginecologia e
Obstetricia- FEBRASGO (Anexo 02). As amostras dos exsudatos vaginais foram colhidas
através de zaragatoas com haste de madeira estéreis sendo alocadas em dois tubos distintos o
primeiro imediatamente imersas em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) e o segundo em Meio
Nutritivo (digestdo péptica de tecido animal, extrato de levedura, extrato de carne bovina,
cloreto de s6dio) em tubos de ensaio estéreis lacrados. O material foi enviado no mesmo dia ao
Laboratdrio de Genética e Microbiologia da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). As
amostras colhidas foram levadas a estufa na temperatura de 28 °C por 72 horas e foram
semeadas ao meio de cultivo agar Sabourad (SB) contento Cloranfenicol (Sigma-Aldrich)

(0,15g/mL) e Tetraciclina (200mpug/mL), a fim de evitar o crescimento de bactérias.
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5.6 Conservacao das Cepas Isoladas

Foram utilizados dois métodos de conservagdo, um em 0leo mineral e outro em glicerol
20 %. O o6leo mineral foi submetido a esterilizagdo a 121 °C por 30 minutos por dois dias
consecutivos. As culturas foram repicadas (triplicata) em tubos (15 cm de comprimento e 2 cm
de diametro) contendo Agar Sabouraud, e em seguida essas foram cobertas com uma camada
de 6leo mineral, e mantidas a temperatura ambiente de laboratério. Ja as culturas conservadas
em glicerol 20 %, foram crescidas por 48 horas e preparadas suspensdes correspondentes as
escalas de 5 a 6 de Mc Farland em meio de cultura liquido (Sabouraud). Posteriormente,
aliquotas de 1 mL de cada suspensdo foram transferidas para criotubos os quais continham 200
puL de glicerol na concentracdo 20 % e congelados sob temperatura de -4°C a -10°C, em

congelador (Figura 04).

Figura 4 - Métodos de conservacéo das cepas isoladas (A) Oleo mineral, (B) Glicerol
5.7 Métodos Fenotipicos

5.7.1 Aspectos Macromorfoldgicos / Crescimento em Agar Sabourad (SB)

A caracterizacdo macromorfoldgica das colonias leveduriformes foi realizada através
da observagdo em agar Sabouraud dextrose. O material coletado em swabs da mucosa vaginal
foram semeados em placas de Petri contendo agar Sabouraud 4 % (Acumedia Manufactures,
Michigan, USA) acrescido de Cloranfenicol (Sigma-Aldrich) (0,15 mg/mL) e Tetraciclina (200
pg/mL). As amostras foram processadas e incubadas a 28 °C por até 72 horas.

Apos o desenvolvimento das coldnias foi aplicada a técnica de esgotamento para a
obtencdo de col6nias puras. Com o auxilio de uma alca bacterioldgica foi transferida uma
coldnia para um tubo de vidro contendo meio agar Sabouraud dextrose e cloranfenicol que apds
24 a 48 horas foi avaliado o crescimento das leveduras.
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5.7.2 Aspectos Micromorfologicos

Para avaliacdo dos aspectos micromorfoldgicos foi realizado o microcultivo em lamina
como descrito por Lacaz (2002). O meio de cultura Agar fuba acrescido de Tween 80, também
denominado de Agar corn meal, foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Foram distribuidos 3
mL do meio ainda liquido em laminas de microscopia, e apos a solidificacdo as leveduras
cultivadas foram semeadas em estrias na lamina, e recobertas com laminula estéril. Essa
preparacao foi mantida de 48 a 72 horas & 30 °C. Apo6s a lamina pronta foram realizadas leituras
microscopicas em 24, 48 e 72 horas para a verificar as estruturas reproducdo (filamentacéo,

clamidoconidios).

5.7.3 Crescimento em Meio Cromogénico

Foi utilizado o meio CHROMagar® Candida (CHROMagar, Paris, Franca) preparado
de acordo com as normas do fabricante (4.7 g / 100 mL). Apos a solidificacdo do meio foram
feitas até 06 estrias de diferentes amostras identificadas na placa, mantidas por um periodo de
incubacdo de 48 a 72 horas a 30 °C, e posteriormente foi observada a coloracdo que as leveduras
apresentaram no meio sendo assim feito a identificacdo presuntiva da espécie. O meio utilizado
indica colbnias cor verde para C. albicans, cor rosa com aparéncia rugosa para C. krusei, cor
azul metalico para C. tropicallis, cor malva para C. glabrata e outras espécies de Candida sp.

coloracéo entre branca e malva.

5.7.4 Auxanograma (Assimilagéo de Carboidratos)

Para a identificacdo das leveduras utilizando a atividade bioquimica do micro-
organismo, foi aplicado o teste de assimilacdo de carboidrato como descrito por Sidrim e
Moreira (1999) também conhecida como técnica de “pour-plate”. Foi utilizado um meio basal
destituido de qualquer fonte de carbono o “Yeast Nitrogen Base” (YNB) [sulfato de amoénio 5,0
g; fosfato mono potéssio 1,0 g; sulfato de magnésio 7H20 0,5 g; agar 20,0 g; agua destilada
1000 mL]. O mesmo foi fundido e em seguida, resfriado até uma temperatura de 45-50 °C.
Simultaneamente, foi preparada uma suspenséo da levedura com turvagéo equivalente ao tubo

numero 5 da escala de MCFarland (15 x 108 células/mL) a partir de colbnias jovens, com
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crescimento de 48 horas em agar Sabouraud dextrose e cloranfenicol a 30 °C, a qual foi diluida
em 2 mL de agua destilada estéril. Uma aliquota de 1 mL do in6culo foi adicionada a uma placa
de Petri contendo 10 mL de meio Agar YNB. Apds a solidificacdo, pequenas quantidades de
cristais dos agucares glicose, lactose, sacarose, galactose, maltose, dextrose e rafinose foram
adicionadas em posicdes previamente marcadas na superficie do “pour-plate”. As placas foram
deixadas em temperatura ambiente de laboratorio por 24 a 96 horas. As leituras das placas foram
realizadas de acordo com a assimilacdo dos acucares a cada 24 horas. As mesmas foram
observadas quanto a turbidez na placa ou formag&o de um halo ao redor do agUcar desenvolvido
pela assimilagéo especifica de cada levedura identificando presuntivamente a espécie.

5.8 Identificacdo Taxonémica Molecular

5.8.1 Extracdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada via kit, ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™
Catalog No. D6007, conforme o seguinte protocolo com modifica¢des. Foi adicionado 200 mg
(peso umido) de células leveduriformes para o tubo de Lise ZR BashingBead ™, contendo 200
ul de tampéo isotbnico, e adicionado 750 ul de solucgdo de lise. Este foi levado ao vortex em
velocidade maxima por 5 minutos. Apés a agitacdo, a amostra foi centrifugada a 12.000 g
durante 2 minutos. Posteriormente, foi transferido 400 pl do sobrenadante para um tubo filtro
Zymo-Spin ™ [V Spin, centrifugado a 5.000 g durante 2 minutos (foi destacado a base para
usar o filtro de Spin ™ IV Zymo-Spin). Foi adicionado ao tubo filtro 1.200 pl tamp&o binding
bacteria/fungos DNA para posteriormente, ser transferido 800 pl da mistura para uma coluna
de IC Zymo-Spin ™ em um tubo coletor e centrifugado a 14.000 g por 2 minutos, em seguida
foi descartado o filtrado do tubo coletor, e realizado o processo novamente com os 800 pl da
mistura restante. Foram adicionados 200 pl de tampéo de pré-lavagem de DNA a coluna de IC
Zymo-Spin ™, em um novo tubo coletor e centrifugado a 8.000 g por 2 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 500 pl de tampéo de lavagem de DNA de bactérias/ fungos para
a coluna de IC Zymo-Spin ™ ¢ centrifugado a 8.000 g por 2 minutos. Foi transferido da coluna
de IC Zymo-Spin ™ para um microtubo limpo de 1,5 mL e adicionado 50 pl de tampdo de
eluicdo de DNA diretamente a coluna matriz. Esperou-se 2-3 minutos e em seguida

centrifugou-se a 8.000 g durante 30 segundos para eluir o DNA.
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5.8.2 Quantificacdo do DNA

A Quantificacio de DNA foi realizada por NanoDrop (2000 C THERMO
SCIENTIFIC). As concentracdes e purezas de DNA foram estimadas através de andlise
espectrofotométrica em comprimento de onda ultravioleta (A 260nm/A280nm), como
preconizado por Sambrook, et al. (1989). A leitura espectrofotométrica em 260nm foi usada
para determinar a concentracdo de DNA (10D =50ug de DNA dupla fita/uL), enquanto a razéo
entre as absorbancias de 260nm e 280nm foi usada para avaliar a pureza do &cido nucléico.
Foram utilizadas extrac6es de DNA que apresentaram um grau de pureza igual ou maior a 1,6

e igual ou menor a 1,8.

5.8.3 Amplificagédo por PCR

As reacOes de amplificacdo foram realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturagéo
inicial a 94 °C, por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 2 minutos de desnaturacao a 94 °C, 2
minutos de anelamento a 55 °C e 2 minutos de elongac¢éo a 72 °C e finalizando com 10 minutos
a 72 °C. O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel agarose a 1,5%, corado com
solucéo de gel red, comparado com DNA MARCADOR (DNA ladder) de 300 pb e estimado o
peso molecular, para amplificacdo das regides Its do rDNA com os oligonucleotidios
iniciadores Its1 e Its2. (5- TTCCGTAGGTGAACCTGCGG -3) e (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3"), (WHITE e col., 1990). A reacdo de amplificacdo de PCR
foi realizada conforme o protocolo descrito na Tabela 1, com o volume final de 25 pL.

Tabela 1 - Calculo da reagdo de amplificacdo do PCR para as amostras fungicas

Reagentes Reacéo (5 pL) Concentracéao
Tampédo 5X 5uL 1X
MgCI2 25mM 1,5puL 2,5mM
DNTPs 2,5 mM 1puL 2,5mM
Primer F 5pmoles/ puL 1,0 uL 0,2 uL
Primer R 5pmoles/ uL 1,0pL 0,2 pL
DNA10ng/ puL 5,0 uL
Taq 5U/uL 0,3 uL --

Agua miliQ 77 uL

Total 25,0 uL
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5.8.4 Purificacédo da PCR por ExoSAP

A purificacdo da reacdo de PCR foi realizada atraves de enzimas Exonuclease 1 e
Fosfatase Alcalina de Camardo. Foram utilizadas para limpar a reacdo de PCR de restos de
iniciadores (primers) que foram incorporados ao DNA durante a reacdo da PCR. Essa reacao
de limpeza teve como volume final 28 L para cada amostra: 20 pL da amostra e adicionado
mais 8 uL de EXoSAP (para cada 5 pL da amostra, colocou-se 2 uL de EXoSAP). A reacao
ocorreu nas seguintes condicGes: incubacdo a 37 °C por 15 minutos e a inativacdo da EXoSAP
a 80 °C por 15 minutos. A reagéo de sequenciamento se deu com 8 pL do Mix (Primers, H20 e
BigDye) adicionados a 2 uL de DNA.

5.8.5 Sequenciamento e Andlise Molecular

Com o intuito de verificar a qualidade geral do sequenciamento, foi utilizado o programa
Chromas 2.24 (Technelysium Ltd), que mostra de maneira grafica a incorporacéo de cada base
de DNA presente na sequéncia nucleotidica.

As sequéncias de nucleotideos obtidas dos isolados foram submetidas a pesquisa no
BLASTn do NCBI (National Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov),
para analise de similaridade com o banco de dados. Em seguida, as sequéncias que apresentaram
os dez melhores valores de similaridade (scores) foram selecionadas e alinhadas utilizando o
programa ClustalWw (THOMPSON e col., 1994). Para a construcdo das arvores filogenéticas,
foi utilizado o método de méxima verossimilhanca, implementado no programa IQ-TREE
(TRIFINOPOULOS e col., 2016). A similaridade das sequéncias de nucleotideos entre 0s
isolados foi calculada pelo programa DNASTAR (LASERGENE, 1994).

5.9 Método Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS)

A identificacdo das leveduras pelo método de MALDI-TOF MS foi realizada a partir de
col6nias de Candida spp. com até 48 horas de crescimento, pelo sistema MALDI Biotpyper
Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Sobre os pogos da placa alvo foi
transferido diretamente, utilizando um palito de ponta fina esteril, uma pequena quantidade de
células fangicas retirada da coldnia pura, e em seguida foram adicionadas aliquotas de 0,5uL

de acido formico 25% e misturados suavemente com as leveduras. Apos a evaporacdo do meio
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liquido foi adicionada 0,5pL da solugcdo matrix CHCA constituida por uma solucéo acida de
mistura de solventes organicos (Acetonitrila 500 pL; acido a-ciano-4-hidroxicindmico 20
mg/mL; Agua milig 500 pL; Acido trifluoroacético (AFA) 25 pL solubilizados em aparelho
ultra-sdnico a 45°C). Em ordem para avaliar a qualidade e a reprodutibilidade do espectral de
dados, cada isolado de levedura foi analisado em quintuplicata em dois momentos distintos.

As amostras fungicas foram secas ao ar, e durante esse processo todas as moléculas
ficaram embebidas na matriz, e, em seguida, a placa (matriz polimérica) foi posicionada no
espectrometro de massa para medicdo automatizada. Um espectro de massa foi definido e
obtido, abrangendo normalmente os picos de 2000 a 20000 Da intervalo m/z. Os espectros
brutos a partir das amostras foram subsequentemente comparados com um banco de dados de
espectros de referéncia e combinado a espectros idénticos ou ao espectro mais relacionado
contido na base de dados através do programa software Biotyper, culminando assim na
identificacdo da levedura contida na amostra.

5.10 Anadlise de variabilidade genética por AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

Os marcadores gerados pela técnica de AFLP associam o polimorfismo gerado por
enzimas de restricdo com a capacidade de deteccdo da técnica de PCR. O primeiro passo para
uma boa qualidade deste marcador é ter um DNA de 6tima qualidade.

A anélise de AFLP consistiu essencialmente de 4 etapas:
1° etapa (Digestéo): o DNA gendmico total fungico foi clivado com duas enzimas de restri¢do
(EcoR1 e MSE I);
2° etapa (Ligacdo dos adaptadores): adaptadores especificos foram ligados aos terminais dos
fragmentos gerados pela clivagem;
3° etapa (Pré-Amplificacdo): uma fracéo dos fragmentos gendmicos, gerados pela clivagem, foi
amplificado seletivamente via PCR utilizando primers especificamente desenhados para
reconhecer sequéncias nos adaptadores;
4° etapa (Amplificacdo): a subpopulacdo de fragmentos amplificados foi separada em gel de
alta resolucéo.

Apos a amplificacdo final, foram adicionados 6 uL da solugdo-tampé&o de carregamento
(formamida deionizada, 0,025 % de xilenocianol e 0,025 % de azul de bromofenol) e 4 uL da
amostra de amplificacéo, e foi procedida a desnaturacdo das amostras a 95° C, por 5 min. Os

fragmentos foram separados em gel de sequenciamento (poliacrilamida 6%), em uma corrida a



45

2000 V, 100 Ma 50 W durante 140 minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados
apos coloragéo do gel com Nitrato de Prata (AgNO3), de acordo com o protocolo descrito por
Creste et al (2001). Os tamanhos dos alelos foram estimados em comparacéo visual com o

marcador de peso molecular de DNA de 100 pb.

5.10.1 Preparacdo das amostras:

Ap0s as amostras serem extraidas e quantificadas a 10 ng/ul, foi feito as reacGes das 4
etapas para obtencdo das amostras amplificadas com 4 primers diferentes, para submeté-las a
eletroforese vertical.

1° Etapa - Digestéo

N. N.
Reagentes Amostras  Amostras
Marcar 1X 76
AGUA 23,5 1786
BSA (100X) 0,5 38
OPA 10X 5 380
Enzima MSE | (5U) 0,5 38
Enzima ECO RI (12U) 0,5 38
DNA (200ng/20uL) 20 1520
Vol. final 50 3800
Vol. s/ DNA 30 2280

1- Emum isopor com gelo, foi preparado o mix de todos os reagentes acima, com excecao
da amostra de DNA no microtubo de 1,5 mL;

2- Foi distribuido 30ul do mix nos microtubos, de 0,2mL das amostras para a digestao,
mais 20pL de DNA junto ao tubo com o mix;

3- Em seguida foi colocado as amostras no termociclador e submetido ao programa da

Digestao:
Tempetatura
Ciclos Etapas (°C) Tempo Programa
1 Digestédo 37 3h Digestéo
Inativacéo da
1 Enzima 70 15 min.

1 Hold 4 indeterminado
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Reagentes N. Amostras N. Amostras
Marcar 1X 76

AGUA 6,67 506.92

Adap. ECORI 1 76

Adap. MSE | 1 76

10X Buffer Ligase 1 76

T4 DNA Ligase (1U/uL) 0,33 25.08

Vol. Final 10 760

Conf. Vol. 10 760

Em um isopor com gelo, foi preparado o mix com todos os reagentes acima no
microtubo de 0,6 mL;

Colocamos 10l do mix em cada microtubo da amostra;

Em seguida foi colocado as amostras no termociclador e submetido ao programa da
Adaptado:

Tempetatura
Ciclos Etapas (°C) Tempo Programa
Ligacéo dos
1 Adaptadores 23° 3h
1 Hold 4 indeterminado  ADAPTADO
3° Etapa - Pré-Amplificacao
Reagentes N. Amostras N. Amostras
Marcar 1X 76
AGUA 5,2 395,2
10X Buffer 1 76
MgCl; (25mM) 0,6 45,6
DNTP (2,5mM) 0,4 30,4
Primmer ECO RI+1
(25ng/uL) 0,5 38
Primmer MSE | + 1
(25ng/uL) 0,5 38
Taq (5U/uL) 0,3 22,8
DNA Ligado 15 114
Vol. final 10 760
Vol. ssIDNA 8,5 646

Em um isopor com gelo, foi preparado o mix com todos os reagentes acima, com
excecao da amostra de DNA,;

Distribuimos 8,5ul do mix nos microtubos de 0,2mL das amostras;

Colocamos 1,5ul de DNA Ligado em cada tubo contendo o mix;

Em seguida foi colocado as amostras no termociclador e submetido ao programa da Pré-
Amplificacéo;

Apbs a pre-amplificacéo foi acrescentado 40ul de agua millig.
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Tempetatura
Ciclos Etapas (°C) Tempo Programa
Pré-
26 Desnaturacdo Inicial 94 2 min. Amplificacdo
26 Desnaturagdo 92 1 min.
26 Anelamento 56 1 min.
26 Extensdo 72 1 min.
1 Final da Extensdo 72 5min.
Hold 4 indeterminado
4° Etapa — Amplificacéo
a) Primer ecoAG(1)
Reagentes N. Amostras N. Amostras
1X 76
AGUA 2,5 190
10X Buffer B 2 152
MgCl; (25mM) 1,2 91,2
DNTP (10mM) 0,4 30,4
Primmer ECO RI+(AG)
(25ng/pL) 1 76
Primmer MSE | + (C)
(25ng/pL) 1,2 91,2
Taq (5U/uL) 0,2 15,2
DNA pré-amplificado 15 114
Vol. Final 10 760
Vol. sSsIDNA 8,5 646

1- Em um isopor com gelo, foi preparado o mix com todos os reagentes acima, com
excecdo da amostra de DNA,;

2- Foi distribuido 8,5ul do mix nos microtubos de 0,2 mL das amostras;

3- Foi adicionado 1,5ul de amostra pré-amplificada em cada tubo contendo 0 mix;

4- Em seguida foi colocada as amostras no termociclador e submetido ao programa da

Amplificacdo:

Ciclos Etapas Tempetatura (°C) Tempo Programa
1 Desnaturacdo Inicial 94 2 min. Amplificacdo
12 Desnaturagéo 94 30 seg.

12 Anelamento 65 30 seg.

12 Extensédo 72 1 min.

23 Final da Extensdo 94 30 seg.

23 Anelamento 56 30 seg.

23 Extensédo 72 1 min.

1 Final da Extens&o 72 2 min.

Hold 4 indeterminado

Observacéo: foi estocado a -20°C



b) Primer ecoAT (2)
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Reagentes N. Amostras N. Amostras
1X 76
AGUA 2,5 190
10X Buffer 2 152
MgCl, (25mM) 1,2 91,2
DNTP (10mM) 0,4 30,4
Primmer ECO RI+(AT)
(25ng/puL) 1 76
Primmer MSE | + (C)
(25ng/uL) 1,2 91,2
Taq (5U/uL) 0,2 15,2
DNA pré-amplificado 1,5 114
Vol. Final 10 760
Vol. ssIDNA 8,5 646

Em um isopor com gelo, foi preparado o mix com todos 0s reagentes acima, menos a
amostra pré-amplificada no microtubo de 1,5 mL;

Foi distribuido 8,5 ul do mix nos microtubos de 0,2 mL das amostras;

Foi colocado 1,5 pl de amostra pré-amplificada em cada tubo contendo o mix;

Em seguida foi colocado as amostras no termociclador e submetido ao programa da

Amplificacéo.

Primer ecoTA(3)
Reagentes N. Amostras N. Amostras

1X

AGUA 2,5 190
10X Buffer 2 152
MgCl; (25mM) 1,2 91,2
DNTP (10mM) 0,4 30,4
Primmer ECO RI+(TA)
(25ng/pL) 1 76
Primmer MSE | + (C)
(25ng/pL) 1,2 91,2
Taq (5U/uL) 0,2 15,2
DNA pré-amplificado 15 114
Vol. Final 10 760
Vol. ssIDNA 8,5 646

Em um isopor com gelo, foi preparado o mix com todos 0s reagentes acima, menos a
amostra pré-amplificada no microtubo de 1,5 mL;

Foi distribuido 8,5ul do mix nos microtubos de 0,2 mL das amostras;

Foi colocado 1,5ul de amostra pré-amplificada em cada tubo contendo o mix;

Em seguida foi colocada as amostras no termociclador e submetido ao programa da
Amplificagéo.

Primer ecoTC(4)
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Reagentes N. Amostras N. Amostras
1X
AGUA 2,5 190
10X Buffer 2 152
MgCl, (25mM) 1,2 91,2
DNTP (10mM) 0,4 30,4
Primmer ECO RI+(TC)
(25ng/puL) 1 76
Primmer MSE | + (C)
(25ng/uL) 1,2 91,2
Taq (5U/uL) 0,2 15,2
DNA pré-amplificado 1,5 114
Vol. Final 10 760
Vol. ssIDNA 8,5 646

1- Emum isopor com gelo, foi prepararado 0 mix com todos os reagentes acima, menos
a amostra pré-amplificada no microtubo de 1,5 mL;

2- Distribuiu-se 8,5 ul do mix nos microtubos de 0,2 mL das amostras;

3- Colocau-se 1,5 pl de amostra pré-amplificada em cada tubo contendo o mix;

4- Em seguida colocou-se as amostras no termociclador e foram submetidas ao
programa da Amplificacéo.

5.10.2 Analise do Produto da AFLP

Os produtos do AFLP foram designados como “1” para presenga e “0” para auséncia de
bandas. Somente as bandas que apresentaram constancia e nitidez nos géis foram analisadas, e
com base nos dados obtidos da leitura dos géis foi construida uma matriz binaria.

A partir da matriz original gerada com os dados de presenca e auséncia de marcadores
em locos polimorficos, foi estimada a distancia euclidiana entre os individuos. Com base no
quadrado da distancia euclidiana, foram calculadas as estimativas da variabilidade genética
entre regides, entre populacbes dentro de regides e dentro de populacdes através da anélise
molecular da variancia (AMOVA). O valor Fst, que representa a distancia genética entre duas
populacdes, foi utilizado para comparar a variagdo genética entre as sete populagdes avaliadas.
Para testar a significancia dos resultados da AMOVA, foi utilizado o método ndo paramétrico
de permutacbes (EXCOFFIER et al, 1992).

A similaridade entre os individuos foi estimada segundo o coeficiente de Jaccard (Bonin
et al, 2007) atraves da formula Sij= a/(a+b+c). Com base nos coeficientes de similaridade, foi

construido um dendrograma, adotando como critério de agrupamento o método UPGMA (Un
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weighted Pair-Group Method of Arithmetic Averages) (Dias, 1998). Foi estimado o coeficiente
de correlacdo cofenética entre a matriz de similaridade e o dendrograma ao qual foi obtido, as

analises foram realizadas com o auxilio do programa NTSY Spc versao 2.01 (Rohlf, 2001).

5.11 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas, onde se calculou as
frequéncias absolutas simples e relativas para 0s dados categdricos. Sendo que na inferéncia da
prevaléncia de candida ainda foi calculado o respectivo Intervalo de Confianca ao nivel de 95
% (1C95%). Na andlise da idade, como foi rejeitada a hipotese de normalidade por meio do
teste de Shapiro-Wilk, foi calculada a mediana. Na analise dos dados categorizados foi
calculado o Odds Ratio (OR) e aplicado o teste do qui-quadrado com correcdo de Yates
(VIEIRA, 2004). Na andlise dos diferentes métodos diagnosticos ainda foram calculados a
sensibilidade, especificidade e seus respectivos Intervalos de Confianca ao nivel de 95 %
(1C95%).

O software utilizado na anélise dos dados foi o programa Epi Info versdo 7.2 para
windows e o nivel de significancia fixado nos testes estatisticos foi de 5 %.

5.12 Avaliacéo biologica com extratos de Vatairea guianensis

5.12.1 Coleta e obten¢do do material botanico

Foi coletado 4 Kg do material botanico (frutos) de V. guianensis, na regido do Lago do
Paru (60° 32> W; 3° 177 S) e no Lago do Calado (60° 34’; W; 3° 16> S), situados
aproximadamente a 70 km da cidade de Manaus no municipio de Manacapuru-AM (Figura 05).
Apos a obtengdo do material, foram confeccionadas exsicatas do material vegetal que foram
identificadas por comparacao pelo botanico Eduardo Ossamu Nagao e depositadas no Herbario

da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, sob o registro n°® 1916.
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Figura 5: Semente e fruto de Vatairea guianensis.

5.12.2 Preparacdo do material vegetal e obtencédo dos extratos

Os frutos de V. guianensis foram coletados em seu habitat natural e retirada as sementes,
sendo posteriormente lavadas em agua corrente e borrifadas com alcool a 70 %. Em seguida, o
material vegetal foi seco em estufa com circulagéo de ar (Deleo, tipo A6 sefaf) em temperatura
de 50 °C durante 3 dias consecutivos para total retirada de umidade, e submetidas & moagem
em moinho de quatro facas (Modelo Willey) resultando em um pd de coloragao escura (Figura

6). Assim todo material vegetal foi pulverizado e pesado.

L i SO 1 00330
Figura 6 - Material p6s- moagem da semente de Vatairea guianensis.

O mesmo foi submetido a extracdo por maceracdo com solventes grau HPLC em ordem
crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol), sendo utilizado 1 litro de solvente
em cada etapa da extragdo, com remoc¢do em intervalo de 3 dias. Logo para cada solvente foi
realizada trés extracGes em modo estatico com uma leve agitacdo manual durante 03 minutos,
a cada 12 horas, totalizando 28 dias. O material remanescente foi desprezado.
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Ap0s 72 horas de cada extracdo, o solvente era separado do material vegetal com o
auxilio de um funil simples e papel de filtro. Posteriormente, o solvente foi concentrado sob
pressdo reduzida utilizando evaporador rotatério Fisatam (modelo 801, série 1303621),
utilizando de 60 a 80 rpm (rotacdo por minuto). Obedecendo a temperatura de ebuli¢do de cada
solvente utilizado (hexano 68 °C, acetato de etila 77,1 °C e metanol 64,7 °C). Para concentrar
o material foi utilizado um baldo de fundo redondo de 1litro, no qual foi acrescentado apenas
500 mL do solvente filtrado de cada vez. Em seguida, o solvente restante foi colocado em
frascos pesados e levados para secar em dessecador.

Ap6s completa secagem foi calculado o rendimento de cada extrato e, em seguida, 2 mg
dos extratos foram encaminhados para a realizacdo dos testes bioldgicos. O material obtido
apresentou-se em forma de pasta mole de coloracdo escura. Essas etapas foram realizadas no

Laboratdrio de Quimica Organica da Universidade Federal do Amazonas-UFAM.

5.12.3 Ensaio das Atividades Antimicrobiana das Cepas de Candida sp.

As leveduras foram reativadas em Agar Sabouraud dextrose, e mantidas a 36 °C por 24
horas. Ap0s reativacdo dos patdgenos, uma colénia isolada foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 5 mL de caldo SB mantidos a 36 °C, por 24 horas, a concentragéo utilizada no
presente estudo foi correspondente ao nimero 6 na escala de Mc Farland.

Os antifungicos testados foram Cetoconazol (Pharma Nostra, Brasil), Itraconazol
(Fragon), Fluconazol (Pfizer, Madrid, Spain) e Nistatina (Pharma Nostra, Brasil) de acordo com
a norma pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), onde foram avaliados

segundo o perfil de suscetibilidade, de acordo com a Tabela 02.

Tabela 2 - Critérios de leitura, segundo CLSI (2008), para a avaliacdo da sensibilidade para os antiflngicos
Cetoconazol, Fluconazol, Itraconazol e Nistatina

S-DD= Sensivel Concentracao
Antifangico Sensivel Dose-dependente Resistente Plasmética
Cetoconazol <4,0 pg/mL 8,0-16 pg/mL >32,0 pg/mL 3 -4,5 pg/mL
Fluconazol <8,0 pg/mL 16 - 32 pug/mL <64,0 pg/mL 4,0 - 8,0 pg/mL
Itraconazol <0.125 ug/mL 0,25 —0,5ug/mL >1,0 ug/mL 1,0 -2,3 pg/mL

Nistatina <4,0 ng/mL 8,0 - 32 pg/mL >64,0 pg/mL 2,0 - 3,0 pg/mL
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5.12.3.1 Teste de Sensibilidade

Os antibioticos foram preparados a uma concentracdo de 10 mg/mL (solucdo mae) e
posteriormente foram diluidos nas concentracdes respectivas de cada antibiotico listados na

tabela abaixo:

Tabela 3 - Descricdo dos antifingicos nas concentrac@es da solucéo e de sensibilidade

Antifungico Concentracdo da solucdo  Concentracéo de sensibilidade
Itraconazol 0,003 mg/mL = 0,30 pg/mL  0,0015 mg/mL = 0,15 pg/mL
Nistatina 0,004 mg/mL = 4 pg/mL 0,002 mg/mL = 2 pg/mL

Cetoconazol 0,008 mg/mL =8 pg/mL 0,004 mg/mL =4 pg/mL
Fluconazol 0,016 mg/mL =16 pg/mL 0,008 mg/mL = 8 pg/mL

Os extratos foram pesados e solubilizados em dimetilsuféxido (DMSQO) a 10 % mais
agua destilada autoclavada 90 % (solucdo mée) e depois diluidas concentracdo de 16 pg/mL, 8
pg/mL, 4 pg/mL e 0,30 pg/mL, de acordo com as concentracfes de sensibilidade dos
antifangicos testados, indicadas por CLSI (2008) sendo Itraconazol (C= 0,15 pug/mL), Nistatina
(C=2 pg/mL), Cetoconazol (C= 4 pg/mL) e Fluconazol (C= 8 pg/mL).

5.12.3.1.1 Preparo dos controles

O controle positivo foi realizado acrescentando 100 puL de meio Sabourad (SB) dobrado
e 100 pL de extrato contra a cepa controle Candida albicans (CFAM 1342) disponibilizada
pela Colecdo de Fungos da Amazénia (CFAM) do Instituto de Pesquisas Lebnidas e Maria
Deane da Fundagdo Oswaldo Cruz/Amazonas (FIOCRUZ/AM). O controle negativo foi

realizado com a substituicdo dos extratos por dgua destilada esterilizada.

5.12.3.3.1.2 Determinagcdo da atividade antimicrobiana — Ensaio em Placas de
Microdiluicdo

A avaliagdo da atividade antifingica dos extratos hidroetanolico (EXTRATO 01),
hexanico (EXTRATO 02) e metandlico (EXTRATO 03) de Vatairea guianensis foi feita pela

técnica de microdiluicdo em caldo preconizado pelo Clinical and laboratory Standards for
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Clinical Laboratory Standards (CLSI,2008) e a avaliacdo da dosagem inibitéria minima (MID),
quando apresentaram atividade fungicida ou fungistatica determinando a menor concentracao
de cada extrato bruto capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos indicadores.

Os ensaios para determinacao da atividade antimicrobiana foram realizados em placas de
ELISA, na qual foram adicionadas 100 pL do meio de cultura SB, cuja concentragdo estava
dobrada, 100 uL do extrato na maior concentracdo dentre os antibioticos respectivas dos
antibioticos (16 pg/mL) e 10 puL da suspenséo de células do patdgeno testado, de acordo com a
metodologia descrita por Souza, 2006. A temperatura de incubacéo do teste foi de 35 °C por 24
horas.

Figura 7 - Ensaio quantitativo para determinacéo da atividade antimicrobiana

A quantidade de 100 pL de amostra preparada foi introduzida em triplicata nos primeiros
pogos correspondentes a Al, A2 e A3 da placa de Elisa e assim sucessivamente.

Tabela 4 - Esquema das amostras nos pogos na placa de Elisa

Concentracao
A ooo 0,008 mg/mL =8 pg/mL

No dia seguinte foi adicionado 10 pL do revelador NBT (Nitroazul de Tetrazdlio) a 1%
nos pogos com indculo. Quando houve crescimento microbiano, o revelador NBT transformou

a solucdo para a cor rosa.
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Esse ensaio bioldgico foi realizado novamente, porém com as amostras que apresentaram
atividades fungicida ou fungistatico atraves de diluicdes sucessivas (MID) para a determinacao
da dosagem minima inibitdria.

Tabela 5 - Esquema das amostras nos pogos na placa de Elisa para a determinagdo da dosagem inibitoria minima
(MID)

Pocos Concentracéo

A coo 0,008 mg/mL =8 pg/mL

B ocoo 0,004 mg/mL =4 pg/mL

C ooo 0,002 mg/mL =2 pg/mL

D ooo 0,00015 mg/mL = 0,15 p g/mL

5.12.3.2 Teste de Resistencia

Os antibioticos foram preparados a uma concentracdo de 10 mg/mL (solucdo mae) e
posteriormente foram diluidos nas concentragdes respectivas de cada antibidtico listados abaixo
na Tabela 6:

Tabela 6 - Descricao dos antiflngicos nas concentra¢des da solucdo e de resistencia

Antibidtico Concentracéo da solucéo Concentracéo de resisténcia
Itraconazol 0,002mg/mL = 2 pg/mL 0,001mg/mL =1 p g/mL
Nistatina 0,064 mg/mL = 64 p g/mL 0,032 mg/mL = 32 u g/mL
Cetoconazol 0,064 mg/mL =64 p g/mL 0,032 mg/mL = 32 p g/mL
Fluconazol 0,128 mg/mL =128 p g/mL 0,064 mg/mL = 64 p g/mL

5.12.3.2.1Preparo das amostras

Os antibidticos foram diluidos nas concentragdes dobradas (Itraconazol C= 2 pg/mL ,
Nistatina C= 64 pug/mL, Cetoconazol C= 64 pg/mL e Fluconazol C= 128 pug/mL) e os extratos
foram pesados e solubilizados em 10 % de dimetilsufoxido (DMSO) e 90 % de agua destilada
autoclavada (solucdo mée) e depois as amostras foram diluidas na maior concentracdo dentre

0s antibidticos testados ( concentragdo dobradas: 128 pg/mL).
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5.12.3.2.2Preparo dos controles

O controle positivo foi realizado acrescentando 100 pL de meio SB dobrado e 100 pL de
extrato contra a cepa controle Candida albicans (CC 001) da colecdo Cefar Diagnostica
(CCCD). O controle negativo foi realizado com a substituicdo dos extratos por agua destilada

estéril.

5.12.3.2.3 Determinagdo da atividade antimicrobiana - Ensaio em Placas de
Microdiluicdo

Os ensaios para determinacdo da atividade antimicrobiana foram realizados em placas
de Elisa, na qual foram adicionadas 100 pL do meio de cultura SB, cuja concentragdo estava
dobrada, 100 pL do extrato na maior concentragao dentre os antibioticos (128 pug/mL) e 10 uL
da suspensdo de células do patdgeno testado, de acordo com a metodologia descrita por Souza,
(2009).

A quantidade de 100 pL de amostra preparada foi introduzida em triplicata nos primeiros

pocos correspondentes a Al, A2 e A3 da placa de Elisa e assim sucessivamente.

Tabela 7 - Esquema das amostras nos pocos na placa de Elisa

Pocos Concentracéao
A ocoo 0,064 mg/mL = 64pg/mL

No dia seguinte foi colocado 10 pL do revelador NBT (nitroazul de tetrazélio) a 1% nos
pogos com indculo. Quando houve crescimento microbiano, o revelador NBT transformou a

solugéo para a cor azul.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Caracterizagdo das Amostras e Fatores de Risco
6.1.1 Isolados clinicos

Neste trabalho foram coletadas 202 amostras biologicas de exsudatos vaginais de
pacientes assintomaticas, ou seja, ndo apresentavam queixa clinica ou achados no exame fisico
compativel com CVV. Destas, 37,1 % (N=75) foi possivel isolar leveduras do género Candida
(Figura 8).

62.9%
1C95%(55.8-
69.6)

37,1%
IC95%(30,4-
44.2)

B Com Candida ®mSem Candida n=202

Figura 8 - Distribuicdo segundo a prevaléncia de coloniza¢do de Candida spp. em isolados de
exsudato vaginal nas mulheres amostradas, Manaus - AM

Zisova et al. (2016) estudando mulheres gravidas no primeiro trimestre encontrou 20%
de taxa de colonizagdo assintomatica, apesar da gravidez configurar importante fator de risco.
Os resultados de Rosa & Rumel (2004) indicam a prevaléncia de 19,3 % de Candida spp. na
mucosa vaginal em mulheres sem queixas clinicas. Segundo estudo realizado por Camargo et
al. (2008) de 88 amostras coletadas em pacientes assintomaticas 18,18 % (N= 16) foram
positivas para Candida spp. Correa et al. (2009) identificou Candida spp em 8% de mulheres
assintomaticas. Em estudo desenvolvido por Gunther et al. (2014), em 669 pacientes
assintomaticas, foi encontrado 11,8 % (N=79) de positividade para Candida spp.

Nesta pesquisa a prevaléncia encontrada foi bem superior as encontradas em outros
estudos possivelmente devido a forma de plaqueamento, pois quando foram coletados seguindo
a literatura como orienta LACAZ et al. (2002), o indice de positividade ficou em torno de 11 a
15 %. Porém, quando as amostras colhidas foram primeiramente mantidas em caldo nutriente
ou solucdo salina e depois levadas a estufa na temperatura de 28 °C, mantidas por 72 horas, e

depois semeadas no meio de cultivo Agar Sabourad Dextrose o indice de positividade aumentou
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para de 37 %. Quando negativas as amostras foram mantidas em estufa por mais 12 horas,
confirmando-se a negatividade.

Provavelmente esses micro-organismos encontravam-se injuriados, definidos como
aqueles que sobreviveram a um estresse, mas que perderam parte de suas
caracteristicas/habilidades distintivas, e, dessa forma, demandam mais tempo para se
multiplicar, contudo, em condi¢des favoraveis, eles tém capacidade de reparar o dano e em
seguida crescer no mesmo ritmo que as células normais, inclusive de modo acelerado, atingindo
populagdes grandes o suficiente para causarem infeccdes (MACHADO & BORGES, 2013).

A restauracdo de micro-organismos injuriados para um estado ndo injuriado é
reconhecida como um processo de recuperacdo ou reparacdo, e segundo Everis (2001)
independentemente do método utilizado, a quantidade de células reparadas depende do Ph,
quantidade de 4gua do meio de cultura e da temperatura de incubacéo, provavelmente condi¢es
que foram nesta pesquisa propiciadas para o achado.

Outra caracteristica que pode ter contribuido para esse achado e como descrito por
Malanga (2005), que regides de clima quente propiciam a infeccdo, pois fatores locais tais
como, aumento da temperatura, umidade e traumas da mucosa local podem levar ao surgimento
da infeccéo pelo fungo. Li et al. (2014) estudando os fatores de risco para infec¢do por Candida
spp. do trato genital nos trépicos, observaram um aumento da susceptibilidade a infeccédo
relativo ao ambiente abafado e umido, favorecendo o crescimento de espécies de Candida. Sa
et al. (2014) encontraram 32,86 % da presenca do fungo por meio de cultura em esfregaco
cérvico-vaginal, admitiram que a prevaléncia elevada de Candida spp. no estudo se deve as
condigdes climéticas e fatores socioambientais, que foram favoraveis ao desenvolvimento da
doenca nessa regido, corroborando com o achado deste estudo. Portanto, as consideracdes de
temperatura e umidade da regido sdo propicias ao desenvolvimento fingico, pois a temperatura
média em Manaus é de 27,6 °C e a taxa média de umidade ao ano é de 80 %
(AGEITEIC/EMBRAPA, 2015).

6.1.2 Perfil Sociodemografico das Pacientes

De acordo com a Tabela 06 estéo distribuidos os dados s6ciodemograficos das pacientes
que participaram da pesquisa. A faixa etaria da amostra variou de 18 a 40 anos, todas estavam
no periodo de menacme, com média de idade 27 anos (Figura 9). O periodo de menacme foi
escolhido porque a CVV é relatada principalmente em mulheres que estdo em idade
reprodutiva. Segundo a literatura a faixa etaria mais acometida € de 20 a 40 anos, associa-se a

esse fato a atividade ovariana maxima com producdo de estrogénio, o que favorece o
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crescimento de Candida e sua aderéncia as células epiteliais vaginais (MAHMOUDI et al.,
2012; BANKAR et al., 2012).
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Figura 9 - Distribuicdo da faixa etaria das mulheres amostradas, Manaus - AM
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A cor/raga parda contribuiu com 58,9 % (N= 119), branca 28,7 % (N=58) e negra 12,4
% (N=25). Quanto a cor/raca, embora ndo se tenha elementos concretos que indique a razdo do
maior isolamento de Candida sp. em mulheres da raca negra, Sa et al. (2014) isolaram o fungo
em 66,4% de mulheres com cor escura, pois relatam que a acidez adequada ao mecanismo de
defesa do ambiente vaginal é obtida pela acdo dos lactobacilos produtores de perdxido,
dificultando o crescimento de patogenos. Alvares et al (2007) admitiram que a ocorréncia de
algumas especies de lactobacilus parece ser menos frequente em mulheres de raga negra,
tornando-as, portanto, mais suscetiveis a estes patdgenos.A discussao de cor/raga nos sujeitos
do estudo fica comprometida porque apenas 4.1% da populagdo do Amazonas, no Gltimo censo
em 2010, tenha se autodeclarado da cor preta sem contar que segundo o IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) a populacdo negra (afrodescendente) € definida como
sendo a soma dos auto-declarados de cor preta e parda, o que no caso do Amazonas reflete uma
inexatiddo devido ao fato da evidente origem indio-descendente da maioria dos “pardos” locais
(IBGE, 2015).

Mulheres casadas e com unido estavel contribuiram com 61,9 % (N= 125). A baixa
escolaridade foi representada por 50,5 % (N= 102) com ensino fundamental, ndo houve
representacdo de nédo alfabetizadas. 60,9% (N= 123) apresentavam o ciclo menstrual regular e
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51% (N=103) faziam uso de anticoncep¢do hormonal. Apenas 12,9 % (N=26) apresentaram
CVV recorrente (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos, ciclo menstrual, uso de roupas especificas, alcool,
antibiotico, relacdo sexual nos ultimos 30 dias e uso de anticoncepcional das mulheres amostradas, Manaus -

AM

Variaveis (n = 202) fi %
Idade

18|--- 25 68 33,6

25|--- 30 64 31,7

30 |--- 35 45 22,3

35 |--| 40 25 12,4
Estado civil

Casada 125 61,9

Solteira 77 38,1
Cor/Raca

Parda 119 58,9

Branca 58 28,7

Negra 25 12,4
Escolaridade

Fundamental 102 50,5

Médio 67 33,2

Superior 33 16,3
Ciclo menstrual

Regular 123 60,9

Irregular 79 39,1
CVVR

Nenhum episédio 55 27,2

Um 83 411

Dois 38 18,8

Trés 26 12,9
Uso de roupa de Lycra ou renda 119 58,9
Uso de &lcool 103 51,0
Uso de antibi6tico 41 20,3
Relacao sexual nos ultimos 30 dias 161 79,7
Uso de anticoncepcional 103 51,0

fi = frequéncia absoluta simples.
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6.1.3 Fatores de Risco para CVV em Pacientes Colonizadas por Candida spp.

No presente estudo foi relacionado os fatores de risco mencionados pelos autores para
aCVV, como: idade, estado civil, cor/raga, ciclo menstrual, uso de roupas justas e/ou sintéticas,
anticoncep¢do hormonal, uso de alcool, uso de antibidticos e atividade sexual. Os fatores de
risco e sua associacdo com a presenca de Candida spp. na cultura do exsudato vaginal estao
apresentados na Tabela 9, e em regressao logistica na Tabela 10.

A idade mostrou associacéo significativa (p<0,05) de mulheres com idade superior ou
igual a 35 anos, que apresentaram 2,88 vezes maiores chances de serem colonizadas por
Candida spp. (Tabelas 9). Li et al. (2014) avaliando a idade como fator de risco para
desenvolver CVV evidenciaram associacao significativa de pacientes com idade superior a 35
anos e a presenga de CVV (p = 0,003), estabelecendo relacdo causal com o pico de estradiol
nessa faixa etaria. Alvares (2007) relata que altos niveis de producéo de horménios femininos,
especialmente a progesterona, aumentam a disponibilidade de glicogénio no ambiente vaginal,
o qual serve como excelente fonte de carbono para o crescimento e a germinacéo das leveduras.
Raramente isola-se Candida spp. na pré-menarca, fato que, associado a baixa prevaléncia CVV
na menopausa, enfatiza a dependéncia hormonal da infecgdo. Olowe et al. (2014) encontraram
um risco de CVV em pacientes com faixa etaria entre 32 a 35 anos, justificaram através da
acidez, subsequente aos picos hormonais de FSH, LH, estradiol e progesterona que sdo
determinantes da ovulacéo e formacdo do corpo lateo, contribuiria para invasdo tecidual de
Candida spp.

N&o houve associacdo significativa entre o estado civil e relagdo sexual nos ultimos 30
dias com a colonizagdo assintomatica de Candida spp. Na amostra 79,7 % (N= 161) das
pacientes relataram ser sexualmente ativas, definida como atividade sexual nos ultimos 30 dias
antes da consulta para coleta de preventivo, destas 37,3 % (N=60) apresentaram cultura positiva
para Candida spp. Sa et al. (2007) encontraram 32,7 % da amostra de mulheres com unido
estavel, seguido de mulheres casadas 30,8% que corresponderam aos grupos com as maiores
prevaléncias de fungo no cultivo do material cervical. Barbedo & Sgarbi (2010) relataram que
a atividade sexual é um fator facilitador para desenvolver a CVV, pois esta relacionada com o
trauma direto que a penetragdo peniana ocasiona na vulva e parede vaginal, originando solugdes
de continuidade que facilitam a infec¢do por espécies de Candida em pacientes colonizadas.
Porém na amostra das pacientes colonizadas nenhuma relatou episodio de CVV apés relacdo

sexual, ndo estabelecendo relacdo causal.
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Neste estudo 53,7 % das pacientes colonizadas com Candida spp. relataram que estavam
em uso de antibioticos (ATB) ou haviam feito uso nos ultimos 30 dias, e houve uma associacao
significativa (p= 0,023), onde elas apresentaram 2,36 chances maiores de desenvolver CVV
(Tabela 9). Olowe et al. (2014) relataram que a incidéncia das infecg¢bes fingicas aumentaram
muito nos ultimos tempos, especialmente com o uso generalizado de (ATB) de amplo espectro
e tratamento imunossupressor, em seu estudo houve uma significativa associacao entre uso de
antibioticos e CVV (p = 0,035). Outros estudos mostram que o uso de ATB é apontado como
responséavel por aumentar a taxa de colonizacgdo vaginal por Candida sp. de 10 a 30 %, pois
essas drogas agem diminuindo a populacdo bacteriana que geralmente compete com as
leveduras da microbiota vaginal, particularmente dos bacilos de Ddderlein, considerados 0s
"guardides da genitalia feminina", diminuindo a competi¢do por nutrientes, evidenciando a
suscetibilidade a CVV em pacientes submetidas a antibioticoterapia, tendo um papel de
importante fator de risco (GIOLO et al., 2010; DALAZAN, 2011; BEZERRA et al.,2015).

Foi questionado as pacientes se ja haviam apresentado nos ultimos 06 meses algum
episédio de CVV e 12,9 % (N=12) referiram 03 ou mais episddios. Quando a paciente apresenta
a repeticao de trés ou mais episddios sintomaticos ao ano sdo definidas com CVV recorrentes.
Segundo Fidel (2006) 10 a 40 % das mulheres acometidas com CVV tornam-se recorrentes,
portanto valor semelhante ao encontrado neste trabalho. Quanto a positividade na cultura de
Candida spp. e os episddios de CVV houve importante associacdo (p<0,001), com 4,92 razéo
de chances de apresentar CVVR pacientes colonizadas por Candida spp.

O significado de Candida spp. presente na vagina de mulheres assintomaticas entre
episodios de recorréncia ndo estd bem claro. O achado desses organismos, durante periodos
livres de sintomas, poderia indicar um tratamento prévio inadequado por uso insuficiente de
antifingicos ou mesmo a resisténcia dos fungos aos farmacos. Entre 10 a 33 % dos casos de
recorréncia descritos na literatura a etiologia € atribuida a espécies ndo albicans, neste trabalho
o0 achado foi superior, pois 46 % (N= 7) das pacientes com CVVR a espécie mais comumente
encontrada foi a C. parapsilosis.

Em relacdo ao método contraceptivo hormonal foi observado que 53 % (N= 40) eram
usudrias. Alguns trabalhos ressaltam o uso do contraceptivo hormonal como importante fator
de risco para vulvovaginites clinicas (ANDRIOLLI et al., 2009; DAN et al., 2006), pois 0 uso
de anticoncepcionais hormonais fornecem condigdes nutritivas que favorecem o
estabelecimento do fungo na mucosa vaginal, como o estado hiperestrogénico que aumenta a
acidez vaginal, pois o nivel elevado de estrogénio contribui para um aumento no contetdo de

glicogénio vaginal, importante fonte de carbono para o desenvolvimento de Candida spp
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(BANKAR et al., 2012). Outros pesquisadores, porém, ndo identificaram rela¢do entre o uso de
contraceptivos orais com a presenca de vulvovaginites causadas por Candida spp. (SA et al.,
2014; ZISOVA et al., 2016). No presente estudo, ndo ficou evidenciada interferéncia entre
métodos contraceptivos adotados e a ocorréncia da infeccdo associacdo. Todavia, a
diferenciacdo na dosagem de estrogeno do ACO né&o foi avaliada nesta pesquisa.

Em desacordo com os dados da literatura, ndo houve associacdo de colonizacéo
assintomatica com estado civil, cor/raca, escolaridade, ciclo menstrual, uso de alcool e relacao
sexual nos ultimos 30 dias. A ndo observagdo destes fatores de risco provavelmente se deve a
casuistica, uma vez que praticamente ha unanimidade entre os autores que os associam a CVV
(ROSA & RUMEL, 2004; DOU et. al., 2014; SHI et al., 2015).
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Tabela 9 - Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos, ciclo menstrual, uso de roupas especificas,
anticoncepicional, antibidtico e relagdo sexual nos dltimos 30 dias em relagdo a prevaléncia de Candida nas
mulheres amostradas, Manaus - AM

Candida spp
Variaveis Sim (n=75) N&o (n=127)
fi % fi % Total OR p*
Idade 2,92 0,021
> 35 anos 15 60,0 10 40,0 25
< 35 anos 60 33,9 117 66,1 177
Estado civil 1,84 0,068
Casada 53 42,4 72 57,6 125
Solteira 22 28,6 55 714 77
Cor/Raca 0,95 0,999
Negra 9 36,0 16 64,0 25
Branca/Parda 66 37,3 111 62,7 177
Escolaridade 0,72 0,326
Fundamental 34 33,3 68 66,7 102
Medio/Superior 41 41,0 59 59,0 100
Ciclo menstrual 2,38 0,008
Regular 55 44,7 68 553 123
Irregular 20 25,3 59 747 79
CVVR 4,92 <0,001
Um ou mais 67 45,6 80 544 147
Nenhum episédio 8 14,6 47 854 55
Uso de roupa de lycra ou renda 1,84 0,062
Sim 51 42,9 68 57,1 119
Né&o 24 28,9 50 711 83
Uso de &lcool 1,78 0,068
Sim 45 43,7 58 56,3 103
Né&o 30 30,3 69 69,7 99
Uso de antibi6tico 2,36 0,023
Sim 22 53,7 19 46,3 41
Né&o 53 32,9 108 67,1 161
(F;;;Isgéo sexual nos ultimos 30 1,03 0,999
Sim 60 37,3 101 62,7 161
Né&o 15 36,6 26 634 41
Uso de anticoncepcional 1,78 0,068
Sim 45 43,7 58 56,3 103
Né&o 30 30,3 69 69,7 99

fi = frequéncia absoluta simples; OR = Odds Ratio; * Teste do qui-quadrado com correcdo de Yates.
Valor de p em negrito itdlico indica associaco estatisticamente significante ao nivel de 5%.
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As pacientes que faziam uso diario de pegas intimas de renda/lycra associada a cal¢a
justa de fibra sintética apresentaram 2,34 vezes maiores chances de serem colonizadas por
Candida spp (Tabela 10). Nascimento (2013) relata que o uso de roupa intima de material
sintético propicia o surgimento da infeccdo pelo fungo devido pouca aeracdo nos Orgaos
genitais, aumentando a umidade e o calor, condigdes propicias para a proliferacdo fungica.
Holanda et al. (2007) evidenciaram que entre as pacientes assintomaticas com cultura positiva
para Candida spp. houve uma associacao relevante com o uso de roupas justas e/ou sintéticas
(p=0,02). Andriolle et al. (2009) afirmaram que fatores extrinsecos, como tipo de roupa intima
(p<0,05) e uso constante de calca jeans (p<0,05), quando analisados de acordo com a
localizacdo geografica (clima quente e Umido) das mulheres que compuseram o estudo,
exibiram associacdo significativa sugerindo possivel interferéncia de tais aspectos na

frequéncia e distribuicdo de CVV, dados que corroboraram com o achado desta pesquisa.

Tabela 10 - Regressdo Logistica dos dados sociodemograficos, ciclo menstrual, uso de roupas especificas,
alcool, antibidtico e relacio sexual nos ultimos 30 dias em relagdo a prevaléncia de Candida nas mulheres
amostradas, Manaus — AM

Variaveis OR 1C95% Z p

Idade (>35/<35) 2,8885 1,1160 7,4761 2,1861 0,0288
Uso de antibiotico (Sim/N&o) 1,9524 0,8733 4,3650 1,6299 0,1031
Ciclo menstrual (Sim/N&o) 2,0451 0,6408 6,5268 1,2083 0,2269
CVVR (=1/<1) 4,0119 1,6775 9,5950 3,1227 0,0018
Escolaridade (Fundamental/Médio e Superior 0,5896 0,3026 1,1487 1,5526 0,1205
Estado Civil (Casada/Solteira) 1,9831 0,9622 4,0873 1,8555 0,0635
Uso de anticoncepcional (Sim / N&o) 0,9885 0,3174 3,0785 0,0200 0,9841
Uso de roupa de lycra ou renda (Sim / Nao) 2,3439 1,1901 4,6164 2,4632 0,0138
Raca/Cor (Negra/Parda ou Branca) 0,9480 0,3532 2,5440 0,1061 0,9155
Relacdo sexual nos altimos 30 dias (Sim / Nao) 1,0682 0,4718 2,4187 0,1582 0,8743

Intervalo de Confianca ao nivel de 95% para 0 OR; Z = Estatistica de Teste e p < 0,05 indica as variaveis
significativas ao modelo.
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6.2 Identificacdo dos isolados clinicos do género Candida

6.2.1 Identificacd@o dos isolados clinicos do género Candida pelos métodos fenotipicos

As caracteristicas fenotipicas das leveduras sdo frequentemente utilizadas em
laboratdrio para a identificacdo destes organismos ao nivel de espécies e subespécies, ha na
literatura ampla variedade de métodos utilizados para a determinacdo de Candida spp. cada
método apresenta vantagens e desvantagens (OLIVEIRA, 2014). Diante dos resultados obtidos
a avaliacio dos aspectos macro morfoldgicos foi feito a partir do crescimento em Agar
Sabourad Dextrose. Dos 202 exsudatos vaginais colhidos 37 % (N=75) foi possivel identificar
amostras do género Candida. As culturas positivas para Candida spp. apresentaram coloragédo
branca variando a branco-amarelada, aparéncia lisa, algumas frondosas, brilhante, imidas e
cremosas, com odor caracteristico (Figura 10). A maioria das espécies, incluindo C. albicans,
C. tropicallis, C. glabrata, C. rugosa, C. dubliniensis, C. krusei, C. lusitaniae e C.
guilliermondii apresentam a mesmas caracteristicas macromorfoldgicas, ou seja, a
diferenciacio entre as espécies neste meio de cultura Agar Saboraud Dextrose raramente é

possivel.

Figura 10 - Placa de Petri com meio Agar Sabourad Dextrose positiva para Candida sp.

Na avaliagdo dos aspectos micromorfologicos foi realizado microcultivo em meio de
cultura Agar fuba acrescido de TWEEN 80, crescimento em meio cromogénico e 0
auxanograma.

As leveduras, no microcultivo, foram semeadas em meio Agar fuba acrescido de
TWEEN 80 para a producédo de clamidoconideos, estrutura morfologica sugestiva da espéecie
C. albicans. A espécie C. albicans foi a mais prevalente em 62,7 % (N= 47), pois 0s
clamidoconideos apresentaram-se redondos e terminais caracteristicos (Figura 11), e 38 % (N=

28) das amostras apresentaram as espécies ndo-albicans. Apesar da literatura destacar a C.
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albicans como o agente fangico mais prevalente entre as infec¢bes, 0 método apresenta

limitacdo por ndo apresentar especificidade para as espécies diferentes de albicans.

Percentual de espécie de Candida albicans e ndo- ’r . ‘
albicans identificadas pelo método Agar Fuba '

OC. albicans

B C. ndo-albicans

Figura 11 - Micromorfologia em Agar-fuba (1000x) de Candida albicans

CHROMagar Candida € um meio cromogénico que permite a identificagdo presuntiva
das leveduras por conter varios substratos enzimaticos que, hidrolizados pelas hexoaminidases
correspondentes, permitem a identificacdo da levedura de acordo com a pigmentagdo exibida
pela coldnia em um tempo de 24 a 48 horas. O meio utilizado indica col6nias verde-claras para
C. albicans, rosa rugosa para C. krusei, azul metalico para C. tropicalis, lilas para C. glabrata
e rosa lisa para C. parapsilosis. Segundo Oliveira (2006) o meio CHROMagar Candida deve
ser utilizado para diferenciar, de forma rapida, algumas espécies de Candida a partir de
amostras clinicas como meio de triagem, contudo vale ressaltar que esse meio de cultura
especifico é caro, e de dificil acesso no Amazonas. Dentre os 75 isolados de Candida spp. que
foram cultivados em CHROMagar 61 % (N= 46) revelou C. albicans como a espécie mais
comum, seguida de 9 % (N= 4) de C. parapsilosis, 8 % (N= 6) C. tropicallis, 4,5 % (N=3), C.
krusei, 4,5 % (N= 3) de C. glabrata e 13 % (N= 10) isolados que produziram col6nias brancas,

portanto ndo puderam ser identificados (Figura 12).
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H C. albicans H C. parapsilosis B C. tropicallis

i C. krusei H C. glabrata LIN.I.

Figura 12 Distribuicdo das espécies de Candida em meio cromogénico para identificacdo presuntiva destas
leveduras em amostras isoladas do exsudato vaginal

Cardenes et al. (2004) avaliaram quatro meios cromogénicos comerciais utilizados para
identificacdo de espécies do género Candida, entre eles 0 CHROMagar Candida, obtiveram
especificidade e sensibilidade maior que 92 % para identificacdo de C. albicans. Entretanto,
esses autores conseguiram identificar apenas 5,6 % de isolados C. ndo- albicans nesse meio de
cultura, diferindo do resultado desta pesquisa onde 25,3 % (N= 19) das amostras foram
identificadas como espécies C. ndo-albicans.Uma das vantagens do meio cromogénico € a
caracterizagdo de duas ou mais espécies de Candida na mesma placa de isolamento, na amostra
estudada ndo houve infecc¢éo mista.

A prova de assimilacdo de carbono, o auxanograma, determina a capacidade das
diferentes espécies de leveduras desenvolverem-se a partir de diferentes substratos. A
positividade caracteriza-se pela presenga de um halo ao redor do agucar assimilado. Nesse
estudo foram utilizados os seguintes acUcares: glicose, galactose, maltose, rafinose, sacarose e
lactose. O achado na amostra foi 59 % (N= 44) de C. albicans; 7 % (N=05) de C. tropicallis; 5
% (N=04) C. lusitaniae; 5 % (N=04) C. parapsilosis; 5 % (N= 04) de C. rugosa, 4 % (N=03)
C. krusei, 3 % (N= 02) C. guilliermondii e 12 % (N= 09) ndo foi possivel identificar pelo
método. Fernandes Correia (2016) afirma que as provas bioquimicas, como 0 auxonograma,
apontam identificacbes erroneas relacionadas ao crescimento lento ou ao metabolismo das
leveduras, e esses equivocos sao mais frequentes entre as espécies C. tropicalis, C. albicans,
C.krusei e C. parapsilosis assim como ocorre com leveduras pouco frequentes, como
Wickerhamomyces anomalus (Pichia), C. kefyr, Cryptococcus unigutulatus, entre outras.
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Assim devido a esses resultados errdneos e a necessidade de expertise técnica para sua
realizacdo, que nem sempre apresenta 100% de acuracia, ha necessidade de confirmar com

outros métodos de identificacao.

6.4.2 ldentificacdo dos isolados clinicos por métodos moleculares

Atualmente, novas opc¢oes de identificacdo de leveduras, como a utilizacdo de métodos
moleculares tém sido descritas para superar as limitacdes dos métodos tradicionais, que utilizam
longos periodos para identificagdo, por ndo apresentarem a precisdo e curacidade necessérias,
além de dependerem de recursos humanos altamente especializados e dificil de encontrar, assim
com os avancgos de estudos em taxonomia molecular tem sido possivel a descoberta de novas
espécies causando infec¢bes. Portanto a fim de confirmar a caracterizacdo fenotipica e
determinar as espécies de Candida isoladas que ndo foram identificadas pelas analises
fenotipicas, foi realizada a identificacdo molecular por PCR e sequenciamento das regides Its 1
e Its 2 do rDNA e MALDI-TOF, além de realizar fingerprinting do DNA genomico por AFLP.

Pelo sequenciamento das regides Its 1 e Its 2 do rDNA foram identificadas sete
diferentes espécies do género Candida. 64 % (N= 48) das amostras foram identificadas como
C. albicans; 20 % (N= 15) de C. parapsilosis; 5,3 % (N= 04) C. glabrata; 4 % (N= 03) C.
tropicallis; 4 % (N= 03) C. haemolinus; 1,3 % (N= 01) de C. krusei ¢ 1,3 % (N= 01) C.

lusitaniae (Figura 13).

70%
64 %
60%
50%
40%
30%
20 %
20%
0
o . 4% 4% 13 % 1,3 %
RO 0] RO}
0% | | —
C. albicans C. C. glabrata C. tropicalis C. C. krusei C. lusitanea
parapsilosis haemolinus

Figura 13 - Distribuicdo das espécies de Candida identificadas pelas regifes Its 1 e Its 2 do rDNA isoladas do
exsudato vaginal.
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Na identificacdo por MALDI TOF MS 42 % (N= 32) das amostras foi identificada como
C. albicans; 19 % (N= 14) de C. parapsilosis; 3 % (N= 02) C. tropicallis; 3 % (N= 02) C.
glabrata; 1 % (N=01) de C. krusei; 1 % (N=01) C. zeylanoides e 31 % (N= 23) ndo foi possivel
identificar pelo método (Figura 14). Segundo Posteraro (2013) em muitos laboratorios clinicos,
a identificacdo de leveduras ainda depende de métodos fenotipicos e moleculares que séo
trabalhosos, demorados e muitas vezes ineficazes, por isso tem sido proposto em muitos
laboratérios de microbiologia clinica, na Europa, o uso deste como padrdo-ouro para a
identificacdo de fungos devido a sua superioridade em muitas tarefas. Nesta pesquisa, foi
concluido que o tempo hébil para identificacdo de espécies de Candida pelo MALDI-TOF é
bem inferior quando comparado as outras metodologias fenotipicas e e moleculares aqui

utilizadas.

Identificacdo pelo Método Maldi-Tof

N&o identificadas 30,00%
C. krusei W 1,50%
C. zeylanoides 2%
C. tropicalis M 3%
C. glabrata 3%
C. parapsilosis NN 19%
C. albicans [N 43%
0%  10%  20%  30%  40%  50%

Figura 14 - Distribuigdo das espécies de Candida identificadas pelo método de MALDI-TOF isoladas do
exsudato vaginal de mulheres assintomaticas na cidade de Manaus

6.5 Comparagao entre os Métodos Diagndsticos

Dentre os métodos fenotipicos e bioquimico a C. albicans foi a mais prevalente em torno
de 60 %, achado semelhante a outros estudos com pacientes colonizadas (CORREA et al, 2009;
SPOLIDORIO et al 2009; MIMICA et al 2009). A taxa de concordéncia entre 0os métodos para
C. albicans foi em torno 96 %, e diferiram entre as espécies ndo albicans (Tabela 12). As
explicacBes para tais discordancias podem estar relacionadas as limitagcdes apresentadas por
estes métodos ou a caracteristicas inerentes as leveduras, como citado particularmente a cada

método.
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Assim os métodos de identificacdo de leveduras baseado em caracterizagdo fenotipica e
bioquimica apresentam alta sensibilidade quanto a espécie albicans, porém apresentam algumas
deficiéncias quanto as espécies ndo albicans, ja que alguns grupos de leveduras apresentam
poucas variagbes morfologicas. Além disso consomem tempo desde o isolamento até o
diagndstico definitivo, principalmente no caso de espécies pouco frequentes.

Tabela 11 - Distribuigdo da frequéncia e comparacao dos diferentes métodos fenotipicos para identificacao das
espécies de Candida isoladas do exsudato vaginal, Manaus - AM

Método

Espécies Agar-Fuba Auxonograma Chromoagar

(n=75) fi % fi % i %
C. albicans 47 62,7 44 58,7 46 61,3
C. glabrata - - - - 3 4,0
C. guilliermondii - - 2 2,7 - -
C. hemolinus - - - - - -
C. krusei - - 3 4,0 3 4,0
C. lusitaniae - - 4 53 - -
C. parapsilosis - - 4 5,3 7 9,3
C. rugosa - - 4 53 - -
C. tropicallis - - 5 6,7 6 8,0
C. zeylanoides - - - - - -
Nao identificada 28 37,3 9 12,0 10 13,4
Total 75 100,0 75 100,0 75 100,0

A sensibilidade e a especificidade dos métodos classicos (agar-fuba, auxonograma,
CRHOMagar) e do MALDI-TOF foi calculado a partir da comparacdo com a identificacdo
molecular, e foi feita por grupos de C. albicans e ndo-albicans, por conta que ndo houve
representatividade numeérica de cada espécie identificada (Tabela 12).

Dentre 0os métodos fenotipicos, o Agar-fubd apresentou alta sensibilidade e
especificidade, porém o método apresenta limitagdo porque nédo é capaz de identificar espécies
ndo-albicans, alcancando 95,7 % de positividade para as amostras de C. albicans (Tabela 12).
O auxonograma apresentou 86,4 % de especificidade, provavelmente devido ao metabolismo
fangico lento, que interfere na assimilacdo desses agucares apontando identificacGes errdneas,

além disso sua metodologia € dispendiosa de tempo e de dificil execucéo.
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Tabela 12 - Distribuigdo segundo a sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de identificacdo do
genero Candida em relacdo ao método molecular, Manaus - AM

Molecular
Variaveis C. albicans N albicans
fi % fi % Total S (1C95 %) E (1C95 %)

Agar-Fuba 93,8 % 92,6 %
C. albicans 45 95,7 2 4,3 47 (83,2-97,9) (76,6-97,9)
N albicans 3 10,7 25 89,3 28

Auxo 93,2 % 86,4 %
C. albicans 41 93,2 3 6,8 44 (81,8-97,6) (66,7-95,2)
N albicans 3 13,6 19 86,4 22

Chromoagar 93,5% 84,2 %
C. albicans 43 93,5 3 6,5 46 (82,5-97,8) (62,4-94,5)
N albicans 3 15,8 16 84,2 19

Maldi-Tof 85,7 % 88,2 %
C. albicans 30 93,8 2 6,2 32 (70,6-93,7) (65,7-96,7)
N albicans 5 25,0 15 75,0 20

fi = frequéncia absoluta simples; S = Sensibilidade; E = Especificidade; 1C95% = Intervalo de Confianga ao nivel
de 95%.

O meio CHROMagar Candida tem sido utilizado para diferenciar, de forma
relativamente rapida, algumas espécies de Candida a partir de amostras clinicas (DO CARMO
et al., 2006). Nesta pesquisa a sensibilidade foi de 93,5 %, achado semelhante a Cardenes et al.
(2004), que mostraram sensibilidade maior que 92 % para identificacdo de C. albicans, porém
com baixa especificidade em espécies raras emergentes.

Segundo Odds et al (1994) o CHROMagar Candida apresenta alta especificidade e
sensibilidade, excedendo 99 %, para trés das principais espécies de Candida: C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei. Nesta pesquisa quando foi avaliado por espécie resultou taxas de
concordancia bem menor (Tabela 12), provavelmente devido as variacBes fenotipicas
intraespécies que possam ocorrer, somado ao fato que € um método observador dependente com
variacdo de cor e do aspecto das col6nias. Cooke et al. (2002) a0 compararem varios meios
cromogénicos, inclusive o CHROMagar Candida, obtiveram variagdes nas coloraces das
col6nias entre isolados da mesma espécie, ocorrendo efeito semelhante ao encontrado neste
estudo.

A identificacdo presuntiva de C. glabrata nesse meio permanece controversa, alguns
autores consideram o uso de CHROMagar apropriado para sua deteccdo (HOSPENTHAL et
al., 2002), enquanto outros ndo o recomendam (ODDS & BERNAERTS, 1994; COOKE et al.,
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2002). Nesta pesquisa houve uma taxa de concordancia com a identificagdo para C. glabrata
de 75 % (Tabela 13).

Tabela 13 - Relagdo de concordancia entre os métodos Molecular e CHROMagar de isolados clinicos do género

Candida
Método CHROMagar Morfologia e pigmentacdo  Concordéncia
das colénias em (%)
Molecular CHROMagar

C. albicans (48) C. albicans (46) Verde 95,8
C. parapsilosis (15) C. parapsilosis (7) Rosa, lisa 46,6
C. glabrata (4) C. glabrata (3) Lilas 75
C. tropicallis (3) C. tropicallis (6) Azul metalico 50
C. krusei (1) C. krusei (3) Rosa, rugosa 33,3

No entanto, a taxa de desenvolvimento da cor caracteristica de espécies de Candida
pode sofrer influéncia da temperatura de incubacdo. Por exemplo, C. albicans, a 37°C durante
48 horas de incubacdo, apresenta colonias esverdeadas e, se alterarmos a faixa de temperatura
para o intervalo de 25 a 30 °C, apresentara coloracdo rosa. Além disso, falta consenso para a
identificacdo de outras espécies de Candida, diferentes de C. albicans, C. krusei e C. tropicallis,
que s&o identificadas por este método (CARDENES et al., 2002; ESTRADA-BARRAZA et al.,
2011). Alguns autores também relatam, que C. tropicallis representa a principal fonte de falsa
identificacdo para este meio de cultura, devido a sua ampla faixa de variacdo de cores
(CARDENES et al., 2002; ESTRADA-BARRAZA et al., 2011), achado encontrado nesta
pesquisa, pois 0 método superestimou esta espécie em 50 % (Tabela 13).

A figura 15 descreve a distribuicdo por espécies de Candida entre os métodos de
identificacdo auxonograma, CHROMagar e molecular nos isolados do exsudato vaginal, dando

uma visdo geral.
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Figura 15 - Distribui¢do por espécie de Candida entre os métodos de identificagdo auxonograma, CHROMagar e
molecular nos isolados do exsudato vaginal em mulheres amostradas, Manaus- AM

O MALDI-TOF, como descrito por Santos (2011), é uma técnica poderosa e confiavel
para identificacdo bacteriana, e mais recentemente utilizada para detectar e identificar os
isolados clinicos de Candida spp., inclusive possibilita a discriminagao de espécies
estreitamente relacionadas. A identificacdo dos isolados clinicos, por espectrometria de massas
MALDI-TOF foi realizada a fim de confrontar sua acuracia frente a caracterizacdo molecular
das leveduras do género Candida.

A acurécia da espectrometria de massa MALDI-TOF frente aos métodos moleculares
para a identificacdo de Candida krusei foi de 100 %. Porém, o banco de dados nao foi
suficientemente extensivo para fornecer a identificacdo das espécies C. haemolinus e C.
lusitanea, provavelmente devido a uma completa falta de dados relacionados a estas leveduras

no banco de dados do aparelho (Figura 16)



75

700 Tz
[JMALDI-TOF
60,0
M Molecular
50,0 -
40,0 -
30,7
30,0 - ]
20,0 -
10,0 1 13 1,3 13 13
0,0% —— - T |
B < Qf') 60
) & RS O
N BN &¥
& N Qﬁ ,6@(\
v \
. $,_‘00

Figura 16 - Distribuicdo por espécie de Candida entre os métodos de identificagio MALDI-TOF e molecular nos
isolados do exsudato vaginal em mulheres amostradas, Manaus- AM

A sensibilidade e especificidade do MALDI - TOF foi acima de 85 %, mesmo com 30,7
% de ndo identificados, quando comparados aos outros métodos. Este evento foi atribuido a
auséncia de um completo banco de dados, que segundo Lima-Neto et al. (2014), em breve, com
0 crescente uso da técnica os bancos de dados protedmicos ficaram cada vez mais completos
tornando a técnica mais usual, inclusive superando as limitagdes dos outros métodos na
identificacdo de espécies raras e emergentes.

Dentre os 05 métodos diagnosticos realizados 41% (N=31) das amostras foi
concordante entre si (Figura 15), destes 84% (N=26) foram identificadas como Candida
albicans e 16% (N=5) de outras espécies assim distribuidas: C. parapsilosis (N= 02); C.
tropicallis (N=02) e C. krusei (N=01) (Figura 17).

= Concord

= Nao concord

Figura 17 - Distribui¢do das amostras de Candida spp. cuja a identificacdo da espécie foi concordante em 05
técnicas diagndsticas diferentes
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Cerca de 64 % das leveduras, identificadas na mucosa vaginal, foram C. albicans, que
esteve amplamente distribuida em nossa amostragem, como comensal. Entretanto,
recentemente, as espécies de Candida ndo albicans vém mudando este panorama clinico, neste
trabalho a porcentagem foi expressiva, 36 % da amostra, pois a maioria dos estudos apresentam
uma distribuicdo da ocorréncia destas espécies entre 10 a 30 % dos casos de colonizacao
(ANDRIOLLI et al., 2009; MUKASA et al., 2015; FORNARI et al., 2016).

As espécies ndo albicans mais comumente encontradas neste trabalho foram C.
parapsilosis, C. glabrata e C. tropicallis, achado concordante com outros estudos, que as
identificam na ultima década, como espécies emergentes ocorrendo em mulheres adultas sem
sintomatologia (RAGUNATHAN et al.,2014; HIGASHI et al., 2015).

O ranque de prevaléncia destas espécies é variavel, pois no Brasil apresentam um perfil de
prevaléncia que muda de regido para regido. No Estado do Rio de Janeiro C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. guilliermondii, C. famata, C. glabrata, C. krusei e C. lambica (NEUFELD et al.,
2015). No Estado de Minas Gerais (Uberlandia), a espécie de C. parapsilosis foi mais
prevalente que C. albicans, seguido de C. tropicalis e outras (MENEZES et al., 2015). No
Estado do Maranhdo, em Séo Luis, a prevaléncia encontrada foi de C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei e C. norvegensis (MAGALHAES et al., 2015).

Assim a relevancia do reconhecimento correto e rapido das espécies tem valor
epidemioldgico, entretanto mais importante ainda quando aplicado a terapéutica, devido a
presenca de resisténcia inerente ou adquirida aos antifungicos de variadas espécies (HIGASHI
et al., 2015).

6.6 C. haemulonii- primeiro isolamento no exsudato vaginal no Brasil

Nesta pesquisa foi identificado 4 % (N= 3) de C. haemulonii, uma espécie extremamente
rara que faz parte do complexo de espécies haemulonii, formado pela C. haemulonii, C.
duobushaemulonii. nov. e C. haemulonii var. vulnera.. Esta levedura merece atencdo especial
porque é considerada multirresistente a anfotericina B e aos azois. Os métodos classicos e
comerciais de identificacdo das leveduras ndo sdo confiaveis para identificar esta rara e
emergente espécie (CENDEJAS-BUENO et al., 2012). A identificacdo em nivel de espécie foi
alcancada somente apds o sequenciamento das regides Its 1-2 (RAMOS et al. 2015). Nesta
pesquisa 0 dendograma construido a partir das sequencias do rDNA agrupam 100 % os trés

isolados, cuja a identidade foi de 99 % para todas as cepas (Figura 18).
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Figura 18 - Dendograma gerado pelo programa 1Q-TREE pelo método de maxima verossimilhanca referente as
cepas de Candida spp. isolados do exsudato vaginal

O primeiro isolamento humano de C. haemulonii ocorreu em 1984 a partir do sangue
de um paciente com insuficiéncia renal. Desde entéo, raros casos de infec¢gdes humanas com C.
haemulonii foram relatados em todo o mundo, incluindo o cateter venoso central relacionadas

com candidemia em pacientes da Argentina, Coreia e China; em recém-nascidos pré-termo
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recebendo nutri¢do parenteral no Kuwait e um paciente de 37 anos com osteomielite do halux
esquerdo na Franca. No Brasil o primeiro relato de caso foi em 2012 numa paciente com cancer
de ovario, isolada do cateter venoso central (ALMEIDA et al., 2016).

Ramos et al. (2015) analisando quatro hospitais brasileiros, entre 2005 e 2013,
identificou 12 isolados clinicos de C. haemulonii. Recentemente, Almeida Jr. et al (2016)
mostrou que entre 14.642 culturas positivas de leveduras colhidas, de cinco hospitais de Sao
Paulo (Brasil), 40 (0,3 %) isolados foram identificados como espécie de complexo de C.
haemulonii. Nestes estudos, diferente do achado desta pesquisa, nenhum isolado foi de origem
do exsudato vaginal, tornando esta pesquisa a primeira identificacdo de C. haemulonii em

isolados do exsudato vaginal em mulheres assintomaticas.

6.7 Variabilidade Genética das espécies de Candida por AFLP (Admplified Fragment
Length Polymorphism)

Na analise de polimorfismo por AFLP foi utilizado um primer (EcoAT+Msel C) para
gerar os dados, 0 mesmo apresentou 107 bandas sendo 100% polimorficas (Figura 19).

O dendograma apresentou duas divisdes, a primeira com apenas um componente 0
individuo AA61, identificado como C. albicans, que possivelmente se comportou dessa forma
devido falha no primer escolhido, pois ndo conseguiu acessar as informag6es contidas no seu
DNA (Figura 20).

Ja a segunda divisdo agrupa o restante dos individuos, & possivel observar o
agrupamento dos individuos da espécie C. albicans em pelo menos 5 clados, rearranjados em
diversos subclados indicando a possibilidade de variabilidade genética entre esses espécimes.

Também é possivel verificar o agrupamento de individuos de outra espécie como 0
AA46 e AAGS (C. glabrata) com cerca de 60% de similaridade seguido pelo AA10 com 40%
de similaridade com os outros dois, ja o terceiro individuo dessa espécie AA6O, rearranja-se
com outro grupo AA57 e AA58 de espécie (C. albicans).

O agrupamento de todos os individuos e a forma como o grupo se estrutura formando
diversos clados e subclados, indica variabilidade genética, apesar do coeficiente cofenético ser
de 92,2%.
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Figura 19 - Placa de AFLP em gel de poliaclilamida a 6% das amostras de Candida spp dos isolados
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6.8 Perfil de Susceptibilidade e de Resisténcia dos isolados clinicos aos agentes
antifungicos convencionais

O perfil de susceptibilidade, dos isolados do exsudato vaginal, frente aos antifingicos
foi determinado para os 75 isolados clinicos de Candida spp. 100 % das amostras distribuidas
entre as 07 espécies identificadas C. albicans (48), C. parapsilosis (15), C. tropicallis (3), C.
glabrata (4), C. krusei (1), C. lusitanea (1) e C. haemolinus (3), ndo apresentaram sensibilidade
a nenhum dos antifingicos convencionais (Anexo 03 ).

O perfil de resisténcia, dos isolados do exsudato vaginal, frente ao itraconazol (1 pg/ml),
nistatina (32 pg/ml), fluconazol (64 pg/ml) e o cetoconazol (32 pg/ml) foi determinado para 0s
75 isolados clinicos de Candida spp (Anexo 04). O perfil de resisténcia as drogas das cepas que
apresentaram sensibilidade estdo distribuidas na tabela 14.

Quanto ao perfil de resisténcia ao Itraconazol apenas uma cepa a C. glabrata se mostrou
sensivel. E duas cepas a C. haemolinus e a C. parapsilosis tiveram seu crescimento inibido, os
outros isolados apresentaram perfil de resisténcia na dose realizada. Quanto a Nistatina todas
as 75 amostras apresentaram resisténcia.

Em relacdo ao fluconazol, tiveram crescimento inibido 04 cepas de C. parapsilosis, 02
cepas de C. haemolinus e 01cepa de C. albicans, todas as outras amostras (N= 68) apresentaram
resisténcia. Quanto ao cetoconazol tiveram crescimento inibido 02 cepas de C. albicans e 01 de

C. haemolinus, e foi sensivel 01 cepa de C. parapsilosis (Tabela 14).

Tabela 14 - Distribuigdo das cepas de Candida sp. que apresentaram sensibilidade aos antiflngicos itraconazol,
nistatina, fluconazol e cetoconazol

Espécies Itraconazol Nistatina Fluconazol Cetoconazol
(C=1pg/mL) (C=32pg/mL) (C=64pg/mL) (C=32pg/mL)
C. glabrata (AA10) S R R R
C. haemolinus (AA27) Cl R Cl R
C. parapsilosis (AA28) Cl R R R
C. haemolinus (AA29) R R Cl Cl
C. parapsilosis (AA31) R R Cl S
C. parapsilosis (AA35) R R Cl R
C. albicans (AA36) R R Cl R
C. parapsilosis (AA41) R R Cl R
C. parapsilosis (AA42) R R Cl R
C. albicans (AA58) R R R Cl
C. albicans (AA64) R R R Cl
S= cepa sensivel; R= cepa resistente; CI= crescimento inibido

Hou et al. (2016) estudaram a susceptibilidade aos antifungicos de 31 isolados, de 14
hospitais da China, de C. haemolinus e encontraram uma concentragéo inibitoria minima (CIM)
>128ug/mL ao fluconazol. Ramos et al. (2015) estudando 12 isolados clinicos de C.

haemolinus, no Brasil, todos foram resistentes ao fluconazol (CIM >64 mg/L). Cendejas-Bueno
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et al. (2012) descrevem o complexo da C. haemolinus como uma nova espécie que apresenta
um perfil antifingico multirresistente, incluindo uma alta CIM para compostos de anfotericina
B e uma resisténcia cruzada aos azolicos. Nesta pesquisa foi observado que as cepas C.
haemolinus, de origem do isolado vaginal, apresentaram sensibilidade aos azdis, na cepa
identificada em uma cepa (AA27) tiveram efeito fungistatico com o fluconazol e o itraconazol,
e a outra cepa (AA29) com fluconazol e itraconazol (Tabela 14). Vale ressaltar nas literaturas
citadas ndo ha registro de cepas de C. haemolinus isoladas de exsudato vaginal e sim de origens
diversas (sangue, lavado bronco-alveolar, unha, urina, ulcera (HOU et al., 2016; RAMOS et al.,
2015; ALMEIDA JR et al.,, 2012; FORNARI et al.,, 2016) com este comportamento de
multirresisténcia.

Fornari et al. (2016) avaliando a suscetibilidade de espécies de Candida isoladas da
vagina, em pacientes assintomaticas, encontraram todos os isolados de C. albicans sensivel
dose-dependente (SDD) para nistatina (8ug/mL), sensivel ao itraconazol (0,0625 ug/mL),
fluconazol (0,125 ug/mL) e ao cetoconazol (0,0625 nug/mL), e 03 isolados de C. glabrata
resistentes ao itraconazol (4,0 ug/mL), SDD ao fluconazol (4,0 - 16 ug/mL), a nistatina (8,0
pg/mL) e ao cetoconazol (1,0 — 4,0 ug/mL). Achados bem diferentes desta pesquisa que das 48
cepas de C. albicans apenas 02 cepas tiveram seu crescimento inibido (fungistatico), pelo
cetoconazol em concentracgdo de resisténcia (32 pg/mL).

Assim nesta pesquisa 85 % das espécies de Candida apresentaram resisténcia aos
antifangicos convencionais fluconazol, nistatina, itraconazol e cetoconazol. Todos utilizados
no tratamento da CVV, na concentracdo de resisténcia estabelecida pelo CLSI (2008). Este
perfil de resisténcia € relatado em varios estudos (CHANG et al., 2013; DA COSTA et al.,
2014; ZHANG et al., 2015). No entanto, sofre variacdes de acordo com a regido geografica, o
que desde o plaqueamento das amostras foi sugerido, nesta pesquisa, que condicdes climaticas
e habitos locais sdo importantes fatores de risco que corroboram com este achado.

Além disso, a resisténcia adquirida por espécies de Candida frequentemente esta
associada ao uso de terapia profilaticas, que contribui de forma direta com o aumento de
espécies de Candida ndo albicans, que sdo naturalmente menos sensiveis aos antifingicos e
também possuem maior capacidade de desenvolver resisténcia cruzada, principalmente aos
agentes azolicos, nesta pesquisa foi questionado apenas uso de antifungico nos ultimos 30 dias.
A resisténcia cruzada, tem sido principal causa de falha terapéutica de infecgdes fungicas, e é
definida como a resisténcia de micro-organismos a varias drogas que compartilham alvos
terapéuticos em comum (DALAZEN, 2011).
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6.9 Atividade antifungica de extratos brutos de Vaitarea guianensis

No médio e baixo Amazonas a populacéo utiliza as sementes de V. guianensis contra
diversos tipos de micoses superficiais, sob a forma de tintura alcodlica ou por aplicacdo direta
na pele de suas sementes maceradas, ou na forma de cha para banho de assento a partir da
maceracao do fruto para as infec¢bes de vulva e vagina. A literatura relata também que as cascas
do caule e das raizes sdo utilizadas pela populacdo contra fungos, no periodo em que esta
espécie ndo estd em fase de frutificacdo (OTOBELLI, 2009; SOSA, 2006).

A avaliacdo da atividade antiflngica dos extratos de acetato de etila (EXTRATO 01),
hexanico (EXTRATO 02) e metandlico (EXTRATO 03) de V. guianensis foi feita, dos isolados
do exsudato vaginal, para os 75 isolados clinicos de Candida spp. obtidos nesta pesquisa. Entre
as cepas que foram testadas, apenas quatro apresentaram crescimento inibido por pelo menos
um dos extratos, de acordo com a tabela 15.

Tabela 15 - Descricdo da atividade fungistatica dos extratos de V. guianensis sob as cepas de Candida sp.
isoladas do exsudato vaginal.

Espécies EXTRATO 1 EXTRATO 2 EXTRATO 3
C. parapsilosis (AA21) F F F
C. albicans (AA19) F R R
C. albicans (AAT72) R R F
C. parapsilosis (AA28) F F R

F= atividade fungistética R= cepas resistentes

A partir dos resultados citados acima, foi realizada a CIM dos extratos, onde apenas a
cepa 21 teve o crescimento inibido pela presenca de todos 0s extratos na concentracdo de 8
pug/mL, sendo extrato 1 (hidroetandlico) mais eficiente, pois a atividade fungistatica
permaneceu em todas as condicdes.

O desenvolvimento de um agente antifungico é um desafio porque ha poucos alvos
potenciais de acdo que ndo sejam compartilhados pelo fungo e a espécie humana. O antiflngico
ideal deve ter um amplo espectro de atividade, ter acdo fungicida, ao invés de fungistatica, estar
disponivel em diferentes formulagdes, causar poucas interacbes medicamentosas, ser seguro em
doses eficazes, ter baixo custo-efetivo e ser estavel a resisténcia microbiana. Nesta pesquisa 0s
extratos dos frutos de V. guianensis ndo apresentaram atividade fungicida, mesmo inimeros
trabalhos (FORMIGA et al, 1975; SOSA, 2006; SILVA, 2011), de composi¢do quimica do
fruto desta planta, mostrarem o isolamento do crisofanol 3 e fisciona 4, duas antraquinonas,
com registros na literatura de atividades antifungica, anticancerigenas e (SOSA, 2006;
SILVA,2011). Segundo Martins et al. (2015) o fato de uma planta de determinado género conter
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compostos quimicos especificos e com valor medicinal, ndo significa que todas as outras
espécies de plantas do mesmo género tém o mesmo valor. Outros estudos também mostram que
plantas da mesma espécie, com diferentes origens, podem ter consideravéis diferencas na

composi¢do quimica e possivelmente diferentes eficécia e poténcia em sua bioatividade.
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7 CONCLUSAO

1. A taxa de colonizagdo de Candida sp. em isolados do exsudato vaginal foi de 37%,
resultado superior ao encontrado em literatura, possivelmente decorrente da

metodologia de isolamento e condig¢des climaticas e socio-culturais.

2. Dentre os fatores de risco pesquisados houve associagdo significativa de mulheres
colonizadas com Candida apresentando idade igual ou superior a 35 anos, em uso de
antibiotico, em uso de roupa de lycra/renda diariamente e episddios de Candidiase

Vulvovaginal Recorrente.

3. AC. albicans foi a espécie prevalente nesta amostragem, seguida de outras espécies ndo
albicans: C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicallis, C. haemolinus, C. krusei e C.
lusitaniae. Ressaltando a importancia do estudo de prevaléncia de espécies de Candida

ndo albicans que ndo sdo detectadas rotineiramente nos exames clinicos.

4. C. haemulonii, uma espécie emergente e rara, foi pela primeira vez identificada em

isolados do exsudato vaginal de mulheres assintoméaticas em Manaus/AM/Brasil.

5. S&o necessérias combinagdes entre métodos classicos e também a realizagdo de provas
complementares para a identificacdo fenotipica de Candida spp., contudo nao se

consegue a determinacéo especifica de novas espécies.

6. Os métodos moleculares disponiveis confirmam gue o uso de métodos ndo moleculares
para o diagndstico clinico devem ser cautelosos, pois possuem baixa acuracia na

determinacéo de espécies Candida ndo albicans e na identificacdo de novas espécies.

7. MALDI-TOF se mostrou como uma excelente ferramenta para a identificacdo de
espécies de Candida, pois associa simplicidade da técnica, procedimentos parcialmente
automatizados e principalmente a rapidez do resultado microbioldgico, a limitacao deste
método esta na auséncia de um completo banco de dados.

8. A grande maioria amostras de Candida sp., isoladas do exsudato vaginal, apresentaram
resisténcia aos antifungicos fluconazol, itraconazol, cetoconazol e a nistatina.

9. A C. haemulonii, uma espécie descrita na literatura como multiresistente a anfotericina
B e aos azois, quando isolada do exsudato vaginal apresentou seu crescimento inibido

com as concentracoes de resisténcia do itraconazol, fluconazol e cetoconazol.
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10. Os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico das sementes de Vaitarea guianensis
apresentaram apenas atividade fungistatica em 04 isolados de Candida sp. do exsudato

vaginal.
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ANEXO 01- TERMO DE CONSENTIMENO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Colaboradora,

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa “Caracterizacdo Molecular,
Taxonomia Polifasica, Susceptibilidade a Antifungicos e Extratos das Sementes de Vatairea
guianensis em Isolados Clinicos de Candida sp. na cidade de Manaus”, sob a responsabilidade
da Dra. Andreia Ferreira de Souza, que ira investigar a presenca do fungo chamado de Candida
sp. na secrecao vaginal, este fungo pode causar coceira, corrimento tipo leite “coalhado” e sinais
de inflamacdo na vagina e na vulva, com dificuldade de tratar por resisténcia aos medicamentos
atuais. Portanto o objetivo € avaliar a presenca desse fungo na vagina e se apresenta resisténcia
aos medicamentos atuais durante o tratamento.

PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa vocé sera submetida & coleta
de secrec¢do vaginal durante 0 exame ginecoldgico na coleta para 0 exame preventivo.

1.0 RISCOS E DESCONFORTOS: O procedimento utilizado, coleta de secrecdo vaginal,
poderd trazer algum desconforto como incomodo durante a coleta, que sera realizada
como uma coleta de preventivo (Papanicolau). O tipo de procedimento apresenta um risco
minimo, que sera reduzido pelo cuidado na coleta.

2.0 BENEFICIOS: Os beneficios esperados com o estudo s&o:

e conhecer os tipos mais comuns de fungos que possam causar a infeccao
vulvovaginal, para que futuramente possamos estabelecer medidas de atencédo e
prevencéao;

e oferecer a paciente a oportunidade de diagnostico precoce;

e conhecer os fatores de risco e o perfil da paciente de nossa cidade portadora
dessa infeccdo, para que possamos identificar durante o atendimento
ginecoldgico pacientes de potencial risco para a infeccao;

e conhecer o perfil de susceptibilidade de céandida spp. Aos remédios
antifngicos.

40 FORMAS DE ASSISTENCIA: Se vocé precisar de algum (TRATAMENTO,
ORIENTACAO, ENCAMINHAMENTO ETC.) por se sentir prejudicado por causa da
pesquisa, ou se o pesquisador descobrir que vocé tem alguma coisa que precise de tratamento,
vocé sera encaminhado(a) pela Dra. Andreia Ferreira de Souza, para o Servigo de Ginecologia
no Ambulatério Universitario Aradjo Lima, Avenida Aripuand, n°4 — Praca 14 de Janeiro —
Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV) — Manaus/AM. Contatos: (92) 3305-4807

5. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagdes que a Sra. nos fornecer ou que sejam
conseguidas por exames, avaliagdes e entre outros serdo utilizadas somente para esta pesquisa.
Seus DADOS PESSOAIS, DADOS DE EXAMES LABORATORIAIS, AVALIACOES
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FISICAS ficardo em segredo e 0
seu nome ndo aparecera em lugar nenhum, nem quando os resultados forem apresentados.

6. ESCLARECIMENTOS: Se tiver alguma ddvida a respeito da pesquisa e/ou dos métodos
utilizados na mesma, pode procurar a qualquer momento o pesquisador responsavel.

Nome do pesquisador responsavel: ANDREIA FERREIRA DE SOUZA
Endereco: av. carvalho leal, 1777
Telefone para contato: 38784350

7. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Caso a Sra. aceite participar da pesquisa, nao
recebera nenhuma compensacéo financeira.

8. CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em participar
devera preencher e assinar o Termo de Consentimento Pds-esclarecido que se segue, e recebera
uma cdpia deste Termo.

Pelo  presente instrumento que atende as  exigéncias legais, o0
Sr.(a) : portador(a) da cedula de
identidade , declara que, apds leitura minuciosa do TCLE, teve
oportunidade de fazer perguntas, esclarecer duvidas que foram devidamente explicadas pelos
pesquisadores, ciente dos servicos e procedimentos aos quais seré submetido e, ndo restando
quaisquer davidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO em participar voluntariamente desta pesquisa.

E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Manaus, de de

Assinatura do participante / ou representante legal

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 3- Teste de suscetibilidade com antiftingicos convencionais nas cepas de Candida sp. isolados do

exsudato vaginal na concentracdo de sensibilidade, segundo ICSL (2008).

Itraconazol

Nistatina

Fluconazol

Cetoconazol
Linhagens (C=0,15 pg/mL) (C=2 pg/mL) (C=8 pg/mL) (C=4 pg/mL)

AA01
AA02
AA03
AA04
AAQ5
AA06
AAO07
AA08
AA09
AA10
AAll
AA12
AA13
AAl4
AA15
AA16
AA17
AA18
AA19
AA20
AA21
AA22
AA23
AA24
AA25
AA26
AA27
AA28
AA29
AA30
AA3l
AA32
AA33
AA34
AA35
AA36
AA37

R

x ©® ©”v »©¥Y YV ¥ ¥ v ¥ OV YV ¥ UV YT OV XV OV XV XV XV X XV IV XV XV XV XV OV UV XUV UV UV XUV U OV D

R
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x ®X¥ ©®Y ¥ ¥ »®¥ Y X ¥ X OV X X OV XV XV OV OV XV XV XV OV XV XV OV XV XV XUV XUV XUV XUV OV XUV UV D
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AA38 R R R R
AA39 R R R R
AA40 R R R R
AA41L R R R R
AA42 R R R R
AA43 R R R R
AA44 R R R R
AA45 R R R R
AA46 R R R R
AA4LT R R R R
AA48 R R R R
AA49 R R R R
AA50 R R R R
AA51 R R R R
AA52 R R R R
AA53 R R R R
AA54 R R R R
AA55 R R R R
AA56 R R R R
AAS57 R R R R
AA59 R R R R
AAB0 R R R R
AA61 R R R R
AAG2 R R R R
AAG3 R R R R
AA64 R R R R
AAB5 R R R R
AAG6 R R R R
AAG7 R R R R
AAB8 R R R R
AAB9 R R R R
AAT0 R R R R
AAT71 R R R R
AAT2 R R R R
AAT3 R R R R
AA74 R R R R
AAT5 R R R R
AAT6 R R R R
Controle + R R R R
Controle - R R R R
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ANEXO 4- Tabela XX: Teste de suscetibilidade com antiflingicos convencionais nas cepas de Candida sp.
isolados do exsudato vaginal na concentracdo de resisténcia, segundo ICSL (2008).

Itraconazol Nistatina Fluconazol Cetoconazol

Linhagens (C=1 pg/mL) (C=32 pug/mL) (C= 64 pg/mL) (C=32 pg/mL)
AA01 R R R R

AA02
AAO03
AA04
AAQ5
AA06
AA07
AA08
AA09
AA10
AAll
AA12
AA13
AAl4
AAl5
AA1L6
AALl7
AA18
AA19
AA20
AA21
AA22
AA23
AA24
AA25
AA26
AA27
AA28
AA29
AA30
AA3l
AA32
AA33
AA34
AA35
AA36
AA37
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AA38
AA39
AA40
AA41
AA42
AA43
AA44
AA45
AA46
AA4T
AA48
AA49
AA50
AA51
AA52
AA53
AA54
AA55
AA56
AA57
AA58
AA59
AAB0
AA61
AAB2
AAB3
AAB4
AAB5
AA66
AA67
AAB8
AAB9
AAT70
AAT1
AAT2
AAT3
AAT4
Controle +

Controle -
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Q 92
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R

Quadro 1: R= Cepas resistentes; S= Cepas sensiveis; Cl= Cepas com crescimento inibido
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ANEXO 5- Descricéo do resultado da identificacdo pelos 05 diferentes métodos utilizados
nos isolados de Candida sp.

COD. AGAR- AUXONOGRAMA CHROMOAGAR MALDI-TOF MOLECULA
FUBA R

AAO01 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.701) C. albicans

AA02 NAO C. lusitaniae C. parapsilosis N.I. C. parapsilosis
ALBICANS

AAO03 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.964) C. albicans

AA04 NAO C. lusitaniae C. parapsilosis C.parapsilosis C. parapsilosis
ALBICANS (1.887)

AA05 NAO C. tropicallis C. tropicallis C. tropicalis (1.818)  C. tropicallis
ALBICANS (AZUL)

AA06 NAO C. albicans C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis
ALBICANS (1.963)

AA07 ALBICANS C. albicans C. albicans N.I. C. albicans

AA08 NAO C. lusitaniae C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
ALBICANS (1.968)

AA09 NAO C. parapsilosis C. parapsilosis N.I. C. parapsilosis
ALBICANS

AA10 NAO INDEFINIDA C. glabrata C. glabrata (1.873) C. glabrata
ALBICANS

AAl1l1 NAO C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
ALBICANS (1.861)

AAl12 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.779) C. albicans

AA13 NAO C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis ( C. parapsilosis
ALBICANS 1.993)

AAl4 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.892) C. albicans

AA15 NAO C. tropicallis C. tropicallis C. tropicalis (1.990)  C. tropicallis
ALBICANS

AAl16 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.752) C. albicans

AAl7 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.846) C. albicans

AA18 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.765) C. albicans

AA19 ALBICANS C. albicans C. albicans C. albicans (1.714) C. albicans

AA20 NAO INDEFINIDO INDEFINIDO N.I. C. parapsilosis
ALBICANS

AA21 NAO INDEFINIDO INDEFINIDO C. albicans (1.707)  C. parapsilosis
ALBICANS

AA22 NAO C. tropicallis C. tropicallis C. parapsilosis C. parapsilosis
ALBICANS (1.932)

AA23 NAO C. krusei C. krusei N.I. C. lusitanea
ALBICANS

AA24 ALBICANS C. albicans C. albicans N.I. C. albicans

AA25 ALBICANS C. albicans C. albicans N.I. C. albicans

AA26 ALBICANS C. albicans C. albicans C. parapsilosis C. albicans

(1.987)

AA27 NAO C. rugosa INDEFINIDO C. parapsilosis C. haemolinus
ALBICANS (1.913)

AA28 NAO C. parapsilosis INDEFINIDO N.I. C. parapsilosis
ALBICANS

AA29 NAO C. rugosa INDEFINIDO C. parapsilosis C. haemolinus
ALBICANS (1.737)

AA30 NAO C. guilliermondii INDEFINIDO N.I. C. parapsilosis

ALBICANS



AA31

AA32

AA33

AA34

AA35

AA36

AA37
AA38

AA39
AA40

AA41

AA42

AA43

AA44

AA45
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AA4T
AA48

AA49
AA50
AA51
AAS52
AA53
AAL4
AAS55
AAS56
AAS57
AAS8
AAS59
AAG0
AAG1
AAG?2
AAG3
AAB4
AABS

AAGG
AAG7
AAGS
AAG9
AAT70

NAO
ALBICANS
NAO
ALBICANS
NAO
ALBICANS
ALBICANS

NAO
ALBICANS
ALBICANS

ALBICANS
NAO

ALBICANS
ALBICANS
ALBICANS

NAO
ALBICANS
NAO
ALBICANS
NAO
ALBICANS
NAO
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ALBICANS
NAO

ALBICANS
ALBICANS
ALBICANS

ALBICANS
ALBICANS
ALBICANS
ALBICANS
ALBICANS
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ALBICANS
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C.
C.
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albicans
albicans
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C. krusei
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C. albicans
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C. albicans

. albicans
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C
C
C. albicans
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C. parapsilosis

INDEFINIDO
C. krusei

INDEFINIDO

. albicans
. glabrata

. albicans
. albicans

albicans
. albicans
. albicans
. albicans
albicans
albicans
albicans
albicans
. albicans
albicans
. albicans
. albicans
INDEFINIDO
. albicans
. albicans
. albicans
glabata

000000000000 00 00

. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

OO0 O0O000

C. parapsilosis
(2.013)
N.I.

C. albicans (1.804)

C. parapsilosis
(1.797)
N.I.

C. zeylanoides
(1.827)

C. albicans (1.705)
C. albicans (1.739)

C. albicans (1.803)
C. parapsilosis
(1.892)

C. parapsilosis
(2.004)

C. parapsilosis
(1.970)

C. krusei teleo]
(1.956)

N.I.

C. albicans (1.832)
C. glabrata (1.789)

C. albicans (1.798)
C. albicans (1.785)

C. albicans (1.740)
N.I.

N.I.

C. albicans (1.783)
C. albicans (1.748)
C. albicans (1.812)
C. albicans (1.718)
C. albicans (1.864)
C. albicans (1.834)
C. albicans (1.835)
N.I.

C. albicans (1.876)
N.I.

C. albicans (1.903)
C. albicans (1.853)
C. albicans (1.761)
N.I.

N.I.
C. albicans (1.941)
N.I.
N.I.
N.I.

OO0 O O O O O

OO0

C.

C
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. parapsilosis
. haemolinus
. albicans

. albicans

. parapsilosis
. albicans

. albicans
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