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RESUMO

Candida albicans é a principal levedura causadora de infeccbes em humanos que
pode ocasionar a morte do paciente caso nao diagnosticado e tratado rapidamente.
Logo, € essencial o diagnéstico rapido e confiavel. No entanto, na pratica clinica
existem diferentes métodos que podem ser utilizados, mas que diferem quanto a
sensibilidade e especificidade diagnostica e estes aspectos estdo diretamente
relacionados a confiabilidade nos resultados e diretrizes de tratamento. Nesse
sentido, o objetivo desta pesquisa foi realizar uma revisédo integrativa da literatura
com vistas a comparar a sensibilidade e especificidade dos métodos CHROMagar®
e Nested-PCR para identificacdo de C. albicans, evidenciando a metodologia mais
eficiente para sua identificacdo. Para tanto, na coleta de dados foram utilizados
periédicos nacionais e internacionais indexados em diferentes bases de dados,
sendo selecionados 20 artigos publicados entre os anos 2005 a 2020 para
composicdo da revisdo. Como resultados, constatou-se que o0 método
CHROMagar® possui, segundo a literatura, sensibilidade de 97% a 83,3% e
especificidade de 97,9% para a identificacdo de C. albicans, porém apresenta
limitacdes para identificacdo de espécies ndo-albicans como C. parapsilosis. Ja a
Nested-PCR obteve uma sensibilidade e especificidade de 100% e 97%,
respectivamente para a identificacdo de Candida spp. Demonstrando ainda
vantagens em relacdo ao tempo e precisédo diagndstica. Nesse sentido, considera-se
gue o método molecular de Nested-PCR possui resultados superiores em termos de
sensibilidade e especificidade quando comparado ao CHROMagar® para
diagnostico de Candida spp. No entanto, para a identificagdo de C. albicans ambas
as técnicas possuem resultados satisfatérios.

PALAVRAS-CHAVE: Diagnostico; Infeccéo; Levedura.

COMPARISON OF SENSITIVITY AND SPECIFICITY BETWEEN TWO METHODS
IDENTIFICATION OF Candida albicans

ABSTRACT
Candida albicans is the main yeast that causes infections in humans that can cause
the death of the patient if not diagnosed and treated. Therefore, a fast and reliable
diagnosis is essential. However, in clinical practice there are different methods that
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can be used, but they differ in terms of sensitivity and diagnostic specificity and these
aspects are directly related to the reliability of results and treatment guidelines. In this
sense, the objective of this research was to carry out an integrative literature review
in order to compare the sensitivity and specificity of the CHROMagar® and Nested-
PCR methods for the identification of C. albicans, showing the most efficient
methodology for its identification. For both data collection, national and international
journals indexed in different databases were used and 20 articles published between
2005 and 2020 were selected to compose the review. As a result, it was found that
the CHROMagar® method has, according to the literature, a sensitivity of 97% to
83,3% and specificity of 97,9% for the identification of C. albicans, but it has
limitations for the identification of non-albicans species as C. parapsilosis. Nested-
PCR, on the other hand, obtained a sensitivity and specificity of 100% and 97%,
respectively for the identification of Candida spp. It also demonstrates advantages in
terms of time and diagnostic accuracy. In this sense, it is considered that the
molecular method of Nested-PCR has superior results in terms of sensitivity and
specificity when compared to CHROMagar® for the diagnosis of Candida spp.
However, for the identification of C. albicans both techniques have satisfactory
results.

KEYWORDS: Diagnosis; Infection; Yeast.

INTRODUCAO

Candida € a principal levedura causadora de patologias em humanos, faz
parte da microbiota normal da pele humana. No entanto, em algumas situacfes
especificas que favorecam o aumento de viruléncia como a diminuicdo da imunidade
do hospedeiro ou procedimentos invasivos se torna oportunista e patogénica
(MONTES et al., 2019; SOARES et al., 2019). Nestas condi¢des a espécie Candida
pode causar a morte do hospedeiro (MONTES et al., 2019).

Espécies como Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis e Candida krusei séo relatadas como as principais causadoras de
infeccbes fungicas, sendo C. albicans a espécie prevalente (BONA et al., 2016;
VIEIRA et al., 2018; PIGATTO et al., 2019; LONE; AHMAD, 2020). Estas infeccoes
causadas por leveduras podem ser classificadas como superficiais, cutaneas ou
sistémicas, e ainda primarias ou oportunistas (MONTES et al., 2019; ARRIOLA,;
ARBO, 2020).

Entre os diferentes tipos de infec¢bes causadas pelo género Candida, a
candidiase vulvovaginal acomete cerca de 75% das mulheres nos Estados Unidos
podendo apresentar sinais e sintomas inespecificos dificultando o processo de
diagndstico e tratamento da infeccdo (AMINZADEH et al.,, 2016; HILLIER et al.,
2020). Ja a candidaria é uma infec¢do do trato urinério associada a presenca de C.
albicans (FAZELI et al., 2019). Ohki et al. (2020) apontaram a candidemia como
outro exemplo de infecgdo causada por C. albicans caracterizada como invasiva e
gue atinge a corrente sanguinea dos pacientes, sobretudo aqueles que estejam
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), (DADAR et al., 2018; POISSY et
al., 2020). Mesmo com o0s avangos nos tratamentos antifingicos a taxa de
mortalidade global bruta associada a candidemia varia entre 40 e 60% devido a
intervencdo terapéutica tardia e diferentes comorbidades apresentadas pelos
pacientes (MONCADA et al., 2020; OHKI et al., 2020; POISSY et al., 2020).

O tratamento nas infecgfes fangicas, assim como em outros casos, deve ser
direcionado a espécie causadora. No entanto, quando realizado de maneira
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inadequada pode gerar a selecdo de cepas mais resistentes aos medicamentos e
piorar a infeccdo (POISSY et al., 2020). Dessa forma, é possivel evidenciar a
importancia do diagnostico adequado e rapido para introducdo de um tratamento
precoce para melhora do quadro clinico do paciente (SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018;
POISSY et al., 2020). As técnicas mais utilizadas para realizacéo da identificacao de
C. albicans sd0 o CHROMagar® e a Nested- PCR (MIMICA et al., 2009).

Dentre 0os meios diagndsticos para Candida, Araujo et al. (2005) apontaram
gue 0os meios de cultura cromogénicos sdo 0s mais utilizados para identificagao de
leveduras de interesse clinico e dentre esses, o CHROMagar® € o método
comumente aplicado para identificacdo de Candida spp. (ARAUJO et al., 2005;
RIBEIRO et al.,, 2009). Este meio cromogénico promove a metabolizacdo do
substrato [3-glicosaminidase na qual cada espécie de levedura adquire uma
morfologia e cor especifica permitindo dessa forma a diferenciacdo das diversas
espécies de Candida (ARAUJO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009). Embora de uso
comum, oS meios cromogénicos demoram de dois a trés dias para fornecerem os
resultados e a variacdo nos padrdes de cores das colbnias resultam em um
diagndstico de menor precisdo e atraso na introducdo de medidas terapéuticas
eficazes para o tratamento da infeccao (ZHAI et al., 2018; SANKARI et al., 2019).

Nesse sentido, Siqueira e Almeida (2018) inferiram que as técnicas
moleculares tém se mostrado uma alternativa para a resolucdo desses problemas
(MIMICA et al., 2009; ALVES et al., 2010).

Uma das técnicas moleculares utilizadas para a deteccdo de fungos é a
Nested-PCR. Nesta técnica é analisada uma regido alvo conhecida como ITS
(Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossémico que é altamente conservada em
fungos o que permite a identificacdo das diferentes espécies de maneira especifica e
segura (ALVES et al., 2010; SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018). Esta técnica possui ainda
a capacidade de detectar pequenas quantidades de amostras de DNA fangico
conferindo a técnica grande precisdo no reconhecimento da espécie presente
(ALVES et al., 2010; SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018).

Diante do exposto, a presente pesquisa trata-se de uma revisao integrativa
de literatura com o objetivo de comparar a sensibilidade e especificidade do método
CHROMagar® e do método de Nested-PCR para identificacdo de C. albicans,
mostrando portanto qual metodologia € mais eficiente para a identificagao.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho tratou-se de um estudo de revisdo do tipo integrativa realizada
no periodo de 20 de marco de 2020 a 12 de novembro de 2020 no Centro
Universitario Cesumar — Unicesumar, Maringad-PR. desenvolvido seguindo as fases
de formulagdo do problema; coleta de dados; avaliagdo dos dados; andlise dos
dados; apresentacdo e interpretacdo dos resultados (MOHER et al.,, 2015). A
ferramenta utilizada para realizagdo da pesquisa foi o levantamento de artigos
presentes nas bases de dados United States National Library of Medicine (PubMed),
Scientific Eletronic Library Online (Scielo) e Google Académico. Foram utilizados
como descritores da pesquisa os termos “ldentificacdo de Candida albicans”,
“Métodos de identificacdo de Candida spp.”, “Sensibilidade e especificidade de
CHROMagar®”, “CHROMagar® Candida”, “Métodos Cromogénicos”, “Nested-PCR
na identificacdo de Candida spp.”, “Sensibilidade e especificidade de Nested-PCR
para C. albicans”.

Como critérios de inclusdo foram adotados artigos nos idiomas portugués,
inglés e espanhol provenientes de periddicos nacionais e internacionais, artigos que
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se relacionassem com o tema proposto, aplicacdo dos métodos CHROMagar® e
Nested-PCR para a identificacdo de Candida spp. e envolvessem pesquisas com
amostras biologicas oriundas de humanos com periodo de publicacdo delimitado
entre 2005 a 2020. Os critérios de exclusdo foram artigos que se repetiam em
ambas as bases de dados, bem como artigos fora do tema de interesse e que se
relacionassem a pesquisas com animais, resumos e trabalhos académicos de
monografias, dissertacdes e teses.

Desse modo, foram selecionados 300 artigos envolvendo o universo de
interesse. Esses artigos passaram por analise do titulo, resumo e do artigo completo
para verificar se contemplavam o objetivo da revisdo. Apds a avaliacdo, optou-se por
utilizar para composicdo desta revisdo 20 artigos que cumpriram os critérios de
inclusdo da pesquisa. Sendo assim, foi introduzido o objetivo da presente reviséo
integrativa dividindo o estudo em duas classes: diagnostico por CHROMagar® e
diagnéstico por Nested-PCR, correlacionando posteriormente dados encontrados em
diferentes periodicos sobre sensibilidade e especificidade de cada método.

RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os descritores pesquisados nas bases de dados foram
encontrados e analisados 300 artigos, e ap0s a leitura minuciosa e a aplicacdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo resultou em 20 artigos selecionados 0s quais
contemplam esta revisao integrativa (Quadro 1).

QUADRO 1- Artigos utilizados para estruturacao da revisao integrativa

Titulo do artigo Titulo do | Ano | Idioma Pais do
Procedéncia periédico estudo
(volume,
namero e
pagina)
PubMed Risk factors for candidemia: a | Journal List: | 2020 | Inglés Franca
prospective matched case- | Critical Care, (v.
control study 24).
PubMed Candiduria in Hospitalized | Iran Journal | 2019 | Inglés Iran
Patients and Identification of | Public Health, (v.
Isolated Candida Species by | 48, n. 1, p. 156—
Morphological and Molecular | 161).
Methods in llam, Iran
PubMed Identification of Candida | Pathogens, (v. 8, | 2019 | Inglés Honduras
Species from Clinical | n. 4, p. 237).
Samples in a Honduran
Tertiary Hospital
PubMed Detection of Candida species | Journal of | 2018 | Inglés China
in preghant Chinese women | Medical
with  a molecular beacon | Microbiology, (v.
method 67, n. 6, p.783—
789).
Google Biologia  Molecular como | Archives Health | 2018 | Portugués Brasil
Académico ferramenta de  deteccdo | Sci, (v. 25, n. 3,
fungica no sangue: auxilio | p. 41-45).
diagnéstico e reducdo de
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gastos

PubMed Candidemia due to | Scientific 2018 | Inglés Taiwan
uncommon Candida species | Reports, (v. 8, n.
in children: new threat and | 15239, p. 1-9).
impacts on outcomes
PubMed Deteccion molecular  de | Gaceta médica | 2017 | Espanhol México
especies de Candida en|de México, (v.
especimenes de pacientes | 153, n. 5, p. 581-
hospitalizados. / Molecular | 589).
detection of candida species
from hospitalized patient's
specimens.
PubMed Aproximacion diagnéstica y | Revista 2016 | Espanhol Espanha
terapéutica a la candidiasis | Espanhola de
intraabdominal Quimioterapia,
(v. 29, n. 1, p.
52-55).
Google Biomarkers and Molecular | Bloodstream 2014 | Inglés Portugal
Académico Analysis to Improve | Infection
Bloodstream Infection | Diagnostics, (V.
Diagnostics in an Emergency | 9, n. 1, p. 1-7).
Care Unit
PubMed Evaluation of chromogenic | Brazilian Journal | 2014 | Inglés Egito
media and seminested PCR | of Microbiology,
in the identification of Candida | (v. 45, n. 1, p.
species 255-262).
Scielo Identificacdo por PCR e | Revista da | 2010 | Portugués | Brasil
sensibilidade a antifiingicos | Sociedade
de isolados clinicos vaginais | Brasileira de
de Candida sp. Medicina
Tropical, (v. 43,
n. 5, p. 575-579).
Google Oral Candida carriage of | Revista 2010 | Inglés Portugal
Académico patients attending a dental | Iberoamericana
clinic in Braga, Portugal de Micologia, (v.
27, n. 3, p. 119-
124).
Scielo Identification of Candida spp. | Brazilian Journal | 2010 | Inglés Brasil
by Phenotypic Tests and PCR | of Microbiology,
(v. 41, p. 286-
294, 2010).
Google Seminested PCR for | New 2010 | Inglés Turquia
Académico detection and identification of | Microbiologica,
Candida species directly from | (v. 33, p. 57-62).
blood culture bottles
PubMed Evaluation of nested and real- | Journal 2009 | Inglés Tunisia
time PCR assays in the | Compilation:
diagnosis of candidemia Clinical
Microbiology and
Infection, (v. 5, p.
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656—-661).

Google Diferentes métodos | Robrac (v. 18, n. | 2009 | Portugués | Brasil
Académico fenotipicos para isolamento e | 45, p. 18-26).

identificacdo de espécies de

Céandida
Google Diagnostico de infeccdo por | Jornal Brasileiro | 2009 | Portugués Brasil
Académico Candida: avaliacdo de testes | de Patologia e

de identificacdo de espécies e | Medicina

caracterizacdo do perfil de | Laboratorial, (v.

suscetibilidade 45, n. 1, p. 17-

23).

Google Isolamento de Candida spp. | Brazilian Dental | 2009 | Portugués | Brasil
Académico com utilizagdo de meio de | Science, (v. 12,

cultura cromogénico | n. 4, p. 40-45).

CHROMagar Candida
Google Utilizacdo de um meio | Semina: 2006 | Portugués Brasil
Académico cromogénico e da técnica de | Ciéncias

semi-nested PCR para | Bioldgicas e da

identificacdo de espécies de | Saude, (v. 27, n.

Candida 2, p. 125-132).
Scielo Identificacdo das Leveduras | Revista de | 2005 | Portugués Brasil

do Género Candida por | Patologia

métodos Manuais | Tropical, (v. 34,

Convencionais e pelo Método | n. 1, p. 37-42).

Cromégeno CHROMAGAR

Candida.

Fonte: dados da pesquisa (2020)

Dos 20 artigos selecionados, trés artigos foram encontrados na Scielo, nove
presentes no PubMed e oito no Google Académico. Percebeu-se, apds a selecao
dos artigos, que a maioria dos estudos relacionados ao tema de interesse foram
publicados entre 2005 e 2014, o que sugere a necessidade de estudos com dados
atualizados sobre o tema da pesquisa. A maioria dos estudos escolhidos foram
publicados no idioma portugués contemplando pesquisas nacionais. Também houve
artigos com origem na China, Taiwan, Ird, Honduras, México, Portugal, Tunisia,
Egito, Turquia e Espanha mostrando que as infeccbes com Candida ssp. sdo um
problema em varios paises.

A sensibilidade e especificidade do método de CHROMagar®

Existem diferentes formas para se realizar a identificacdo das espécies de
Candida, dentre elas os métodos fenotipicos como o CHROMagar®. Este meio de
cultura com adicdo de cromdégenos possibilita diferenciar C. albicans de outras
leveduras de interesse clinico (ARAUJO et al., 2005; MIMICA et al., 2009).

De acordo com Martins et al. (2010) ao analisarem o método CHROMagar®,
0 meio de cultura apresentou sensibilidade de 97,9% para C. albicans e
especificidade de 83,3%. Segundo o estudo foram observados padrdes de cores néo
habituais das colbnias para a espécie inicialmente identificada. Ademais, foram
notados dois isolados que desenvolveram cor verde inicialmente e posteriormente
nao foram identificados como C. albicans (MARTINS et al., 2010). Essa variacdo no
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padréo de cores demonstra limitacfes de especificidade do método (RIBEIRO et al.,
2009; MARTINS et al., 2010).

De acordo com Daef et al. (2014), o0 método CHROMagar® demonstrou uma
sensibilidade de 96,9% e especificidade de 97,9% para identificacdo de C. albicans
em relacdo a outros métodos fenotipicos convencionais demonstrando valores de
sensibilidade e especificidade considerados elevados pelos autores para
identificac&o de C. albicans.

No entanto, de acordo com Martins et al. (2010) as espécies C. glabrata e C.
parapsilosis ndo foram identificadas em CHROMagar®. Reconhecendo-se a
limitacdo do meio CHROMagar® na identificacdo destas espécies de Candida
(ARAUJO et al., 2005; MIMICA et al., 2009; MARTINS et al., 2010; TSAI et al.,
2018). Sendo que C. parapsilosis esta entre as espécies nao-albicans mais comuns
entre as causadoras de infeccfes fungicas invasivas (MIMICA et al., 2009; TSAI et
al., 2018). Corroborando, Marinho et al. (2010) mostraram que 0Ss métodos
fenotipicos sdo incapazes de diferenciar C. albicans de C. dubliniensis,
demonstrando limitagcdes em seu parametro de especificidade. Ainda de acordo com
estes autores, as técnicas fenotipicas demandam maior tempo de execucao, apesar
de possuirem menor custo.

Esses estudos sugerem, portanto, que essa metodologia apesar de possuir
bons indices de especificidade na identificacdo de C. albicans na maioria dos
estudos analisados quando empregada para analise de outras espécies
evidenciaram problemas de especificidade significativos, além de maior tempo para
realizacdo da técnica.

A sensibilidade e especificidade do método de Nested-PCR

De acordo com Siqueira e Almeida (2018) os pacientes hospitalizados em UTI
geral e neonatal apresentaram discordancia de resultados entre a técnica de
hemocultura e Nested-PCR. Notou-se que todas as amostras negativas na PCR
foram negativas na hemocultura, porém das 88 hemoculturas negativas, 41 (46,6%)
foram positivas pela Nested-PCR mostrando a presenca de espécies de Candida
mesmo em amostras negativas de hemocultura. Conforme salientam Siqueira e
Almeida (2018), essa divergéncia pode ser explicada pela baixa sensibilidade das
hemoculturas para a deteccdo de pequenas quantidades de micro-organismos no
sangue, como € o caso das infec¢des sistémicas. Levando em consideragdo que
mesmo em hemoculturas negativas, as infecgdes invasivas, fungicas ou bacterianas,
podem estar presentes (LOONEN et al., 2014).

Segundo Khlifl et al. (2009), de 30 amostras clinicas positivas contendo
diferentes espécies de Candida foram identificadas 11 amostras com presenca de C.
albicans tanto pelo método de hemocultura como pelo método de Nested-PCR.
Evidenciando resultados concordantes e satisfatorios entre ambas as técnicas para
identificacdo de C. albicans. ao comparar a eficiéncia diagnostica entre as técnicas
de Nested-PCR e PCR em Tempo Real para diagnostico de pacientes com
candidemia. No estudo, Khlif et al. (2009) mostraram sensibilidade de 86% e
especificidade de 54% para a técnica de Nested-PCR ressaltaram que a técnica €
espécie-especifica e pode apresentar bons resultados de sensibilidade e
especificidade quando comparada com outras técnicas de PCR. Apesar de
apresentar limitagcbes em relacdo a sua forma de execucdo em duas etapas de
amplificacdo que torna o processo mais demorado (KHLIF et al., 2009).

A técnica de Nested-PCR, segundo Daef et al. (2014) a partir de isolados de
amostras clinicas diversas apresentou em seus estudos para identificacdo de
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Candida spp. sensibilidade e especificidade de 100%. Conforme salientam
Cerikcioglu et al. (2010) ao compararem os resultados de hemoculturas e Nested-
PCR para a identificacdo de C. albicans em isolados clinicos, ambos testes
demonstraram-se eficientes. Sendo que a técnica molecular obteve uma
sensibilidade e especificidade de 100% e 97%, respectivamente. Contudo, uma das
amostras negativas em hemocultura foi relacionada contendo C. parapsilosis pelo
método molecular (CERIKCIOGLU et al., 2010). E possivel concluir, que a técnica
molecular apresenta maior precisdo na identificacdo de espécies ndo-albicans
(MIMICA et al., 2009).

Por fim, Oliveira et al. (2006) apresentaram em seus estudos que ao
compararem as técnicas de CHROMagar® e Nested-PCR para a identificacdo de C.
albicans 0 método CHROMagar® identificou 22 amostras com a presenca de C.
albicans. Enquanto a Nested-PCR identificou cerca de 24 amostras indicando assim,
uma concordancia entre as técnicas de 91,7 %. Mesmo com um limiar de
concordancia alto, Oliveira et al. (2006) revelaram que a técnica molecular apresenta
superioridade em relagdo ao CHROMagar® na identificacdo de espécies ndo-
albicans, como € o caso da C. parapsilosis. Além disso, 0 método molecular utiliza a
identificacdo genética por meio de amplicons, que sdo diferenciados em eletroforese
e garantem a técnica maior sensibilidade e especificidade.

O método cromogénico possui baixo poder de deteccdo e menor
especificidade na identificacdo de espécies nao-albicans que sdo de grande
importancia clinica, demonstrando assim, que a cultura possui baixa sensibilidade e
especificidade perante a superioridade do método molecular para identificacdo das
diferentes espécies de Candida (LOONEN et al., 2014; CARDOSO et al., 2017). Zhai
et al. (2018) apontam que quando compararam um método fenotipico tradicional
com um método molecular, o segundo demonstrou-se mais sensivel, com tempo de
resposta menor em laboratério clinico.

Com relacdo ao tempo de execucdo, segundo Siqueira e Almeida (2018) o
tempo de deteccao por hemoculturas das leveduras nas amostras de sangue total foi
em meédia de trés dias apos a coleta. Entretanto, para reconhecimento da espécie 0s
resultados foram liberados no oitavo dia apds a coleta do material. Quando
comparado com o tempo de identificacdo via Nested-PCR, esta ocorreu no tempo
maximo de 10 horas e cinco minutos, sendo casos positivos ou negativos e
considerando todas as etapas que envolvem o0 processo segundo a técnica
(SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018).

Mostrou-se, portanto, que o método de Nested-PCR é ideal para o
diagnostico répido, preciso e especifico de acordo com seus resultados de
sensibilidade e especificidade superiores as técnicas fenotipicas convencionais.
Para a identificacdo de C. albicans, os resultados de ambas as técnicas foram
satisfatorios e ndo possuem grandes discrepancias, porém estudos apontam erros
de precisdo do método CHROMagar® pela variacdo da coloracdo que as coldnias
podem apresentar no meio, levando a identificacao errada até mesmo da espécie de
C. albicans e além disso este meio de cultura ndo permite o isolamento de C.
parapsilosis; o que demonstra um grande problema para o sistema de saude.

Ha diversas formas para deteccdo das espécies do género Candida, uma €&
por meio da positivacdo em hemoculturas e uroculturas que demonstram presenca
das leveduras (DAEF et al., 2014; SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018). Outra forma de
identificacdo € por meio de testes fenotipicos tradicionais que envolvem técnicas que
possuem a finalidade de analisar o perfil morfolégico e bioquimico destes
organismos (ZHAI et al., 2018). Além disso, técnicas moleculares como a PCR, a
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PCR multiplex, Nested-PCR, PCR em tempo real e a PCR por transcricao reversa
vém ganhando destaque na identificacdo das diferentes espécies de Candida
(ALVES et al., 2010).

O CHROMagar® ¢é um teste fenotipico tradicional que permite a diferenciacédo
das colénias de Candida spp. pela coloracdo e aspecto morfolégico que cada
espécie apresenta (ARAUJO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009). Sendo assim, a C.
albicans adquire coloragao verde, a C. tropicalis coloragcédo azul, a C. krusei rosa e
rugosa, a C. glabrata branca a rosada e a C. parapsilosis coloracdo rosa e
morfologia lisa (ARAUJO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009; FREIRE et al., 2018).
Esse tipo de identificacdo ajuda no isolamento da levedura possibilitando que vérias
espécies de Candida spp. sejam isoladas em uma unica placa (ARAUJO et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2009).

Contudo, de acordo com Zhai et al. (2018) os testes fenotipicos geralmente
levam mais de 48 horas para completar a identificacdo da levedura podendo ainda
apresentar resultados equivocados. Isso revela menor precisdo do diagnostico e
gera atrasos na introducdo de medidas terapéuticas eficazes para o tratamento da
infeccdo. Esse atraso no inicio do tratamento leva o paciente a ficar mais tempo
internado aumentando o0s custos e 0s riscos de vida que essas infeccoes
apresentam quando agravadas (SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018). Sendo assim, sdo
necessarios métodos diagnosticos que permitam a identificacdo da levedura de
forma rapida, precisa e eficaz, como os métodos moleculares (SIQUEIRA;
ALMEIDA, 2018).

Em relacdo aos métodos moleculares, segundo Alves et al. (2010), varias
abordagens estdo sendo desenvolvidas para permitir uma identificacdo mais rapida
e segura de espécies fungicas para substituir os problemas de imprecisao e demora
dos testes fenotipicos tradicionais (2010; ZHAI et al., 2018). Os métodos
moleculares s&o capazes de identificar o DNA das leveduras que estdo presentes
nas diferentes amostras bioldgicas, e ainda possuem a capacidade de melhorar o
diagnostico deste tipo de infeccdo de maneira rapida e eficiente, podendo contribuir
assim para a introducado de uma terapéutica adequada e que reduza as chances de
tratamentos desnecessarios e imprecisos, diminuindo os custos e a selecdo de
cepas resistentes ao tratamento (CARDOSO et al., 2017).

Segundo Montero et al. (2016), as técnicas moleculares possuem maiores
vantagens para realizacdo da identificacdo desses fungos, porém essas técnicas
apesar de se mostrarem promissoras, ainda nao se estabeleceram nos laboratorios
de microbiologia como método de rotina devido seu elevado custo e a falta de
padronizacdo (MONTERO et al., 2016). No entanto, isso evidencia a necessidade de
estudos como este, que mostrem a importancia dessas técnicas para que mais
pesquisas a respeito da padronizacdo desses métodos sejam realizadas para
melhoramento desse diagnostico na rotina.

As técnicas moleculares realizam amplificagdo principalmente das sequéncias
ITS1 e ITS2, onde se encontram regifes altamente conservadas conhecidas como
18S, 5,8S e 28S do DNA ribossémico (rDNA) e que estdo presentes em fungos
patogénicos e assim € possivel identificar as espécies de Candida pelos diferentes
formatos de PCR (OLIVEIRA et al., 2006; ALVES et al., 2010).

A Nested-PCR vem se destacando como alternativa para deteccdo de
Candida spp. Esta técnica acontece em duas etapas de amplificacdo (OLIVEIRA et
al., 2006; SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018). Na primeira amplificacdo, utilizam-se primers
universais que se anelam as regides ITS do DNAr, sendo identificado nessa etapa o
género Candida. J4 na segunda etapa, sao utilizados primers espécie-especificos
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ITS1 e ITS4, que identificam qual a espécie de Candida presente naqguele material
(OLIVEIRA et al., 2006; ALVES et al., 2010; SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018).

A Nested-PCR tem se mostrado um bom instrumento para o diagndstico
laboratorial das candidiases invasivas com resultados promissores em relacdo a
valores de sensibilidade e especificidade quando comparada aos métodos
fenotipicos (SIQUEIRA; ALMEIDA, 2018; ZHAI et al., 2018).

Conforme Brito et al. (2003), o termo especificidade € definido como a
capacidade que um método possui em distinguir o analito de interesse de outros
componentes presentes na amostra. Ja a sensibilidade, segundo Freitas et al.
(2006), refere-se a habilidade de deteccdo do analito alvo em determinada
concentracdo dentro de uma matriz biolégica. Estes parametros sdo de grande
importancia para a garantia da confiabilidade dos resultados apresentados por
determinado método (BRITO et al., 2003; FREITAS et al., 2006). Assim, juntamente
com critérios de linearidade, exatiddo, precisao e limite de deteccdo a especificidade
e sensibilidade s&o parametros necessarios para a validacdo de um método analitico
(BRITO et al., 2003).

Os meétodos moleculares como a Nested-PCR revelam indices de
positividades maiores, ja que a técnica consegue detectar fracdes minimas de DNA
fungico circulante no momento da coleta de sangue pelo principio de amplificacdo do
DNA alvo presente e, assim, oferece maior sensibilidade ao diagnostico (LOONEN
et al., 2014).

Foi visto, portanto, que em ambos os testes de sensibilidade e especificidade
0os dois métodos, tanto o cromogénico quanto o molecular, possuem resultados
satisfatorios para identificacdo e diagndstico da C. albicans. No entanto, para a
deteccdo de Candidas nédo-albicans, o CHROMagar® se mostrou uma técnica
inferior & Nested-PCR, deixando a desejar na identificacdo de algumas cepas que
sao de extrema importancia diagnostica, como a C. parapsilosis e a C. dubliniensis.
Por ser um método mais barato que o molecular, este acaba sendo escolhido pelos
laboratorios. Entretanto, a Nested-PCR possibilita a identificacdo mais rapida, com
grande poder de deteccéo e precisdo. Fornecendo assim, um diagnéstico precoce,
aumentando as chances de recuperacdo do paciente e, consequentemente,
diminuindo os custos hospitalares em decorréncia de uma internacao mais longa.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que os métodos apresentaram elevada sensibilidade e
especificidade para a identificacdo da espécie C. albicans, mostrando ainda alto
grau de concordancia entre as técnicas para o diagnéstico de infec¢cdes ocasionadas
por esta espécie. Contudo, a técnica de Nested-PCR se sobressai ao método
Cromogénico na identificacdo de candidas n&o-albicans, devido a sua utilizacdo de
primers espécie-especificos que tornam o diagndstico altamente preciso e impactam
em resultados superiores de sensibilidade e especificidade para a deteccdo de
Candida spp. Por meio desse estudo, evidenciou-se a necessidade de mais
pesquisas atuais sobre o tema relacionado, demonstrando a importancia da Nested-
PCR quando se avaliar parametros de sensibilidade e especificidade para uma
melhor identificagdo da espécie Candida.
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