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RESUMO

As infeccbOes flngicas invasivas em pacientes hospitalizados apresentam alta
mortalidade global. Espécies de Candida, destacando-se Candida parapsilosis, sao
importantes patégenos oportunistas nosocomiais. A crescente resisténcia aos
azolicos e a disseminagéo clonal dessas leveduras desafiam a saude publica, com
impacto global subestimado pela falta de dados epidemiolégicos. Diante disso, este
estudo tem como objetivo realizar a genotipagem de isolados clinicos de C.
parapsilosis provenientes de um hospital regional do noroeste do Parana, a fim de
tracar os perfis genotipicos circulantes. A metodologia consistiu na extracdo do DNA
genbémico, quantificagao por espectrofotometria no NanoDrop™ Lite e levantamento
bibliografico. Como resultados, a literatura evidenciou a importancia da aplicacéo de
ferramentas de tipagem rapida para a espécie. Na etapa experimental, a
quantificacdo espectrofotométrica indicou variagbes nas concentracdes e desvios
nas razées de absorbancia do DNA decorrentes de uma falha durante a extragao.
Para assegurar a qualidade exigida nos ensaios moleculares, novas extragdes estao
sendo realizadas para a posterior execugao da genotipagem.

INTRODUCAO

As infeccdes fungicas tém emergido como um desafio critico para a saude publica
global, destacando-se as leveduras do género Candida como importantes
causadoras de infeccoes sistémicas e candidemias de alta letalidade em ambientes
hospitalares (Organizagdo Mundial da Saude, 2022). Nesse contexto, a espécie
Candida parapsilosis sobressai-se como um dos patdgenos nosocomiais mais
recorrentes, sendo responsavel por 10% a 43% dos casos globais e acometendo
predominantemente  pacientes de extrema vulnerabilidade clinica e
imunocomprometidos (TOTH et al,, 2019; ASOGAN et al., 2024). A principal
complicacdo associada a esse microrganismo é a sua capacidade de persistir em
superficies por longos periodos e formar biofiimes em dispositivos médicos
implantaveis, o que reduz drasticamente a suscetibilidade aos agentes antifungicos
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e favorece a colonizacao sistémica nos pacientes (BRANCO; MIRANDA; ASOGAN
et al., 2024). Esse cenario é agravado pela ocorréncia de surtos caracterizados pela
disseminacao clonal de cepas com resisténcia aos antifingicos, impulsionada por
mutacoes genéticas especificas que propiciam a propagacado de complexos clonais
entre instituicbes de saude (ASOGAN et al., 2024; PALLADINI et al., 2025). Nesse
contexto, o emprego de metodologias moleculares avancgadas, tais como a
genotipagem, destacam-se como uma estratégia essencial para investigar o
parentesco genético dos clones endémicos, elucidar as rotas de transmissdo
nosocomial, orientar o manejo clinico empirico e subsidiar acdes efetivas de
vigilancia epidemioldgica regional (CORNELY et al., 2025; PALLADINI et al., 2025).
Por fim, o objetivo deste trabalho foi realizar a genotipagem de isolados clinicos de
Candida parapsilosis provenientes de um hospital regional do noroeste do Parana, a
fim de tracgar os perfis genotipicos circulantes.

MATERIAIS E METODOS
Revis&o bibliografica

A busca bibliografica foi realizada na base de dados PubMed utilizando
combinacdes dos operadores booleanos AND e OR com os descritores (“Fourier
transform infrared spectroscopy” OR “FT-IR” OR “FTIR”) e (“IR Biotyper” OR “IR-
Biotyper”), cruzados com os termos “microbiology”, “Candida’” e “Candida
parapsilosis”.

Isolados e cultivo

Sete isolados clinicos de Candida parapsilosis provenientes do Hospital Universitario
de Maringa (maio/2018 a fevereiro/2026) e uma cepa de referéncia C. parapsilosis
(ATCC 22019) armazenada na Micoteca do laboratério de Micologia Médica da
Universidade Estadual de Maringa foram analisadas. Os isolados foram reativados e
semeados em CHROMagar Candida para confirmacao da pureza e mantidos em
Sabouraud Dextrose agar (SDA).

Extracdo de DNA

Resumidamente, as culturas obtidas em SDB (30 °C por 24 h a 50 rpm) e
submetidas a lise celular com tampao de lise e beads de vidro, seguida de
tratamento enzimatico com Proteinase K e RNAse, purificacdo com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e precipitagdo com etanol absoluto em
nitrogénio liquido por 30 segundos. O pellet lavado em etanol 70% e ressuspenso
em tampao Tris-EDTA (pH=8,0) teve sua concentracdo e pureza avaliadas por
espectrofotometria em NanoDrop™ Lite (razdo 260/280 nm), e a integridade
gendmica foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
SYBR Safe sob iluminagao UV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o aumento na incidéncia global de resisténcia ao fluconazol em C. parapsilosis
e dos indicios que esta resisténcia se espalha por meio de clones endémicos, é
clara a necessidade de implantar uma técnica para investigar a epidemiologia
molecular da C. parapsilosis em nosso hospital. Desta forma, inicialmente foi
realizada uma busca na literatura para entender o atual cenédrio da aplicacdo da
técnica de tipagem baseado na espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FT-IR). Os resultados na Tabela 1 demonstram que, enquanto a
espectroscopia FT-IR genérica possui ampla consolidacao na microbiologia (>3.500
artigos), sua aplicacdo no género Candida (~200) e especificamente em C.
parapsilosis (~20) permanece restrita. Ao analisar a plataforma comercial IR Biotyper
(Bruker), constatou-se forte concentracdo em bactérias nosocomiais (~120 artigos),
reduzida literatura para leveduras (~20) e um nicho extremamente escasso para C.
parapsilosis (3 a 6 artigos). Apesar das poucas publicacdes dedicadas a espécie, o0
IR Biotyper tem apontado como um método promissor, demonstrando elevada
concordancia na diferenciacdo de clones epidémicos e cepas resistentes a azois.

Tabela 1- Quantitativo de artigos indexados por nivel de abrangéncia

FT-IR IR-Biotyper

NiVEL DE ABRANGENCIA PRINCIPAIS FOCOS CLINICOS

(Técnica analitica) (Plataforma Brunker)

Bactérias Gram-negativas

~3.500 A 4.000 Acesse o

MICROBIOLOGIA GERAL ~100 A 150 PUBLICAGCO iais (K. ¢ P.
PUBLICACOES o] LICACOES nosoconjmns( pneumomcﬂe, OR code
aeruginosa, A. baumannii).
para ver as
publicacoes
IR-
Diferenciacao de clados de SBC::tre e
GENERO Candida ~180 a 250 PUBLICACOES ~15 A 30 PUBLICACOES Candida auris e tipagem de C. P ijd
albicans. andi F’ .
parapsilosis
Surtos hospitalares,
Candida parapsilosis ~15 a 30 PUBLICACOES ~3 a6 PUBLICACOES clonabilidade e resisténcia a

fluconazol (gene ERG).

Desta forma, iniciamos com a obtencdo do DNA gendmico dos sete isolados clinicos
e uma cepa padrao (ATCC 22019), para obter a tipagem dos isolados pelos métodos
convencionais (Random Amplified Polymorphic DNA) para posteriormente
padronizar e comparar a aplicacdo da FT-IR para tipagem. As amostras
apresentaram concentracdo de DNA entre 1,6 ng/uL a 41,9 ng/uL, enquanto a razao
das absorbancias 260/280 nm oscilou entre o valor minimo de -0,23 nm e 0 maximo
de 4,83 nm, indicando que o protocolo de de extracao necessita de ajustes para
obtencdo adequada do material genético. Para assegurar a qualidade e a
reprodutibilidade necessarias aos ensaios moleculares, novas extragdes estao
sendo realizadas para a posterior execucao da genotipagem por PCR.
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CONCLUSOES

A literatura reforca a necessidade de avangos na epidemiologia molecular de C.
parapsilosis, evidenciando a genotipagem como padrao essencial para a validagao
de novas ferramentas analiticas. Neste estudo, a espectroscopia FT-IR se mostrou
com uma opcao promissora tipagem de isolados de C. parapsilosis. Do ponto de
vista experimental, iniciamos a obtencdo do DNA para a viabilizar a genotipagem por
RAPD-PCR como padrdo para posterior aplicacdao da FT-IR, mas a lise celular
demonstrou ser a etapa critica do protocolo de extragdo, cuja otimizacdo €
indispensavel para a obtencdo de DNA em quantidade e qualidade adequadas.
Portanto, o reajuste metodologico e a execucdo de novas extracdes sdo passos
fundamentais para viabilizar a genotipagem por RAPD-PCR, permitindo a
caracterizacao dos perfis clonais por técnicas convencionais e posterior comparacao
com a nova metodologia descrita pela literatura.
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