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RESUMO

O presente trabalho consiste em um levantamento de dados sobre técnicas
microbioldgicas e ndo-microbiologicas de identificacdo de espécies fungicas. Foi
realizado com intuito de investigar a situagdo atual dessas técnicas na rotina laboratorial
e de pesquisa. Os dados levantados indicam uma tendéncia na utilizagdo conjunta de
diversas técnicas, de modo a assegurar, ao maximo, a identificagdo precisa da espécie.
Contudo, algumas das técnicas propostas na literatura sao onerosas em demasiado para
aplicacdo generalizada. Varios trabalhos relatam a consolidagdo da técnica fenotipica
por FTIR-ATR, geralmente associada a técnicas estatisticas de analise multivariada. As
limitacdes dessa estratégia foram consideradas superaveis, principalmente quando essa
inclui a aplicacdo conjunta de técnicas microbioldgicas mais precisas ¢ a validacao de

métodos.

Palavras-chave: FTIR-ATR, M¢étodos de identificagdo microbiologicos, Métodos de

identificacdo nao microbiologicos, Analise multivariada.



ABSTRACT

In this work, authors presented a review of scientific data on the identification of fungal
species by microbiological and non-microbiological techniques. It focused the current
state of some techniques used in clinic routine and research of fungal species. Overall,
the need to identify new emerging resistant fungal species -as well the misidentification
of preexisting ones- has motivated a broad approach towards the investigation of
increasingly more accurate and reliable techniques. In that context, the prevalence of the
analytic approach based on the association of different microbiological and
non-microbiological techniques was clearly showed all through the last decade. Despite
many advantages were linked to Mass Spectrophotometric and Nuclear Magnetic
Resonance techniques, in fact both techniques are quite expensive and difficult to insert
into the current laboratorial routine. Many authors have been recognized the
advantageous use of the phenotypic approach combining Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and multivariate statistic techniques. Despite some restrictions
raised by different authors, this analytical approach seem to be reliable, accessible and

easily validated, if compared with other instrumental techniques.

Keywords: FTIR-ATR, Methods of microbiological identification, Non-microbiological

identification methods, Multivariate analysis
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1 INTRODUCAO

A 1identificacdo de fungos de forma confidvel ¢ uma busca constante na clinica e
na pesquisa, sendo necessarias, muitas vezes, informagdes de mais de uma técnica para
que obtenhamos o género e espécie de um fungo. No passado, tal informagdo era obtida
apenas através de métodos bioquimicos e morfoldgicos (atualmente podendo ser
considerados como metodologias classicas). Com o avango tecnologico, verificou-se um
aumento no numero de fungos identificados presentes no ecossistema, bem como
espécimes que antes eram classificadas de forma erronea devido as limitagdes das
técnicas (Ruhnk et al., 2003; Lopandic et al., 2006; Spencer et al., 2011). Dentre essas
metodologias que possibilitam diferir entre espécies mais proximas temos as técnicas
genotipicas. Elas executam a identificacdo genética de um fungo, por se tratar de um
grupo de técnicas de alta confiabilidade, dessa maneira podem ser usadas para
confirmar resultados obtidos por outras técnicas menos onerosas € que nao dispdem de
tamanha infalibilidade (Latouche et al.,1997; Sullivan ¢ Coleman, 1998; Ahmad et
al.,2002; Freydiere et al., 2001; White et al.,2005; Spencer et al.,2011).

Durante a identificagdo de um fungo, o uso de um conjunto de técnicas aumenta
a confiabilidade dos resultados, assim sendo capaz de garantir que falhas
proporcionadas pelas suas variagdes de natureza analitica sejam reduzidas mediante
complementaridade entre resultados de forma a obter uma resposta fidedigna, (Yeo e
Wong, 2002; Ruhnk et al., 2003; Perfect 2013; Powers-Fletcher e Hanson,2016) pois
nem sempre as técnicas genotipicas sdo consideradas a anélise “padrdo ouro” e geram
resultados que isoladamente reproduzem a real identidade do fungo, como ¢ o caso de
amostras de infeccdes no sistema circulatdrio por espécies de Candida em que sdo
consideradas técnicas de cultivo a forma padrao de diagndstico(Phoompoung e
Chayakulkeeree, 2016).

A busca por novas técnicas que venham a complementar ou modificar a forma
de diagnostico clinico vem sendo relatada, pois se sabe que as técnicas atualmente
empregadas det€ém desvantagens que prejudicam ou limitam a sua empregabilidade
(Caliendo et al., 2013; Phoompoung e Chayakulkeeree, 2016; Powers-Fletcher e

Hanson,2016). Uma nova alternativa atualmente empregada no diagnéstico fingico tem



sido as técnicas espectroscopicas, como a “lonizacdo e dessorcao a laser assistida por
matriz acoplada a detector espectrofotometro de massas de tempo de voo”
(MALDI-TOF, Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer). Essa técnica ¢ dita por seus usuarios como sendo comparavel a técnicas
genotipicas em sensibilidade(Seng et al.,2009; Cherkaoui et al., 2010; Patel 2015;
Cassagne et al.,2016; Baker et al.,, 2017), apesar de seu elevado preco ainda a
inviabilizar para aquisicdo isolada de uma instituigdo (Wieser et al. 2012). Em
contrapartida, outra técnica atualmente em desenvolvimento com valor de aquisicdo e
implementagdao mais baixo ¢ “Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier” (FTIR, Fourier Transform infrared spectroscopy), que permite diferenciar
fungos devido a sua composi¢do estrutural (Bernard e Latgé 2001, Wenning et al.,
2002; Naumann 2009; Wenning e Scherer 2013). Tal técnica ainda pode ter suas
capacidades analiticas elevadas por acessorios, como “Atenuador de refletancia total”
(ATR, Attenuated total reflectance), e por meio de métodos de analise multivariada,
como “Analise de componentes principais” (PCA, Principal component Analysis) e
“Analise hierarquica de cluster” (HCA, Hierarchical cluster analysis) (Smith-Moritz et
al. 2011; Santos et al., 2012 ;Ergin et al., 2013; Wenning e Scherer 2013; Pomerantz et
al.2014).

Uma revisao das técnicas utilizadas na composicao da identificacao fingica foi
realizada para melhor compreensdo das técnicas em uso, sendo elas: andlises
macro/micromorfoldgica, assimilacao e fermentacao de compostos,
enzimaimunoensaio, reacdo em cadeia da polimerase, MALDI-TOF (Alexander e
Pfaller, 2006; Caliendo et al., 2013). Considerou-se adequada, também, a apresentagdo
de informacdes semelhantes sobre a técnica de FTIR e analise multivariada que sdo de

importancia para as consideragdes sobre os materiais da revisao.

1.1 Analise Macro/Micromorfologica (Metodologia Classica)

A andlise morfologica ¢ a avaliagdo inicial da amostra a ser analisada, sendo a
primeira etapa a de analise macroscopica a avaliacdo de caracteristicas organolépticas
da amostra. Dessa maneira, busca-se a conjun¢do dos dados encontrados com os

achados clinicos. A andlise microscdpica que se segue pode ser feita com um agente de



contraste ou corante para facilitar a identifica¢do de caracteristicas micromorfologicas e,
em alguns casos, exaltar uma dada caracteristica chave na montagem da matriz analitica
usada para determinar o resultado (MCginnis 1980; Larone 1987;Abdel-Sater et al.,
2016). Baseado no que ¢ analisado nessas etapas, realiza-se um posterior cultivo da
amostra para isolamento do fungo em um meio de cultura especifico ou inespecifico.
Esse cultivo pode ser incubado a diferentes temperaturas e/ou condi¢des de atmosfera,
sendo este um fator que pode fornecer mais dados de identificagdo, pois ¢ sabido que,
por exemplo, Candida albicans e Candida dubliniensis que, morfologicamente, sdo
muito semelhantes, mas se diferem quanto ao crescimento a 45°C (Pinjon et al.,1998;
Ellepola et al.,2003, Resende et al., 2004; ANVISA 2004).

Apos um crescimento adequado do fungo, o qual varia de 1 a 30 dias
dependendo dos fatores de cultivos e intrinsecos do fungo, sdo verificados novamente
os aspectos macroscopicos do crescimento flingico, e colonias isoladas sdo
re-cultivadas, desta vez para provas bioquimicas ou complementares. Microscopia pode

ser refeita se considerado necessario (MCginnis 1980; Larone 1987).

1.2 Assimilagdo e fermentacdo de compostos

Consiste no cultivo de coldnias isoladas de fungos em meios especificos, que
tétm uma composicdo que, mediante atividade metabolica fingica, apresenta uma
modificagdo. Ao ser interpretada (geralmente de forma binaria), essa modificacao leva a
composi¢do do conjunto de dados que, por sua vez, leva a identificacdo. Alguns
métodos comerciais relatados para funcdo: os meios Agar cromogénico, Galeria API
20C Aux e Mcétodo Vitek YBC (cartdo bioquimico para leveduras) (Terrence e
Dolan,1971, Moraes et al.2010; ANVISA 2004).

O meio agar cromogénico consiste em um suporte de cultivo fungico, no qual
certos componentes sofrem efeito do metabolismo celular dos fungos durante seu
crescimento. Estes metabolitos sdo pré-desenhados para gerarem alteragdes de cor na
colonia em fung¢do do produto formado (ressaltando que pode ocorrer formagdo de halos
ao redor da colonia, coloridos ou ndo), sendo esta mudanga de coloracdo a responsavel
pela cor que leva a identificacdo do fungo ao se comparar com o padrao de cores

fornecido pelo fabricante. O uso desse método de isolamento e identificagdo permite o



trabalho de amostras brutas sem prévio isolamento, contudo deve-se saber ao menos o
fungo que se busca, pois ha uma ampla variedade de meios, e eles sdo especificos em
nivel de género e alguns até mesmo de espécie. No entanto, ainda que alguns possam
ser mais gerais, seu poder discriminatorio também se reduz. As espécies de Candida sao
um exemplo geralmente utilizado na literatura para defender o uso desta técnica
(Baumgartner et al.,1996; Freydiere et al., 2001; Cooke et al.,2002; Yucesoy e Marol,
2003).

Os métodos Vitek YBC e galeria API 20 C Aux trabalham por um mecanismo
similar ao agar cromogénico, porém consistem em uma identificacdo mediante um
conjunto de analises bioquimicas, que vao de capacidade de assimilacdo e fermentacao
de componentes até a capacidade de crescimento em meios com substancias estressantes
ou nocivas a alguns organismos (citado como exemplo o uso de cicloheximida que, ao
ser internalizado pela célula fingica, leva a inibicdo de sintese protéica). Esse
crescimento leva a uma modificagdo no meio onde foi inoculado o fungo, e estas
alteracdes, ao serem interpretadas, levam a um conjunto de resultados. Tais resultados
quando comparados em uma tabela possibilitam a identificacdo do fungo (Freydiere et

al., 2001; Ahmad et al.,2002; Moraes 2010).

1.3 Enzimaimunoensaio

A técnica, geralmente, consiste na formagdo de um complexo imunoezimatico
que catalisa um substrato no meio, proporcionando a formag¢ao de um produto que pode
ser dosado, assim avaliando a presenca de um antigeno ou anticorpo. A técnica tem
diferentes variedades, mas a empregada no diagnostico fungico, habitualmente, é o
ensaio de imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay),
que pode ser subdivido em direto, indireto, competitivo ¢ sanduiche (Crowther 2002;
Yeo e Wong, 2002; White et al., 2005). Tal técnica ¢ valida para avaliacdo de exposi¢do
prévia ou estagio de infeccdo por um fungo devido a alta imunogenicidade de seus
componentes de parede celular (Yeo e Wong, 2002).

ELISA direto consiste na fixagdo de um antigeno presente na amostra em uma
superficie, onde a posterior ligagdo de um anticorpo marcado com uma enzima

desencadeando a reagdo; indireta consiste em processo semelhante, porém desta vez o



antigeno ja esté fixado a superficie e quem se ligara ¢ um anticorpo presente na amostra,
a posterior ligagdo de um anticorpo marcado com uma enzima a este complexo
imunoldgico formado. A técnica sanduiche pode ser baseada tanto na técnica direta
como na indireta, com a diferenga que a um anticorpo fixado previamente e este se
ligard a um antigeno, a partir deste ponto segue a mesma linha de uma das duas
metodologias. A competitiva consiste na incubacdo de anticorpos com a amostra para
que assim ele se ligue aos antigenos da amostra, posteriormente estes sdo transferidos a
um meio onde ha antigenos fixados a uma superficie, logo todo anticorpo que nio se
ligou a antigenos da amostra se aderiram aos antigenos na superficie e assim ficaram
fixados. Estes poderdo desencadear a reagdo apos a remocao dos anticorpos nao ligados
e adi¢do do substrato, sendo avaliado assim a quantidade de produto formado em
compara¢do a um branco que teve a mesma quantidade de anticorpos adicionados

inicialmente (Crowther 2002).

1.4 PCR

A técnica consiste em uma reproducdo da reacdo de amplificacdo de regides do
DNA que ocorrem in vivo, porém in vitro, requerendo assim componentes chave para
reacdo como Enzima polimerase (catalisador da reagdo), Oligonucleotideos (iniciadores
e sinalizadores para enzima polimerase), Tampao (para manter o pH na condi¢do 6tima
de reacao), Cofatores enzimaticos e desoxirribonucleotideos (substrato da enzima). Tal
processo se fundamenta em trés pontos: desnaturagdo por calor das ligagdes entre as
duas fitas de DNA, redu¢do da temperatura para ligacdo de oligonucledtidos iniciadores
(primers) as fitas de DNA, e extensdo da fita catalisada por uma enzima polimerase.
Primers sdo desenhados para terem elevada especificidade pela regido de desejo a ser
amplificada; a enzima catalisa a amplificacdo apenas em um sentido. Apds ciclos de
amplificacdo destas regides, ¢ necessaria a separacdo eletroforética dos fragmentos
amplificados e comparacdo com padrdo para identificacdo do fungo ( Viljoen et al.,
2005).

A técnica tem inumeras variacdes desenvolvidas para seu refino ou para agregar
uma dada caracteristica necessaria. Algumas delas sdao a amplificagdo polimorfica

aleatéria de DNA (RAPD, random amplified polymorphic DNA), aninhada (Nested), em



tempo real (real time), polimorfismo de comprimento de fragmento de restricao (RFLP,
restriction fragment length polymorphism) e multiplo (multiplex) ( Viljoen et al., 2005).

RAPD PCR consiste no uso de oligonucleotideos inespecificos de tamanho
médio entre 9-10 pares de bases, temperatura menor que a reagdo geralmente utilizada
na técnica de PCR, ndo sendo requerido conhecer a regido a ser amplificada. Estas duas
modificagdes levam a uma amplificacdo de diversas regides da fita de DNA por
reduzirem a especificidade da reagdo, proporcionando um grande nimero de fragmentos
que quando separados por eletroforese em gel permitem a identificagdo, pois a
sequéncia formada por essa separacao pode ser atribuido como uma assinatura tnica a
cada fungo (Mehling 1995; Viljoen et al., 2005).

Nested PCR utiliza um processo de dupla amplificacdo, em que o primeiro
primer usado ¢ maior e compreende a regido de ligacdo do segundo primer, assim
permitindo que o produto da primeira amplificacdo seja utilizado para amplificacdo da
regido de oligonucleotideos. Sendo estas reagdes que correm em separado, justamente
por requerer a formagdo do produto da primeira amplificagdo para se poder realizar a
segunda. Isso confere maior especificidade a técnica, uma vez que dificilmente
existiriam duas regides na fita de DNA com tamanha similaridade que ambos os grupos
de oligonucleotideos se liguem (Viljoen et al., 2005).

PCR in real time consiste em uma técnica de PCR automatizada, sendo
necessario um termociclador com detector de fluorescéncia, no qual a diferenga ocorre
pela adicdo de componentes fluorescentes ao DNA. Eles levam a um sinal captado pelo
equipamento, que permite a quantificagdo do niimero de fitas formadas em tempo real (
Viljoen et al., 2005; Oliveira 2010).

RFLP PCR faz uso de endonucleases que clivam o DNA em regides especificas,
em que essas, posteriormente, sdo separadas, e se pode avaliar o tamanho da regido.
Organismos distintos apresentaram tamanhos e/ou padrdes diferentes de bandas. A
deteccao pode ser feita posteriormente por um método de hibridizacdo destes
fragmentos isolados com sondas radioativas ( Viljoen et al., 2005).

PCR multiplex permite o uso de mais de um primer para realizar a amplificagao
de mais de uma regido de DNA simultaneamente. Essa reacdo necessita ser realizada

por um termociclador, devido ao refino necessario nas alteragdes de temperatura



reacionais no processo para evitar a dimerizacao destes oligonucleotideos ( Viljoen et

al., 2005).

1.5 MALDI-TOF

O processo automatizado de MALDI consiste na utilizagdo de um laser que
fornece energia necessaria para ionizag¢ao e dessor¢cdo de uma amostra. Estes fragmentos
ionizados sdao carreados por meio de um campo eletromagnético, o qual, por meio de
um detector TOF, consegue distingui-los quanto a sua massa, carga e tempo de voo,
devido a uma separacao dos fragmentos de acordo com sua movimentagao pelo campo
eletromagnético (sendo essa dependente da relacdo massa-carga). A analise do padrao
de fragmentacdo dos componentes exibidos no espectro gera uma assinatura unica a
cada componente, permitindo a identificagdo do microrganismo pela andlise dos
padrdes de fragmenta¢do em fun¢do do tempo de voo apresentados no espectro. O uso
de matriz (componente capaz de absorver a energia fornecida pelo laser facilitando a
dessorcao da amostra e transferindo esta carga posteriormente para os fragmentos da
amostra de forma menos intensa que o laser diretamente) ou uso de uma amostra de
componentes isolada do microrganismo (geralmente proteinas, acidos graxos e

acucares) pode elevar a sensibilidade da técnica (Wiser et al., 2012; Patel 2015).

1.6 FTIR

A espectroscopia de infravermelho foi proposta como metodologia de
identificacao de microrganismos ja em 1911, devido a sua capacidade de produzir dados
que relacionam bandas espectrais com a composi¢cdo da amostra. O processo envolve a
analise do comportamento de diferentes grupamentos moleculares que, quando expostos
a um feixe de radiagdo infravermelha em um dado comprimento de onda, promove um
sinal ao equipamento que apresenta isso na forma de bandas correspondentes a cada tipo
de ligagdo, sem destruir amostra ou causar alteragdes em sua composi¢do. Tal fato
permite a identificacdo de fungos através de uma comparagdo destes dados espectrais,
devido as composi¢des diferenciadas de cada fungo, as quais se manifestam no

espectro. E necessario muitas vezes a compressao da amostra em pastilhas em Brometo



de Potassio (KBr) para realizar a leitura; este material ¢ dito como “invisivel” ao
infravermelho e com grau adequado de reflectancia. Essa etapa torna-se dispenséavel
quando o equipamento tem acessério ATR com elemento de reflexdo interna (IRE,
Internal reflection element). IRE, por ser composto por um cristal Seleneto de Zinco
(ZnSe), permite a realizacdo da andlise apenas com a sobreposi¢ao da amostra sobre o
cristal (ZnSe tem minima variacao do indice de refragdo interna e irrelevante absor¢ao
de radiacdo infravermelha) (Naumannn et al., 1991; Wenning et al., 2002; Naumann et

al. 2005; Naumann 2009; Wenning e Scherer 2013).

1.7 Andlise Multivariada

Para realizar as andlises de multiplos dados de forma confiavel, as técnicas
multivariadas sao uma alternativa de escolha, as quais podem ser separadas em métodos
supervisionados e ndo supervisionados. As analises sem supervisdo sdo a primeira
etapa, por serem de carater exploratdrio € nao requererem um conhecimento a priori do
resultado esperado, e, em caso de haver conhecimento, também ¢ valido para verificar a
reprodutibilidade e a separacdo global dos dados analisados. Geralmente sdo
empregadas como forma de triagem preparatoria para métodos supervisionados por
permitir verificar pontos “Overfitting” ou pontos de ajuste no trabalho com os dados. Os
métodos supervisionados, em contrapartida, consiste em um conjunto de dados que
possui uma regido de dados escolhida e dados de classificagdo prévia, nos quais as
analises serdo feitas em relagdo a isso (Vicini 2005; Camilo e Silva 2009). Os métodos
supervisionados geralmente empregados na area microbioldgica sdo redes neurais
artificiais (ANN; Artificial neural networks) e analise de minimos quadrados parciais
discriminantes (PLSR; Partial least square regression) como técnicas supervisionadas.
Por outro lado, as técnicas nao supervisionadas sdo: analise de componentes principais
(PCA, Principal component analysis) e andlise hierarquica de cluster (HCA,
Hierarchical cluster analysis) (Wenning et al.,2002; Wenning e Scherer 2013).

ANN ¢ uma técnica baseada no processo em que ¢ atribuido um conjunto de
informagdes a um sistema, as quais sdo avaliadas e atribuidas um valor que ¢
proporcional as interconexdes pré-estabelecidas entre os dados e as variaveis analisadas.

Estes valores servem para compor a matriz analitica que levard a uma resposta do



sistema. A forma simples de explicar tal técnica por metaforas, geralmente, € a propria
rede neural cerebral, em que, quando se analisa um dado, o cérebro faz uma série de
conexdes de informagdes prévias para compor uma dada resposta (muitas vezes até
realizando tarefas que jamais fora ensinado a fazer (Vicini 2005; Camilo e Silva 2009).
ANN funciona da mesma maneira, pois, & medida que se alimenta o sistema com dados
e se aumenta o numero de conexdes € componentes matriciais, ele se torna capaz de
realizar interpretagcdes mesmo nao tendo sido calibrado para isso. A calibragdo de uma
ANN ¢ demorada e requer conhecimento prévio para evitar erros, porém ela tem uma
robustez bem maior de andlise que os métodos nao supervisionados. Costuma ser
empregada em microbiologia de forma a evitar classificacdes erradas e agilizar o
processo analitico para dados, pois, uma vez concluida sua calibragao, ela se torna uma
ferramenta confidvel e de facil uso (Udelhoven et al., 2000; Vicini 2005; Camilo e
Silva 2009;Wenning e Scherer 2013).

PLSR ¢ considerada uma das técnicas mais simples dentre as andlises de
minimos quadrados parciais, sendo uma simplificagdo da regressdo linear multipla. Sua
utilizagdo consiste em relacionar duas matrizes de dados, sendo capaz de trabalhar com
grandes quantidade de dados, ruidos, varidveis incompletas e/ou colineares. Sua
robustez se eleva a medida que o numero de varidveis e observagdes sdo adicionados.
Diferente de redes neurais, o exemplo aqui ¢ mais complexo: sendo a técnica de
Relagdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR, quantitative structure-activity
relationship) que, a partir de um componente de eixo X, tenta obter uma variagdo
multidimensional na qual explique a variancia do eixo Y nesta mesma avaliagdo
espacial, dessa forma atribuindo, a partir de valores conhecidos de propriedades
fisico-quimicas conhecidas, a provavel alteragdo gerada pela adi¢do, remocao ou
modificacdo de um grupamento molecular ( Wold et al., 2001; Wenning e Scherer
2013).

PCA Consiste em uma técnica matematica estatistica de identificar padroes de
dados, expressando os mesmo de tal maneira a enfatizar semelhangas e diferengas.
Podendo ser representado na forma de um plano cartesiano que distribui espacialmente
os dados de acordo com seu nivel de correlagdo, desta forma setorizando os dados
analisados e facilitando sua interpretacdo e definicdo de importancia mediante a andlise.

Tal fator é possivel a partir da criagdo de matrizes derivadas dos dados originais se



valendo de variaveis sintéticas. Estas ndo excluem dados e sim os resume em uma
combinagdo dos dados originais. Sendo essa constru¢do de novas variaveis dependentes
da variancia dos dados, autovalores e autovetores (Vicini 2005;Shin et al.2009; Camilo

e Silva 2009; Santos et al.,2012).

HCA consiste em uma realizacdo de associacdes capazes de levar a um
dendrograma, no qual as amostras semelhantes sdo agrupadas entre si em fun¢do das
variaveis de escolha. Sua interpretagdo basica estd na distancia entre as amostras, em
que quanto maior a similaridade, menor as distancias entre as mesmas. Existe uma
grande quantidade de formas de realizar a aplicacdo desta andlise e ¢ necessario testar
qual melhor se adapta ao modelo desejado; sendo a que representa de forma mais
verdadeira a realidade dos dados analisados ( Neto ¢ Moita 1998;Vicini 2005; Camilo e
Silva 2009, Santos et al.,2012).



2 MATERIAIS E METODOS

A presente revisao realizou o levantamento de dados da bibliografia relacionada
a identificacdo de fungos no cenario atual. Para isso, buscou-se nas bases de dados
Scielo, Scopus, Science Direct, Google Académico e PubMed. O periodo de revisao
compreende-se entre ano de 1991 até 2016, sendo o critério de escolha dos materiais
selecionados ndo apenas o assunto, como também sua representatividade para
elucidacao do contetido abordado pelo mesmo. Uma andlise critica de cada documento
presente neste periodo de tempo seria muito dispendiosa, sendo assim realizada uma
coleta amostral de documentos de acordo com titulo e resumo pertinentes ao trabalho,
até o ponto de se explicar de forma superficial os fatores necessarios para comparagao
de técnicas consagradas de identificacdo fungica e a técnica de FTIR.

Os termos empregados na busca foram utilizados tanto em portugués como
inglés, sendo as palavras-chave: IR, FTIR, MALDI, MALDI-TOF, PCR, Real time
PCR, Nested PCR, Multiplex PCR, Agar Cromogénico, Enzimaimunoensaio, ELISA,
HCA, PCA, PLSR, ANN, identificagdo quimiométrica de fungos, identificacdo de
fungos de importancia clinica, identificacdo fenotipica de fungos, identificacao
genotipica de fungos, vantagens e desvantagens das técnicas de identificacao fingica,
identificacdo de espécies de Candida, fungos de importincia clinica, andlise
multivariada empregada em microbiologia, métodos de cultivo para identificacdo
fingica, métodos ndo dependentes de cultivo para identificacdo fingica, identificagdo

direta de leveduras, e caracterizacdo espectroscopica de fungos.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise bioquimica por assimilacdo e fermentagdo de substincias em conjunto
com analise morfologica continua sendo empregada na rotina de identificagdo fungica,
devido ao seu custo baixo de implementag¢do e consagragdo por tempo de uso. Ainda
que tenha um tempo de execu¢do longo e consuma um espaco significativo devido ao
volume espacial do somatorio de analise no caso da cultura, ndo deve ser utilizada para
diagnose sem prévio isolamento (Moraes et al.,2010; ANVISA 2016). Contudo, com o
avango das técnicas atuais de identificagdo fliingica, pode-se evidenciar classificacdes
equivocadas feitas por essas técnicas, devido a sua baixa sensibilidade em diferenciar
algumas espécies fungicas muito semelhantes fenotipicamente. Sendo sugerido o uso de
técnicas complementares a sua utilizagdo ou até mesmo técnicas mais sensiveis,
evitando assim um resultado impreciso (Latouche et al.,1997; Prillinger et al., 1999;

Lopandic et al., 2006; Spencer et al.,2011; Caliendo et al., 2013; Arendrup et al.,2015).

Metodologias que relatam ter a capacidade de dirimir erros de distingdo entre
espécies, ou ao menos ter uma sensibilidade maior que a dos métodos cléassicos, nao
imperiosamente devem ser ndo cultivdveis e fenotipicas. Analises utilizando a
tecnologia cromogénica em cultivo de &agar tém sido aceitas como método de
isolamento e identificacdo de espécies de Candidas e alguns outros fungos com sucesso.
Todavia, para alguns fungos isolados que passaram por processos de congelamento e
degelo, podem vir a ter a cor apresentada no meio prejudicada, porém nao ¢ uma
metodologia tida como barata ou de uso rotineiro mesmo diante de sua facil leitura do
resultado (Baumgartner et al., 1996; Cooke et al., 2002;Yucesoy e Marol, 2003; Crocco
et al., 2004). Outra tecnologia que busca reduzir o tempo de diferenciacdo entre fungos
e ampliar sua sensibilidade sdo os kits de ensaio bioquimicos. Apesar de sua agilidade
em produzir resultados e facilidade de interpretacdo, eles ndo sao uma opgao
recomendada em relacdo ao uso de meios cromogénicos, por nao permitirem o uso de
fungos nao isolados e tém interpretacdo subjetiva em alguns casos, € até mesmo
classificagdo duvidosa, principalmente, quando comparada com PCR. Estudos

realizados com dois kits ID 32C e ViteK apresentaram resultados divergentes entre si e,



em alguns casos, até divergentes em relacdo ao PCR. Tal fator foi observado na
diferenciacdo de espécies de Candida de importancia clinica (Latouche et al.,1997;
Turenne et al., 1999; Ahmad et al., 2002; Spencer et al., 2011). Alguns pesquisadores,
entretanto, defendem que sua classificacdo possa ser usada como referéncia de
identificacdes fenotipicas em conjunto a outra técnica, utilizando-os como referéncia
para analises de sensibilidade de técnicas cromogénicas, fluorimétricas (Freydiere et
al.,2001) e FTIR ( Maquelin et al., 2003). Sua aplicabilidade em ensaios de rotina
também acaba por ser dispendiosa, devido ao custo de cada kit, em fun¢do do nimero

de andlises permitida a ser executada com o mesmo, o que dificulta seu uso.

Algumas técnicas acessorias utilizadas para ampliar a confiabilidade de
resultados obtidos sdo as imunoenzimaticas, que, apesar de, isoladamente, ndo trazerem
resultados de identificacdo, podem trazer informagdes que auxiliem na identificagdo
devido a uma deteccao. Um exemplo disto € a unido em alguns casos de ELISA a
técnica de PCR ou outra com poder de identificacdo, a qual, apds ser executada, ainda
deixa duvidas quanto a correta espécie do fungo (Yeo e Wong, 2002; Ruhnke et al.,
2003; White et al., 2005; Barnes et al., 2013; Nenoff et al., 2014; Power-Fletcher ¢
Hanson, 2016). O uso de técnicas imunoldgicas também tem a capacidade de avaliar a
exposi¢ao prévia ou aguda de um dado fungo em um hospedeiro, sendo de suma
importancia em alguns casos de infec¢do invasiva na corrente sanguinea ( Ruhnke et al.,

2003; White et al.2005).

A técnica genotipica PCR e suas variaveis t€m sido consideradas o padrdo na
confirmacao de uma espécie flngica devido a seu poder discriminatdrio e base de dados
em constante evolucdo que sustenta sua (Viljoen et al.,2005; Moraes et al., 2010).
Contudo, as técnicas genotipicas para alguns fungos, como espécies de Aspergillus,
tendem a ter limitagdes em sua aplicabilidade, que variam em relacdo ao poder
discriminatério, reprodutibilidade, custo, facilidade de uso e interpretabilidade (Spencer
et al., 2011; Fredricks et al. 2005). Esses parametros, contudo, muitas vezes sdo
esquecidos diante da necessidade, mesmo com elevado custo da técnica e alta
complexidade de realizacdo, pois sua sensibilidade elevada, em muitas variagdes da
técnica, vem a ser muito atrativa, como na diferenciagdo de espécies de Cryptococcus (

Latouche et al.,1997; Turenne et al., 1999; Leal 2006), espécies de Candida e outros



fungos clinicamente importantes como Aspergillus (Turenne et al.,1999; Freydiere et

al., 2001; Lopandic et al., 2006; Arendrup et al. 2015).

Buscando uma alternativa de realizar uma analise mais rapida e com
sensibilidade similar as genotipicas, surgiram as técnicas espectroscopicas, sendo a
técnica resultante deste processo a MALDI-TOF. Essa técnica espectroscopica foi
utilizada na diferenciagdo de bactérias, sendo posteriormente adaptada a leveduras
fingicas com sucesso (Bizzini e Greub, 2010; Tan et al.,2012; Wieser et al., 2012; Patel
2015; Cassagne et al.,2016). A técnica tem alta robustez e capacidade de trabalhar com
amostras brutas, diferentemente de técnicas genotipicas que requerem cultivo e
isolamento em sua maioria, em detrimento de seu elevado custo de aquisi¢do que €
estimado em US $ 200.000 (Wieser et al., 2012). Ele tem a capacidade de evoluir seu
software e, por meio de um sistema inteligente, personalizar-se em relacdo ao local de
implementagao (Cassagne et al.,2015).Mesmo com seu baixo custo de analise e tempo
(6 minutos de andlise a €2.44 de custo total), apos aquisi¢do do equipamento, facil
treinamento de uso e interpretacao, ele tende a ser dispendioso demais para laboratorios
pequenos (Seng et al., 2009; Cherkaoui et al., 2010). O custo de andlise anual ¢ relatado
como US$ 5400 em relacdo aos US$ 30.525 de quando sdo utilizadas técnicas
classicas, sendo atribuida essa redugdo a eliminacao de prova de tubo germinativo e

assimilagoes (Patel 2015).

Dentro das alternativas fenotipicas existe a FTIR, uma técnica desenvolvida para
identificacdo de moléculas que detém potencial para diferenciacdo de microrganismos.
A técnica de FTIR ja& foi empregada com sucesso para analise de dados para
diferenciagdo de bactérias por comparacdo espectral, devido a regides especificas de
assinatura de cada microrganismo. Tal técnica gera divergéncia entre pesquisadores em
funcdo do uso de espectro total (Naumann et al., 1991;Grewal et al., 2015) ou regides
especificas (Udelhoven et al.,2000; Corte et al., 2010; Salman et al.,2010; San-blas et
al.,2011, Santos et al. 2012) do mesmo para tal metodologia. Certos aparatos vém a ser
complementares a técnica, facilitando seu emprego e capacidade de redugdo de fatores
intrinsecos do equipamento, como uso do acessorio ATR que reduz a quase zero o

numero de etapas de preparo de amostra e ruido (Marques et al., 2014).



Seu baixo custo de aquisi¢ao torna a técnica empregada como método de facil
implementagdo na rotina, uma vez que realizada a elaboracao de um protocolo padrado
de analise, inicia-se a constru¢do de uma biblioteca espectral, apontada por muitos como
o ponto chave para execu¢ao da técnica em maior ambito (Kummerle et al.,
1998;Bastert et al., 1999;Udelhoven et al.,2000.;Wenning et al., 2002; Maquelin et al.,
2003; Davis e Mauer, 2010; Wenning e Scherer 2013; Ergin et al., 2013; Lecellier et
al.2015;Gaydou et al., 2015). Quanto ao processamento dos dados obtidos por tal
técnica, ha divergéncias entre autores quanto utilizar somente a sobreposicao espectral,
somente a andlise estatistica dos dados ou realizar ambas as técnicas. De acordo com o
conteido dos artigos selecionados, 65% faziam uso de algum tipo de andlise
multivariada, sendo 72% deles sobre fungos e 68 % se valiam de selecao de regides
espectrais para isto. Em sua maioria, o grau de sensibilidade da técnica era utilizada
para diferenciacdo de espécies, ndo s6 fungicas como bacterianas também ( Helm et al.,
1991; Naumann et al., 1991; Kummerle et al., 1998; Bastert et al., 1999; Kirschner et
al., 2001;Mariey et al., 2001; Wenning et al., 2002;Sandt et al., 2002; Ngo-thi et al.,
2003; Maquelin et al.,, 2003; Whittaker et al.,2003; Naumann et al., 2005;
Erukhimovitch et al., 2005; Fischer et al.,2006; Naumann 2008; Corte et al., 2010;Davis
e Mauer 2010; Salman et al., 2010; Santos et al., 2010; Shapaval et al., 2010; San-Blas
et al., 2011; Santos et al., 2012; Ergin et al.,2013; Erukhimovitch et al., 2013;Shapaval
et al., 2013; Wenning e Scherer 2013; Marques et al., 2014; Lecellier et al., 2014;
Pomerantz et al., 2014; Gaydou et al., 2015; Grewal et al., 2015; Lecellier et al., 2015;

Zimmermann et al., 2015; Costa et al., 2016; Grangeteau et al., 2016).

4 CONCLUSAO

Esta revisdo avaliou que técnicas de fermentacdo e assimilacdo conjuntas a
analises microscopicas e macroscopicas tem uma faixa de erro grande, sendo necessario
uso destas junto a técnicas mais sensiveis atualmente. As técnicas imunoldgicas com
poder de deteccdo se mostraram capazes de complementar parcialmente as técnicas
anteriores para uma triagem ou esclarecimento de duvida, mas ndo sdo capazes de,

1soladamente, oferecer um resultado confiavel. Os métodos de cultivo em meio



cromogénico tem capacidade de auxiliar neste resultado e até atribuir resultados
corretos para amostras frescas em alguns casos. No entanto, microrganismos isolados
que passaram por congelamento demonstraram um problema visivel de identificacao
por tal método devido a modificagdes metabolicas. Os kits de testes bioquimicos sao
outra opcdo para confirmacdo destes resultados, contudo apresentaram falhas de
identificacdo e acabam por ter de ser usados com certas ressalvas e cuidados.

Técnicas genotipicas de sequenciamento ainda sdo amplamente empregadas
como teste confirmatério de um microrganismo. Em espécies fungicas, a amplificagdo
de regides especificas do DNA flungico tende a ser a forma padrao de identificagdao por
serem sensiveis e reprodutiveis. Em contrapartida, técnicas fenotipicas como
MALDI-TOF tem se mostrado capaz de diferenciar niveis considerados proximos a
genotipagem. contudo ambas as técnicas, PCR e MALDI-TOF, sdo muito onerosas para
serem amplamente empregadas na rotina, tanto a nivel de pesquisa quanto a nivel
clinico. Na busca de uma metodologia mais simples e barata, tais vantagens se
apresentaram no equipamento de FTIR-ATR por apresentar baixo processamento de
amostra, analise rdpida e sensibilidade elevada quando associada ao processamento de
dados estatisticos por analise multivariada.

A técnica de FTIR-ATR apresentou algumas limitagdes superaveis, como falta
de uma metodologia de execugdo validada; bem como biblioteca espectral disponivel
para comparagdo de dados. Sendo entdo levantadas como perspectivas futuras a este
trabalho, a elaboragdo de um protocolo confiavel e reprodutivel para analises feitas com
FTIR-ATR, assim como a utilizacdo de métodos consagrados para calibragcdo de
métodos supervisionados a partir de métodos ndo supervisionados. Isto sendo realizado
com intuito de criar uma biblioteca espectral que facilite a empregabilidade na rotina da
técnica de FTIR-ATR. O uso das técnicas de andlise multivariada, empregadas pela
maioria dos autores, levam a resultados mais precisos ao converter uma grande
quantidade de variaveis em dados mais faceis de visualizar e trabalhar como o exemplo
do uso da analise por PCA e HCA. Desta forma, conclui-se que as técnicas estatisticas
sao fundamentais para o trabalho adequado dos dados da técnica. A possibilidade de
unir dados de outras técnicas a torna interessante para perspectivas futuras como a
constru¢do de uma super matriz que engloba mais de uma metodologia de identificagao,

a fim de aumentar a confiabilidade do resultado e reduzir custo de analise.



Ressalta-se que o objetivo de tal técnica ndo € substituir as demais, sendo
abordada como técnica complementar as j& existentes, porém nao sendo como ensaios
imunoldgicos que apresentam poder a nivel de deteccdo e sim com capacidade de
identificacdo. E levantado que o futuro da técnica de identificagdo de microrganismos
deve se valer de mais de uma técnica de identificagdo para haver confiabilidade de
resultados e ainda reduzir as chances de erros inerentes de técnicas isoladas, assim como

da identificagdo de substancias puras.
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