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RESUMO

Diferentes meios cromogenos de cultivo, fundamentados na cor desenvolvida pelas colonias através
de indicadores de pH e fermentagdo de compostos especificos ou substratos cromogenos, t€m sido
utilizados para diferenciar Candida albicans e outras leveduras de interesse clinico. O meio de
cultura CHROMagar Candida ¢ usado para isolar e identificar presuntivamente C. albicans, C.
krusei e C. tropicalis. Neste trabalho, o meio cromégeno CHROMagar™ Candida foi usado para a
identificacdo de 53 leveduras previamente identificadas por métodos manuais convencionais como
Candida albicans (34), C. tropicalis (7), C. krusei (5) C. glabrata (4) e C. parapsilosis (3). Das 34
amostras identificadas por métodos convencionais como C. albicans, 30 (88,2%) apresentaram a
coloragdo verde-escura brilhante propria desta espécie no meio cromogénico. As caracteristicas
relativas a coloragdo e a morfologia, mostradas em CHROMagar Candida, apresentaram-se
compativeis com C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis em todas as amostras estudadas, enquanto
5 dos 7 isolados (71,4%) de C. tropicalis apresentaram a coloragdo azul caracteristica desta
espécie. Com os resultados obtidos concluiu-se que o meio CHROMagar Candida pode ser util na
identificacdo presuntiva das espécies do género Candida.

DESCRITORES: Candida spp. Identificagio. CHROMagar™ Candida.
INTRODUCAO

Embora Candida albicans seja predominante em amostras clinicas,
outras espécies de Candida t€m sido relatadas como importantes patdgenos
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oportunistas (1, 5). Algumas espécies como C. glabrata e C. krusei t€m-se mostrado
intrinsecamente resistentes ao fluconazol, enquanto C. lusitaniae tem sido relatada
como resistente a anfotericina B (3, 7, 14). Conseqiientemente, faz-se necessaria
uma identificagdo rapida e precisa dessas leveduras para que se estabeleca uma
terapia antifingica adequada (8).

As técnicas convencionais para identificagdo das espécies de Candida sdo
baseadas principalmente em métodos bioquimicos, como fermentagao e assimilacao
de carboidratos, habilidade em formar tubos germinativos a 37°C em soro e produzir
clamidoconidios em 4agar Corn-meal (Difco) acrescido de tween 80 (9).

Nos ultimos anos, diferentes meios cromogenos de cultura com
capacidade de diferenciar Candida albicans e outras leveduras de interesse clinico
tém sido comercializados. Esses meios t€m como fundamento a alteragdo na
cor desenvolvida pelas colonias através de indicadores de pH e fermentacdo de
compostos especificos ou substratos cromoégenos (3,4,7,12). O meio de cultura
CHROMagar tem sido utilizado para isolar e identificar presuntivamente C.
albicans, C. krusei, C. dubliniensis e C. tropicalis (1, 10, 15, 16). Este meio se
baseia na utilizagdo do substrato [} glicosaminidase (4, 13) e diferencia as leveduras
de acordo com a morfologia e a cor das colonias (3, 6). A utilizacdo deste meio
facilita a detecg@o e a identificagdo destas leveduras e, também, fornece resultados
presuntivos em menor tempo que os obtidos pelos métodos ja padronizados.

Neste trabalho, foi avaliado a utilizacdo do meio de CHROMagar™
Candida para identificacdo presuntiva das espécies de Candida provenientes de
amostras de urina de pacientes da Unidade de Terapia Intensiva do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias.

MATERIAL E METODOS
Amostras, isolamento e identifica¢do

As 120 amostras de urina obtidas de pacientes internados na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
foram semeadas em agar Sabouraud dextrose (Difco), incubadas em temperatura
ambiente por até 72 horas para obtenc@o de crescimento de leveduras.

A identificagdo das leveduras foi realizada pelos métodos convencionais
como morfologia da coldnia, prova do tubo germinativo, produgdo de
clamidoconidios e prova de assimilac@o de hidratos de carbono, segundo Kurtzman
& Fell 9). C. albicans ATCC 64548 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas
como controle da metodologia.

Todos os isolados foram estocados em agar Sabouraud dextrose a 4°C
e subcultivados por um periodo de 24 a 48 horas antes da inoculagdo em meio
cromogénico, CHROMagar™ Candida.
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Identificagdo através de CHROMagar™ Candida

O CHROMagar™ Candida (Microbiology, France) foi preparado de
acordo com as instrug¢des do fabricante e as placas foram estocadas a 4°C no escuro.
Cada isolado foi subcultivado neste meio e incubado a 30°C por 48 horas. A leitura
das placas e a interpretagdo dos resultados foram realizadas pela observacdo da
morfologia e da pigmentagdo das coldnias (7).

RESULTADOS

Foram isoladas 53 leveduras de 120 amostras de urina de pacientes da UTI
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias. Essas leveduras foram
identificadas pelos métodos convencionais como Candida albicans 34 (64,2%), C.
tropicalis 07 ( 13,2%), C. krusei 05 (9,4%), C. glabrata 04 (7,5%) e C .parapsilosis
03 (5,7%) (Figura 1).
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Figura 1. Espécies de Candida identificadas pelos métodos convencionais em 53
leveduras isoladas de urina.

Dentre os 34 isolados de C. albicans que foram cultivados em meio
CHROMagar Candida, 88,2% (30) mostraram caracteristicas morfologicas e
pigmentacdo das colonias compativeis com esta espécie, enquanto quatro deles
apresentaram-se indefinidos. As espécies de Candida ndo—albicans, C. parapsilosis
(3), C. krusei (5) e C. glabrata (4) mostraram 100% de concordéncia entre os
dois métodos. Dos sete isolados identificados pelos métodos convencionais como
C. tropicalis, 71,4% (5) apresentam-se com colOnia caracteristica de cor azul e
rugosidade na parte externa em CHROMagar™ Candida (Tabela 1).
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Tabela 1. Relagdode concordanciaentre os métodos convencionaise CHROMagar
de 53 leveduras do género Candida.

Métodos CHROMagar™ Morfologia e pigmentagdo das Concordancia
convencionais Candida colonias em CHROMagar™ Candida (%)
C. albicans (34) C. albicans (30) Verde 88,2
C. tropicalis (07) C. tropicalis (05) Azul 71,4
C. krusei (05) C. krusei (05) Rosa, rugosa 100
C. glabrata (04) C. glabrata (04) Lilas 100
C. parapsilosis (03)  C. parapsilosis (03) Rosa, lisa 100
DISCUSSAO

CHROMagar™ Candida ¢ um meio cromdgeno que permite a identificagdo
presuntiva das leveduras por conter varios substratos enzimaticos que, hidrolizados
pelas hexoaminidases correspondentes, permitem a identificagdo da levedura de
acordo com a pigmentagao exibida pela colonia em um tempo de 24 a 48 horas (13).
O meio utilizado indica colonias verde-claras para C. albicans, verde-escuras para
C. dubliniensis e azuis para C. tropicalis (11, 16).

Os resultados obtidos mostraram que 30 dos 34 isolados de C. albicans,
identificados por métodos bioquimicos, produgdo de tubo germinativo ¢ de
clamidoconidios, apresentaram coldnias verde-claras, enquanto 5 das 7 amostras
identificadas por métodos manuais como C. tropicalis exibiram col6nias de cor
azul em CHROMagar™ Candida. Estes resultados mostraram, portanto, uma
concordancia entre as metodologias de 88,2 % para C. albicans e de 71,4% para C.
tropicalis. Yucesoy & Marol (17) verificaram uma pequena variagdo nos resultados
com relag@o a estas espécies, visto que 168 de 169 isolados de C. albicans se
apresentaram com coldnias verde-claras em CHROMagar™ Candida; de 33 C.
tropicalis estudadas, 32 isolados se mostraram de cor azul e um se apresentou
de cor rosa-escura. Com relagdo a C. tropicalis, nossos resultados mostraram-se
semelhantes aos de Cooke et al. (4) que verificaram sensibilidade de detecgdo de
72,7% em dez amostras estudadas. Embora C. dubliniensis tenha surgido, desde
1995, como patdgeno emergente, principalmente na mucosa bucal de pacientes com
AIDS, e 0 meio de CHROMagar seja considerado um bom método fenotipico de
diferenciacao entre C. albicans e C. dubliniensis, ndo conseguimos identificar esta
espécie (15).

A coloracéo rosea verificada em nosso estudo, nos cinco isolados de C.
krusei, tem sido encontrada por diferentes pesquisadores (4,11). As coloragdes
rosa e lilas, no entanto, sdo comuns em diferentes espécies de Candida (C. Krusei,
C. parapsilosis, C. glabrata), o que dificulta a interpretagdo do teste. Por isso foi
necessario recorrer a outras caracteristicas tais como rugosidade ¢ extensdo das
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bordas das colonias para orientar a identificagdo dessas espécies. Esta peculiaridade
de rugosidade ao redor das colonias, por exemplo em C. krusei, foi citada por
Garcia-Martos et al. (7). A identificagdo de C. krusei é de grande importéancia, ja
que esta ¢ considerada intrinsecamente resistente ao fluconazol (2). A identificagdo
presuntiva de leveduras do género Candida em um tempo de 24 horas pode ser
obtida quando se semeia a amostra clinica em meio d¢ CHROMagar. Este meio
também se mostra Util na detecgdo de leveduras em material clinico que contenha
cultura mista de Candida, cuja caracteristica de crescimento em agar Sabouraud
dextrose ndo permite esta diferenciagdo (6). Neste trabalho, observamos que uma
das amostras cultivadas no meio de agar Sabouraud apresentou duas coldnias de
coloragdes distintas em meio de CHROMagar, identificadas como C. albicans e C.
krusei, o que foi confirmado posteriormente pelos métodos convencionais.

A similaridade de 100% verificada na identificacdo de C. glabrata e de
C. parapsilosis, obtida através de CHROMagar™ Candida, difere da maioria dos
pesquisadores que obtiveram valores em torno de 90%(3,12).

A utilizacdo deste meio mostrou, em nosso estudo, sua capacidade de
contribuir para um diagnostico rapido das infecgdes causadas por leveduras do
género Candida, favorecendo a aplicacdo de uma terapia antifiingica precoce e
adequada.

ABSTRACT

Identification of Candida species by conventional methods and by chromogenic
medium CHROMagar™ Candida.

Different chromogenic media based in the color developed by the colonies due
to changes of pH indicator and fermentation of specific organic substances or
chromogenic substrate have been used to identify Candida albicans and other
clinically important yeasts. The CHROMagar™ Candida medium is used to isolate
and to identify presumptively C.albicans, C. krusei and C. tropicalis. In this study the
chromogenic medium, CHROMagar™ Candida, was used for identification of 53
yeasts, previously identified by conventional methods. These methods identified 34
C. albicans, 07 C. tropicalis, 05 C. krusei, 04 C. glabrata and 03 C. parapsilosis. Of
the 34 samples identified by conventional methods as C.albicans, 30 (88,2%) showed
colonies of dark-green-bright color, characteristic of this species in the chromogenic
medium. The coloration and morphologic characteristics in CHROMagar™ Candida
showed similarity to C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis in all samples
analyzed, while only 5 isolates of C. tropicalis showed blue colonies characteristic
of this species. The results obtained suggest that medium CHROMagar™ Candida
can be useful in the presumptive identification of Candida spp.

KEYWORDS: Candida spp. Identification. CHROMagar Candida.
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