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REsumo

O objetivo do presente estudo foi comparar o isolamento e identificacéo de leveduras do género Candida em meio de
cultura cromogénico CHROMagar Candida com o isolamento convencional em agar Sabouraud dextrose com cloran-
fenicol. Foram coletadas amostras de saliva de 50 individuos com idades entre 13 e 70 anos. Os participantes realiza-
ram enxague bucal com solugfo fisioldgica esterilizada e tamponada com fosfato (PBS) durante 30 s. Essas amostras
foram semeadas em CHROMagar Candida e agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37°C por 48h.
A seguir, foi realizada a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) em CHROMagar Candida e em agar
Sabouraud. Foi realizada a identificagdo presuntiva das espécies de Candida em CHROMagar através da observagdo da
morfologia e cor das colonias. As colonias de Candida foram isoladas para identificag@o fenotipica convencional por
meio das provas de produgdo de tubos germinativos, formagao de hifas e clamidoconideos, fermentagao e assimilagdo
de agucares, diferencial de temperatura e urease. Os isolados identificados como C. albicans também foram analisados
genotipicamente, pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, para diferenciagio de C. dubliniensis. Os resultados
demonstraram que o agar Sabouraud apresentou maior contagem de leveduras (UFC/mL) em relagdo ao CHROMagar,
entretanto sem diferenca estatisticamente significante. O CHROMagar foi eficaz na pré-identifica¢do de Candida albi-
cans e Candida tropicalis. Concluiu-se que ambos os meios foram eficazes para o crescimento de leveduras, sendo que
o0 agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol apresentou maior quantidade de UFC/mL. O CHROMagar possibilitou a

identificacdo presuntiva da maioria das espécies de Candida.

UNITERMOS
Candida, C. albicans, dgar

INTRODUGAO

A incidéncia de colonizagdo orofaringeana por O género Candida é composto por cerca de 150
Candida em adultos saudaveis apresenta resultados  espécies de leveduras, das quais algumas apresentam
entre 3 a 48%, ja em criangas estas taxas se elevam  importancia médica, incluindo C. albicans, C. tropi-
entre 5,4% e 71,3%. A presenga de leveduras na ca- calis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata,
vidade bucal, entretanto, nao implica em doenga®'". C. guilliermondii ¢ C. dubliniensis*>"".
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C. dubliniensis foi descrita como nova espécie do
género Candida em 1995, na Irlanda, por Sullivan et
al.?!. Inicialmente foi associada com candidose orofa-
ringea de pacientes infectados pelo HIV. Atualmente
esta relacionada a diversas patologias de diferentes
graus de imunocomprometimento?. Um dos problemas
que interferem na identificagdo dessa espécie é a con-
fiabilidade nos métodos fenotipicos utilizados para a
diferenciacdo das outras espécies do género Candida,
uma vez que C. dubliniensis ¢ fenotipicamente similar
a C. albicans'.

Alguns métodos fenotipicos foram propostos para
diferenciar espécies de C. albicans e C. dubliniensis,
incluindo o diferencial de temperatura. C. albicans
consegue manter crescimento a 45°C enquanto que
C. dubliniensis geralmente ndo apresenta crescimen-
to nesta temperatura. Este teste fenotipico muitas
vezes torna-se inviavel por sua pouca especificidade,
requerendo testes genotipicos para confirmagdo dos
isolados!!.

O género Candida spp. € o quarto grupo mais co-
mum de patdégenos nosocomiais isolados de pacientes
sob cuidados médicos, cirirgicos e provenientes de
unidades de terapia intensiva e o isolamento e méto-
dos de identificagdo utilizados rotineiramente podem
falhar no isolamento de cepas a partir de culturas
mistas de leveduras®.

O agar Sabouraud Dextrose (Difco Laboratories,
Ltda, MI, EUA) é o meio de cultura de escolha para
o isolamento de leveduras do género Candida spp.
por inibir o crescimento da maioria de espécies bac-
terianas, e se torna mais seletivo com a adi¢do do
cloranfenicol (Carlo Erba, 0,1 mg por mL de meio).

O meio de cultura CHROMagar Candida (CHRO-
Magar, Microbiology, Paris, Franca) por conter substan-
cias cromoggnicas, ¢ util para verificagao de diferentes
cepas de leveduras numa mesma amostra, permitindo
a identificagdo presuntiva rapida de infeccao fungica
mista, fornecendo ainda identificagdo presuntiva de
algumas espécies de leveduras de interesse clinico®".
Segundo as instrug¢des do fabricante, cepas de Candida
albicans, C. tropicalis e C. krusei podem ser pré iden-
tificadas por este método. Por ser cromogénico, o meio
modifica as colonias destas espécies respectivamente
para as cores verde, azul e rosa'®. O isolamento dife-
rencial com um meio de cultura cromogénico permite
detectar quais candidoses sdo ocasionadas por mais de
uma espécie do género Candida, permitindo tratamento
antifingico precoce e melhor adaptado®.

O objetivo do presente trabalho foi comparar o
isolamento e a capacidade de identificagdo presuntiva
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do meio de cultura CHROMagar Candida com o isola-
mento convencional em agar Sabouraud Dextrose com
cloranfenicol e identificagdo fenotipica convencional.

MATERIAL E METODOS

Selegao dos participantes da pesquisa

Participaram do presente estudo 50 individuos,
com idades entre 13 e 70 anos, sendo 40 do género
masculino (80%) e 10 do feminino (20%). Estes
individuos nao apresentavam evidéncia clinica de
candidose bucal, ndo utilizavam antifingicos ou
qualquer tipo de terapia imunossupressora. O projeto
de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S@o José
dos Campos/UNESP, sob protocolo 096/2004-PH/
CEP.

Coleta e cultivo das amostras de
Candida

Para cada participante foi fornecido 10 mL de
solucdo fisiologica (NaCl a 0,85%) esterilizada e
tamponada com fosfato 0,1M e pH 7,2 (PBS), em
um coletor universal estéril descartavel. As coletas
de saliva foram realizadas no periodo da manha, apds
desjejum e higiene bucal rotineira. Cada individuo
realizou enxague bucal durante 30 segundos e a seguir
devolveu o conteudo ao coletor previamente identifica-
do. Cada amostra foi centrifugada a 2.300 X g por 10
minutos, sendo o sobrenadante descartado. A seguir, o
deposito foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS e mis-
turado em agitador de tubos (Vortex) por 30 segundos,
produzindo assim a suspensdo de concentragao final.
Respeitou-se o periodo maximo de 3 horas entre a
coleta e o processamento das amostras.

Das suspensdes obtidas, foram semeadas 0,1 mL
em agar Sabouraud dextrose (Difco) com cloranfeni-
col (Carlo Erba, 0,1 mg por mL de meio) em duplicata
e em CHROMagar (CHROMagar, Microbiology, Pa-
ris — Franga) também em duplicata. As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas e a seguir por mais
cinco dias a temperatura ambiente. Apds crescimento
das colonias de Candida, foi realizada a contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC) em agar
Sabouraud e CHROMagar Candida. Além disso, nas
placas de CHROMagar foi feita a identificagdo presun-
tiva das espécies de Candida baseada na morfologia
e cor das colonias (Quadro 1) .
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Quadro 1 — Cor e morfologia das colénias de Candida
em CHROMagar Candida segundo
instrugoes do fabricante

Microrganismo

Cor tipica da colonia pré-identificado

Verde C. albicans
Azul metalico C. tropicalis
Rosa, rugosa C. krusei

Branca a rosa

Outras espécies

As colonias do dgar Sabouraud e CHROMagar
foram transferidas para 4gar Sabouraud dextrose incli-
nado, para obtencdo de culturas puras, as quais foram
posteriormente identificadas. Foram isoladas todas as
colonias que apresentaram morfologia ou coloracio
diferente em CHROMagar.

Identificagao fenotipica convencional
das espécies de Candida

Os isolados foram identificados de acordo com
Sandvén'®, realizando-se as seguintes provas de iden-
tificagdo: capacidade de produ¢ao de tubo germinativo
em soro estéril de coelho, formacao de clamidoconi-
deos e hifas em Corn Meal Agar adicionado de 1%
de Tween 80, fermentacdo e assimilacdo de carboi-
dratos (glicose, maltose, lactose, sacarose, galactose
e rafinose).

Como C. dubliniensis possui caracteristicas fenoti-
picas comuns a C. albicans, foi utilizado o diferencial
de temperatura como método de diagnostico presunti-
vo de C. dubliniensis. A partir das cepas identificadas
como C. albicans nas provas de identificacdo citadas
anteriormente, fez-se uma cultura pura de 24 horas
em agar Sabouraud dextrose e incubou-se em estufa
a 42°C por 48 horas. Ao contrario de C. albicans, C.
dubliniensis ndo cresce, ou cresce pobremente a essa
temperatural’.

Além disso, as colonias vermelho-alaranjadas
isoladas do agar Sabouraud dextrose com clo-
ranfenicol, foram submetidas a prova da urease
para identificacdo de Rodothorula. Uma alcada da
cultura pura de levedura foi adicionada a 1 mL do
meio de Christensen (Difco), diluido em 100 mL de
agua destilada. Ap6s 2 horas de incubacdo a 37°C,
a mudanca da cor do meio de vermelho para rosa
solferino (urease positivo) confirmou o diagnostico
de Rodothorula rubra.

42

Identificagao genotipica de C.
dubliniensis

As espécies identificadas fenotipicamente como
C. albicans foram submetidas a analise molecular
para diferenciagdo de C. dubliniensis. A identificacdo
genotipica de C. dubliniensis foi realizada seguindo
trés etapas: extracdo do DNA das cepas isoladas,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e visualiza-
¢do dos produtos obtidos na PCR por eletroforese
em gel de agarose, de acordo com a metodologia
descrita por MahnB et al.’. A mistura para PCR foi
composta por 2 uL. de DNA da amostra a ser testa-
da, 1 puL de cada primer utilizado na reag¢ao (Uni-f:
5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’; Uni-
r: 5’GGTCCGTGTTCAAGACG-3’; DUBF Act-f:
5’GTATTTGTCGTTCCCCTTTC-3’; e DUBR Act-r:
5’-GTGTTGTGTGCACTAACGTC-3’), 12,5 puL de
PCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA) ¢ 6,5
pL de agua para biologia molecular desmineralizada
(Invitrogen, CA, EUA). A seguir a amostras foram
para o termociclador automatico (Mastercycler-
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e submetidas as
seguintes condigdes ciclicas: 3 minutos a 95°C (desna-
turag@o) seguidos de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C
(amplificagdo), 30 segundos a 58°C (anelamento dos
primers), 60 segundos a 72°C (extensdo), seguidos por
10 minutos a 72°C no ultimo ciclo (extensdo final).

Analise estatistica

A estatistica dos resultados foi realizada pelo teste
t de Student com nivel de significancia de 5% (p<
0,05), utilizando-se o programa Minitab (Minitab Inc,
State College, PA, EUA), versdo 13.1.

REsuLTADOS

As leveduras do género Candida estavam presen-
tes em 28 (56%) dos individuos estudados. Houve
crescimento de Candida nas placas de agar Sabouraud
para os 28 individuos portadores de leveduras na
cavidade bucal. Em relagdo ao CHROMagar Candi-
da, houve crescimento nas placas de 27 individuos
portadores do género Candida. O nimero de UFC/
mL encontrado nas placas de 4gar Sabouraud foi su-
perior ao numero de UFC/mL observado nas placas
de CHROMagar, entretanto sem diferenca estatistica-
mente significante entre os grupos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacao pelo teste t de Student das médias de UFC/mL (Log) encontradas em agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol e CHROMagar Candida

Meios de cultura Média Desvio-padrao  Valor Minimo Mediana Valor Maximo
Agar Sabouraud 2,74 0,77 1,60 2,53 4,58
CHROMagar 2,54 1,01 0 2,53 4,34

*Nao existe diferenca estatisticamente significativa (p=0,427)

Dos 28 individuos positivos para o género Can-
dida na cavidade bucal, foram isoladas 40 cepas de
Candida. O meio CHROMagar permitiu identificar
coldnias distintas por ser cromogénico, possibilitando
maior numero de isolamento.

Essas 40 cepas de Candida foram identificadas
fenotipicamente pelos métodos convencionais, sendo
encontrado 19 (47,5%) de C. albicans e 21 (52,5%) de
espécies nao albicans. Entre as espécies nao albicans,
foram identificadas 7 cepas de Rodothorula rubra, 4
C. stellatoidea, 3 C. glabrata, 2 C. tropicalis, 2 C.
Krusei, 1 C. guilliermondii e 2 amostras sugestivas
de C. dubliniensis pelo diferencial de temperatura.

Todas as amostras de C. albicans e sugestivas de
C. dubliniensis foram analisadas por testes genoti-
picos, sendo que 100% das amostras testadas foram
identificadas genotipicamente como C. albicans.

Em relagdo a identificacdo presuntiva no meio
de cultura CHROMagar Candida pela morfologia e
cor das coldnias, observou-se que as colonias verdes
em CHROMagar foram identificadas pelos métodos
convencionais como C. albicans, com exce¢do de
uma cepa, que foi identificada como C. stellatoidea.
Todas as colonias azuis foram identificadas como C.
tropicalis, indicando que o CHROMagar Candida foi
capaz de identificar presuntivamente 100% das cepas
de C. tropicalis.

Entre as duas cepas de C. krusei, apenas uma
apresentou coldnias rosas rugosas em CHROMagar
conforme a instru¢do do fabricante. A outra cepa de
C. krusei formou colonias de cor azul acinzentada.
Coldnias branca a rosa em CHROMagar foram
identificadas fenotipicamente como C. glabrata e C.
guilliermondii.

DiscussAo
No presente estudo foram analisados lavados
bucais de 50 individuos saudaveis, comparando-se

o isolamento de leveduras em meio de cultura agar

Braz Dent Sci 2009 out./dez.; 12 (4): 40-45

Sabouraud dextrose com cloranfenicol e identificagdo
fenotipica convencional com o isolamento e identifi-
cacdo presuntiva em CHROMagar Candida.

Os dois meios de cultura utilizados foram eficazes
para o crescimento das cepas de Candida, entretanto
observou-se maior nimero de UFC/mL de leveduras
em 4agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol em
relagdo ao CHROMagar. Segundo Sivakumar et al.?,
0 CHROMagar apresenta maior capacidade de inibir o
crescimento bacteriano em relagao ao agar Sabouraud,
e contém substratos cromogénicos que agem sobre as
enzimas produzidas por microrganismos, levando a
formagdo de colonias com diferentes pigmentagdes.
Provavelmente, os fatores cromogénicos do CHRO-
Magar tornam este meio mais seletivo e consequen-
temente levam também a inibicdo de alguns isolados
de Candida.

Em relagdo a custos, o CHROMagar foi signi-
ficativamente mais oneroso que o agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol, porém apresentou maior
praticidade de trabalho.

Utilizando-se os métodos de identificacdo fe-
notipica convencional, foi encontrado 47,5% de C.
albicans e 52,5% de espécies ndo albicans entre os 40
isolados obtidos neste trabalho. Nadagir et al.!? (2008)
isolaram leveduras do género Candida da cavidade
bucal de 132 pacientes e encontraram 66,66% de C.
albicans e 33,33% de espécies ndo albicans. Em re-
lagdo a identificagdo presuntiva em CHROMagar, foi
verificado que C. albicans apresentou cor verde em
100% das amostras. E importante ressaltar que 1 amos-
tra identificada como C. albicans em CHROMagar,
foi identificada pelos testes fenotipicos convencionais
como C. stellatoidea, que atualmente ¢ considerada
uma variante de C. albicans. C. tropicalis também
exibiu cor azul em todas as amostras. Estes achados
concordam com estudos de Odds & Bernaerts' e
Pfaller et al.", que encontraram indices acima de 95%
dosisolados de C.albicans e C. tropicalis corretamente
pré-identificados por meio do CHROMagar.
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No presente trabalho, foram isoladas 2 cepas de
C. krusei, sendo que apenas uma apresentou coloracao
rosa conforme relatado pelo fabricante do CHRO-
Magar. Entretanto, Sivakumar et al.?® verificaram
que os 40 isolados de C. krusei obtidos de candidose
orofaringea apresentaram coldnias rosas de superficies
rugosas em CHROMagar Candida.

Giusiano & Mangiaterra® concluiram que o meio
de cultura CHROMagar Candida apresenta grande
utilidade para a identificacdo presuntiva rapida de
leveduras, especialmente em pacientes imunocompro-
metidos. Nos casos de infec¢ao fingica em pacientes
imunossuprimidos, quanto mais rapida for feita a
identificacdo do microrganismo, ainda que presunti-
vamente, mais rapido sera estabelecido o tratamento
adequado, diminuindo assim a incidéncia de candidose
disseminada, que esta frequentemente associada com
os casos de 6bito em pacientes imunossuprimidos>22.

Neste estudo, dois isolados foram sugestivos de C.
dubliniensis pelo teste de diferencial de temperatura,
entretanto apos a realizagdo da identificag@o genotipi-
ca, verificou-se que esses isolados eram C. albicans.
Esses dados sugerem que o diferencial de temperatura
nao ¢ um método seguro para identificacao presuntiva
de C. dubliniensis. A procura de um marcador feno-
tipico ideal de diferenciagdo entre C. albicans e C.
dubliniensis fez com que recentemente houvesse uma
proliferacdo de publicagdes sobre o comportamento
destas duas espécies quando semeadas em meios de
cultura suplementados com extratos de plantas, como
agar girassol (Helianthus annus) e proteina derivada
do leite, como agar caseina, diferencas no perfil de
assimilagdo de carboidratos entre outros'>!", porém
concordamos com os autores que consideram o PCR
o método mais eficiente para diferenciacao entre estas
duas espécies, embora muitos outros métodos molecu-
lares tenham sido citados com a mesma finalidade®!°2!,

Muitos autores relataram que a identificacdo fe-
notipica presuntiva de C. dubliniensis também pode
ser realizada pelo CHROMagar, pois segundo esses
autores, as colonias de C. dubliniensis apresentam
cor verde escuro no CHROMagar e as colonias de C.
albicans em verde mais claro'®'®!"°, Entretanto, essas
informagdes nao constam nas instru¢des do fabricante
do CHROMagar Candida. Além disso, foi verificado
neste estudo, que as colonias de C. albicans apresenta-
ram diversos tons de verde, que variaram do claro para
o escuro, sendo muitas vezes observadas na mesma
placa de CHROMagar.

A rapida identificagdo de um agente causador de
infeccdo fungica, ainda que presuntiva, como a que
pode ser obtida através da utilizagdo do CHROMagar
Candida, e o inicio imediato da medicagao antifungica
mais apropriada, pode fazer significativa diferenca
para os casos de pacientes imunocomprometidos,
porém ndo descarta em hipétese alguma, a identifi-
cacdo definitiva das espécies de leveduras envolvidas
nestes casos.

CoNcLuUsAO

A analise dos resultados obtidos permitiu as se-
guintes conclusdes: os meios de cultura agar Sabou-
raud Dextrose com cloranfenicol e CHROMagar Can-
dida foram eficazes para o crescimento e isolamento
de leveduras da cavidade bucal; o agar Sabouraud dex-
trose com cloranfenicol apresentou maior quantidade
de unidades formadoras de colonias na saliva (UFC/
mL) de leveduras do género Candida em relagao ao
CHROMagar, porém sem diferenca estatisticamente
significante; o meio de cultura CHROMagar foi eficaz
na identifica¢do presuntiva da maioria das leveduras
do género Candida.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the isolation and identification of yeasts of gender Candida by medium CHROMagar
Candida with the convencional medium Sabouraud Dextrose agar with chloramphenicol. Fifty samples of saliva were
collected from individuals between 13 to 70 years old. The individuals rinsed their mouth with sterile phosphate buffered
saline (PBS) for 30 seconds. Those samples were plated in CHROMagar Candida and Sabouraud Dextrose agar with
chloramphenicol, and incubated at 37°C for 48h. After that, the number of colony-forming units per mL (CFU/mL) were
counted in CHROMagar Candida and Sabouraud Dextrose agar. The presumptive identification of Candida species in
CHROMagar was carried out by color and morphology of colonies. The Candida colonies were isolated in order to
perform phenotypic identification through the production of germinative tubes, presence of hyphae and chlamydospores,
carbohydrate fermentation and assimilation, temperature differentiate, and urease test. The isolates identified as C.
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albicans were analyzed by genotypic characterization using the Polymerase Chain Reaction (PCR) to discriminate C.
dubliniensis. The results demonstrated that Sabouraud Dextrose agar presented higher number of Candida (CFU/mL)
in relation to the CHROMagar, however no statistical difference was observed. The CHROMagar was effective for
presumptive identification of C. albicans and C. tropicalis. It was concluded that both medium were effective for growing
of yeasts, with higher number of UFC/mL in CHROMagar. The CHROMagar allowed the presumptive identification

of the most Candida species.

UNITERMS
Candida; C. albicans; Agar.
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