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Resumo

As infeccbes hospitalares ocasionadas pelo género Candida sdo responsaveis por
alta mortalidade, especialmente em pacientes imunodeprimidos. A espécie C.
parapsilosis se destaca pelos frequentes casos de infecgbes disseminadas em
pacientes neonatos. A colonizacdo das mdaos dos profissionais de saude e o
ambiente hospitalar, sdo importantes reservatorios potenciais destas leveduras.
Métodos moleculares tém possibilitado estudos epidemiolégicos e a determinagéo
do perfil genético dos microrganismos, permitindo assim a adocdo de medidas
profilaticas adequadas. Neste trabalho seis amostras de trés pacientes foram
analisadas pela técnica de RAPD. Os resultados do agrupamento indicam que as
amostras sdo muito semelhantes entre elas, com valores de Sag > 0,8. Os isolados
dos trés pacientes, acomodados em locais diferentes de um mesmo hospital,
apresentaram alta similariedade nas analises de RAPD por trés primers diferentes,
sugerindo uma origem comum para pelo menos parte deles. Assim, a aplicacédo de
técnicas de RAPD fornece uma andlise rapida e eficiente para investigacdo de
similaridade entre isolados nosocomiais.

Introducéo

Infeccbes fungicas invasivas (IFI) sdo infeccdes severas, que atingem a
corrente sanguinea ou se disseminam para orgaos profundos. C. albicans foi, até
alguns anos, a espécie que mereceu maior atencao clinica. No entanto, em paralelo
com o aumento global das infec¢des fungicas tem sido observado que as infec¢des
causadas por Candida nao-C. albicans (CNCA) tem emergindo de modo alarmante
(Luzzati, et al. 2016). Dentre as quais, Candida parapsilosis tem sido um patdgeno
frequentemente associado a infeccbes em neonatos (Sriram, et al. 2014).
Especialmente nesse grupo de pacientes, as infeccbes por C. parapsilosis sao
responsaveis pelo aumento do tempo de permanéncia hospitalar, altas taxas de
mortalidade e prejuizo do desenvolvimento neuroldgico. Diversos autores tém
destacado o aumento da resisténcia de C. parapsilosis aos antifungicos.

O relevante aumento das infeccbes fungicas hospitalares trouxe
consequéncias como o0 aumento da taxa de isolados clinicos clonais entre isolados
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clinicos, entre outros fatores, a disseminacao intra-hospitalar, seja por meios diretos
ou indiretos. Apesar disso, pouco se investiga sobre a origem das leveduras. O
conhecimento sobre as isolados clinicos clonais entre isolados clinicos de Candida
sp. tem grande relevancia para o diagndstico clinico, tratamento e epidemiologia de
infeccdes de repeticdo e, sobretudo das infec¢gBes fungicas hospitalares (Sakita et
al., 2017). Neste contexto, a aplicacdo de técnicas de tipagem molecular tem sido
utilizadas para distinguir isolados de Candida spp e contribuir na investigacdo de
isolados clinicos clonais. Desta forma, o presente projeto tem como objetivo principal
aplicar a metodologia de RAPD para genotipagem de isolados nosocomias de C
parapsilosis.

Materiais e métodos

Analise literaria: Uma colecao de textos foi selecionada da base de dados PubMed,
filtrada com os Mesh Terms adequados para a formacdo dos blocos. O bloco 1
continha "Candida'[Mesh] AND "Random Amplified Polymorphic DNA
Technique"[Mesh]. Em seguida, um bloco de exclusdes foi definido e aplicado como
NOT ao bloco 1. Foram excluidas da revisdo publicagbes do tipo editorial,
comentario, relato de caso, guidelines, noticias, relatorios técnicos e meta-analises,
devendo ter o resumo livre em inglés e publicados entre as datas de 2009 e 2019.
Os artigos achados a partir disso entraram para serem avaliados individualmente por
leitura completa.

Cultivo e extracdo do DNA : Os seis isolados clinicos analisados neste trabalho séo
provenientes de 3 pacientes, que estiveram internados na UTI neonatal (RN) e
pediatrica (PAC1 e PAC2) no mesmo periodo. Estas leveduras se encontravam na
micoteca do Laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa,
armazenadas a -80°C. O projeto foi aprovado pelo COPEP (parecer n. 2.748.843). A
reativacao foi feita em meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB), 37°C por 48h. Os
cultivos foram mantidos em SDA. Para extragdo do DNA, uma colonia, de cada
amostra, foi transferida para SDB e incubado a 35°C, por 18 horas, sob agitacéo.
Para extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de Bonfim et al. (2013). O DNA
gendmico foi quantificado por densidade 6ptica em espectrofotbmetro e analisado
em gel de agarose 1%

Analises RAPD: Os isolados de C. parapsilosis foram analisados usando trés
diferentes primers: P4 (5-AAGAGCCCGT-3’), OPA-18 (5 'AGCTGACCGT3) e
OPE18 (5 'GGACTGCAGA 3'), coforme Bonfim et al. (2013). Os perfis de RAPD
foram analisados no software Bionumerics versao 7.6 (Applied Maths, Carlsbad, CA,
USA). A similaridade foi verificada pelo coeficiente (Sag) entre cada par de padrao de
isolados A e B e calculado com a formula Spg = 2E/(2E+a+b), sendo E o n° bandas
comuns nos padrdes A e B, a € o n° bandas com um padré&o a ndo correlacionado
com padrdo B, e b é o n°® bandas com padrdao B nédo correlacionado ao padréo A. A
partir da matriz de similaridade, as unidades foram agrupadas pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average).
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Resultados e Discussao

A confluéncia dos blocos criados na analise bibliografica resultou em 50 artigos, 0s
quais entraram para serem avaliados individualmente por leitura completa. No final,
somente 38 artigos ficaram na tabela definitiva. A maioria dos trabalhos aplicava a
técnica no DNA gendmico (34,21%). Das cepas selecionadas, C. albicans (60,52%)
foi a mais predominante, seguida por C. parapsilosis (31,58%) A variedade dos
primers foi grande, mas M13 (15,78%), OPE-18 (10,52%), OPBA (7,89%) e P4
(7,89%) se destacaram. No geral, o Brasil merece destaque na producéo cientifica
sobre a aplicacdo da RAPD-PCR, sendo o pais mais predominante em publicacdes
nesse sentido, acompanhado na Polbnia e China, dado que valoriza a pesquisa
brasileira no diagndstico molecular de candidemias.

Tabela 1 - Artigos selecionados na revisao literaria

Autor (ano) Pais ﬂﬁ;ﬂ:ggﬂ Breve descricio Primer e Regido amplificada
Amostras  das  mios de
C albicans profissionais da satde e UTI | Primer: P4:(5-AAGAGCCCGT-3",
Sakita K| et al. Brasil C- ropicalis foram avaliadas em sua | OPA-18:(5'AGCTGACCGT3') e OPE-18:
(2017) C- P Tosi susceptibilidade e potencial | (S'"GGACTGCAGA 3™).
- PAPAPSIOSIS | e virléncia. Regido: ITS
T Primer: OPE-18: (5 -GGACTGCAGA-
Avaliar a semelhanga entre | 5" ypp 10 " (50 GTAGACCCGT-3) e
Bacelo, K. L., ef Brasil | € albi 1solados  mucoldogicos para OPA.D-
al (2009) Tast - awolcdns saber sua trajetéria patolégica iy
. ias de ir B (5°-GGGTAACGCC-37)
€ Vias ansmissio. Regido: sDNA.
. : .. Primer: M13: (5°-
I g"fﬂf?n':if‘:d;m"“_‘fdglumss GAGGGTGGCGGTTCT-3"), OPA-18:
orai. 28| Austria | € krusei © 1s07agdos  vInGOS G2 (5 AGGTGACCGT-3), e OPE-18: (5°-
al. (2009) pacientes que receberam .
GGACTGCAGA-37).
transplantes e  fizeram Regido: sDNA
cirurgia em um hospital. 8o B

As analises de RAPD utilizando trés primers indicaram que estes isolados sdo muito
semelhantes entres eles, uma vez que os valores do coeficiente de similariedade
apresentaram-se entre 0,8 e 0,99 (Fig 1). As amostras de hemocultura do paciente 1
apresentaram similariedade de 100%, para os trés conjuntos de primers. Ja as
amostras do paciente 2, agruparam-se com 100% de similariedade para os primers
P4 e OPA18. A amostra da hemocultura deste paciente nao amplificou com primer
OPE18. O DNA amplificado do paciente recem-nascido clusterizou principalmente
com as amostras do paciente 2, com alta similariedade para os primers OPA18
(100%) e P4 (86%). Ja na amplificacdo com o primer OPE18 esta amostra
clusterizou com o paciente 1. Tanto a identificagcdo morfologica pelos métodos
classicos, quanto a identificacdo pela técnica de MALDI-TOF apontaram que o0s seis
isolados clinicos sdo Candida parapsilosis (sensu stricto).

Em seus estudos Bonfim et al, (2013) também encontraram isolados clinicos com
alta similariedade no ambiente hospitalar. Mais recentemente, Sakita et al. (2017)
mostrou que profissionais da area da saude podem funcionar como veiculadores de
especies de Candida sp. Este fato é bastante relevante quando se trata da espécie
C. parapsilosis, uma levedura que fazer parte da microbiota transitéria das méos. Em
seus estudos Bonfim et al, (2013) também encontraram isolados clinicos com alta
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similariedade no ambiente hospitalar. Mais recentemente, Sakita et al. (2017)
mostrou que profissionais da area da saude podem funcionar como veiculadores de
especies de Candida sp. Este fato € bastante relevante quando se trata da espécie
C. parapsilosis, uma levedura que fazer parte da microbiota transitoria das maos.
Assim, uma correta assepsia das maos antes da manipulacdo de pacientes, no
ambiente hospitalar, parece ser indispensavel no controle das infeccoes
nosocomais.
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Figura 1. Dendrograma gerado pela amplificacao dos primers P4, OPE18 e OPAl18 e
clusterizacdo pelo UPGMA. Os valores de Spg foram calculados pelo coefficiente de Dice para
isolados de Candida parapsilosis. P4 — Spg 0,80 £ 0,16; OPE18 — Sag 0,94 + 0,05; OPA18 — Sps 0,98
+0,01. H1 - Hemocultura 12 amostra. H2 - Hemocultura 22 amostra. PC — ponta de cateter. PAC1 —
paciente 1 da UTI pediatrica. PAC2 — paciente 2 da UTI pediatrica. RN - paciente da UTI neonatal.

Concluséao

Neste estudo foi possivel identificar alta similaridade entre os isolados dos trés
pacientes acomodados em dois locais diferentes de um mesmo hospital, sugerindo
origem comum para pelo menos parte deles. Assim, a aplicacdo de técnicas de
RAPD fornece uma analise rapida e eficiente para investigacdo de similaridade entre
isolados nosocomiais.
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