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RESUMO

Leveduras de importancia clinica como Candida spp. s&o microrganismos
mais frequentemente isolados em infec¢des do trato urogenital, gastrointestinal
e sanguineo. A dificuldade em sua diferenciacdo e identificagcdo devido a
inespecificidade de testes bioquimicos ou ao ndo acesso as ferramentas mais
precisas como as biomoleculares pode levar a recomendacédo de tratamentos
menos efetivos. A similaridade com outras leveduras como as leveduras do
género Cryptococcus pode ocasionar a erros de identificacdo e posteriormente
tratamento. Além disso, a realizacdo de testes de susceptibilidade através de
in6culos com grande variabilidade causa prejuizos quanto a precisdo do teste
nao concendendo ao analista poder decisorio quanto a eficacia do antifungico.
Outros parametros como concentracdo de glicose, temperatura e pH podem
influenciar o crescimento e inibicdo de leveduras de importancia médica como
as do género Candida. Assim, a presente tese teve como objetivo avaliar o
preparo de indculos do género Candida através da espectroscopia UV-Vis.
Estimar o pH em meio de cultura em microvolumes através de imagens digitais.
Estimar o impacto de pequenas alteracfes na temperatura, inéculo, pH e glicose
no crescimento e inibicdo de cepas de Candida spp. Realizar a classificacao de
espécies de Candida através do emprego de imagens digitais oriundas de meio
cromogénico. E, por fim, diferenciar e classificar leveduras do género
Cryptococcus na presenca de outras espécies de Candida spp. através do
emprego da espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) associada a
guimiometria. Para atingir esses objetivos, foram utilizadas ferramentas
quimiométricas que foram desde o delineamento experimental (DoE), regressao
multivariada e classificagdo multivariada com diferentes matrizes de dados como
imagens digitais, unidades de absorbancia na espectroscopia ultravioleta e
espectroscopia de infravermelho. Os resultados obtidos demonstraram que
atraves da dispersdo de quantidades conhecidas de blastoconideos e obtencéo
de medidas espectrofotométricas permitiram maior precisdo no preparo de
inoculos. A determinacdo do pH através do emprego de imagens digitais em
microvolumes em placas de 96 e 24 po¢os é uma opgao vantajosa, pois permite

a estimacao do pH sem a quebra de esterilidade. Os resultados do DoE apontam



gue mesmo pequenas modificagcdes no indculo, concentracéo de glicose e pH
geram alteragOes significativas tanto para crescimento como para inibig&o.
Imagens digitais do meio cromogénico associadas as ferramentas
guimiométricas permitiram a classificacdo de cinco diferentes espécies de
Candida com preciséo e exatiddo. E por fim, a diferenciacdo de duas espécies
de Cryptococcus é possivel mesmo com 13 outras espécies de Candida
mostrando que o FTIR rivaliza em potencialidade com outras técnicas de
identificacao.

Palavras-chave: Candida spp., Cryptococcus spp., Imagem digital, FTIR,
levedura, DoE.



ABSTRACT

Application of chemometrics in the parameters that influence susceptibility
and in the identification of fungi of medical importance

Clinically important yeasts such as Candida spp. are microorganisms most
frequently isolated in infections of the urogenital, gastrointestinal, and blood tract.
The difficulty in differentiating and identifying them due to the lack of specificity of
biochemical tests or the lack of access to more precise tools as biomolecular
ones can lead to the recommendation of less effective treatments. The similarity
with other yeasts as yeasts of the genus Cryptococcus can lead to
misidentification and subsequent treatment. In addition, carrying out susceptibility
tests using inoculums with significant variability causes losses in terms of test
accuracy, not granting the analyst decision-making power regarding the
efficiency of the antifungal agent. Other parameters such as glucose
concentration, temperature, and pH can influence the growth and inhibition of
medically important yeasts as those of the genus Candida. Thus, the present
thesis aimed to evaluate the preparation of the inoculum of the genus Candida
through UV-Vis spectroscopy. Estimate the pH in culture medium in
microvolumes through digital images. Estimate the impact of small changes in
temperature, inoculum size, pH, and glucose concentration on the growth and
inhibition of Candida spp. Perform the classification of Candida species through
digital images from a chromogenic medium. And, finally, to differentiate and
classify yeasts of the genus Cryptococcus in the presence of other species of
Candida spp. through spectroscopy in the infrared region (FTIR) associated with
chemometrics. Chemometric tools were applied to achieve these objectives,
ranging from experimental design (DoE), multivariate regression, and multivariate
classification with different data matrices as digital images and absorbance units
in ultraviolet and infrared spectroscopy. The results showed that dispersing
known quantities of blastoconidia and obtaining spectrophotometric
measurements precision in the inoculum preparation. The pH determination
through digital images in microvolumes in 96 and 24 well plates is an
advantageous option, as it allows the estimation of the pH without sterility loss.
The DoE results indicate that even tiny modifications in the inoculum size,
glucose concentration and pH generate significant alterations both for growth and

inhibition. Digital images of the chromogenic medium associated with



chemometric tools allowed the classification of five different Candida species with
precision and accuracy. And finally, the differentiation of two species of
Cryptococcus is possible even with 13 other species of Candida showing that
FTIR rivals in potentiality with other identification techniques.

Keywords: Candida spp., Cryptococcus spp., Digital images, FTIR, Yeast
identificaton, DoE.
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Infeccbes oportunistas oriundas de leveduras emergentes tém
demonstrado grande potencial de infectividade nos ultimos anos. Uma
populacdo crescente de pacientes imunossuprimidos (SIDA, transplantados e
sob terapia com imunossupressores) resultou em diagnosticos cada vez mais
frequentes de infec¢des fungicas invasivas, incluindo também aquelas causadas
por leveduras incomuns. Existe ainda uma predominancia de infeccoes
causadas pela Candida albicans, mas cada vez mais tém sido isoladas espécies
de Candida non-albicans e outras leveduras de importancia clinica como o
género Cryptococcus tem emergido nas infecgdes invasivas (HORN et al., 2009;
RUHNKE, 2006; LAMOTH et al., 2018).

Espécies de Candida séo patdgenos oportunistas. Embora as espécies de
Candida facam parte da microbiota regular nos tratos gastrointestinal e
geniturinario, elas tém a propensdo de invadir e causar doencas quando um
desequilibrio é criado em seu microambiente (MBA, NWEZE, 2020). A ocorréncia
de neutropenia e a ruptura das barreiras como mucosas sao 0s principais fatores
de risco para infeccbes disseminadas. Em um hospedeiro imunocomprometido,
a translocacéo do trato gastrointestinal e os cateteres intravasculares sao as

duas principais portas de entrada para infeccéo disseminada por Candida spp..

7

A criptococose é uma doenca sistémica causada pelo complexo
Cryptococcus, que sdo leveduras encapsuladas que podem afetar os seres
humanos. Essa micose pode acometer pulmdes e sistema nervoso central
possuindo altas taxas de mortalidade para pacientes soropositivos (ALSPAUGH,
2015; BAHN et al., 2020). Embora as duas espécies patogénicas do complexo
Cryptococcus mais isoladas sejam C. neoformans e C. gattii, elas diferem na
progressao da infeccdo, hospedeiro alvo e manifesta¢des clinicas da doenca. C.
neoformans possui uma distribuicdo global e é um patégeno oportunista,
causando infecgBes majoritariamente em pacientes imunocomprometidos, além
de possuir maior capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e causar
um quadro de meningite criptocdcica (LI et al., 2014). Ja o C. gattii é capaz de
infectar hospedeiros sadios e esta mais relacionado com o quadro pulmonar da

doenca (PAPPAS, 2013).

Assim a identificacdo de infec¢des fungicas traz a tona a duas dificuldades:

se é possivel de se alcancar a correta identificacdo e qual a susceptibilidade do
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microrganismo para a escolha do melhor tratamento. Alguns estudos
multicéntricos mostram que a lideranca das infeccdes ainda € da Candida
albicans (63-70%), seguida pela C. glabrata (44%), C. tropicalis (6%) e C.
parapsilosis (5%) (PFALLER et al., 2007). No entanto, outro trabalho mostrou
que as C. albicans perfazem 43,37% das identificagdes, ou seja 54% das demais
infeccbes sdo devidas a espécies non-albicans (EDDOUZI et al., 2013). Esse
mesmo trabalho evidenciou que a resisténcia a azolicos foi menor nos isolados
de C. albicans (0.54%), e mais proeminente nos isolados de non-albicans: C.
tropicalis (2.08%) e C. glabrata (4.28%). Outro ponto € que diferencas
geogréficas modificam os perfis de identificagdo, por exemplo no Brasil a
segunda e terceira leveduras mais isoladas sdo C. tropicalis e C. parapsilosis, ja
em outras regides como Australia as identificacdes se concentram nos isolados
de C. parapsilosis e C. glabrata (COLOMBO et al., 2006; CHEN et al., 2006). O
conhecimento epidemiologico s6 € possivel atravées de grandes estudos
multicéntricos. J4 as avaliacbes epidemiolégicas sao dependentes de uma
identificacdo inequivoca das espécies envolvidas nas infeccfes e testes de
susceptibilidade dos isolados obtidos (ARASTEHFAR et al., 2019).

Nos ultimos anos ocorreu uma mudanca no perfil epidemioldgico, em muito
devido a popularizacdo de novas estratégias de identificacdo como a
espectrometria de massas (MALDI-ToF) e o maior acesso a identificacao através
da biologia molecular. Uma vez que ensaios fenotipicos, baseados nas analises
bioguimicas para identificacdo ndo sao capazes de diferenciar espécies
proximamente relacionadas (NEJI et al., 2017). Por conseguinte, ocorre uma
busca pela utilizacdo de ferramentas mais precisas, esse fato modificou o perfil
de identificacdo do género Candida, causando uma alteracdo nas proporcdes
anteriormente relatadas. A utilizagdo das novas ferramentas permitiu novas

classificagcOes, a partir de uma biblioteca cada vez maior dessas metodologias.

Por outro lado, a identificacdo de microrganismos novos criou a dificuldade
de escolha de tratamento visto que ndo ha sugestao de tratamento para algumas
espécies. Portanto se faz necessario um maior emprego da susceptibilidade
fungica para permitir dados epidemioldgicos mais precisos e exatos para essas
novas identificagbes. Um isolado recém identificado de Candida ou

Cryptococcus que possua poucos relatos na literatura quanto a sua
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susceptibilidade frente as principais classes de antifungicos (Azdlicos,
Equinocandinas e Poliénicos) insere na clinica a dificuldade da escolha do
melhor tratamento. Por conseguinte, se faz necesséria a testagem da sua

susceptibilidade.

Existem dificuldades na implementacdo de testes de suscetibilidade
(antifungigrama) em muitos laboratorios de micologia ao redor do mundo (FALCI
e PASQUALOTTO, 2019). Muitos sdo os obstaculos em adicionar a rotina
micoldgica a pratica do antifungigrama. Algumas dessas dificuldades advém da
padronizacdo das condi¢cdes de crescimento do isolado purificado, outras do
preparo do ensaio (meio de cultura, tampé&o, pH, fonte de -carboidrato,
temperatura de incubacao, tempo de incubacdo etc). H4, no entanto, outros
parametros que por apresentarem solucdes corriqueiras ndo séo tdo avaliados
como é o caso da preparacdo do inéculo, avaliacdo da condi¢cdo 6tima do
crescimento do microrganismo de interesse e quais 0S parametros que propiciam
a inibicdo no menor tempo possivel. Pois s6 a partir de um desenvolvimento
completo e robusto € possivel que realizemos seu teste de inibicdo, uma vez que
podemos ter resultados de falsas inibicbes quando o desenvolvimento ndo do

microrganismo ndo é o satisfatorio.

Em todos os laboratdérios micolégicos um mesmo problema os atinge que €
a analise subjetiva tanto da identificacdo como da susceptibilidade (BORGHI et
al., 2010). O subjetivismo de andlise tanto de pré-aprovacdo como de falsos
aceites e rejeicbes causam impactos imensuraveis a rotina micolégica
(MELETIADIS et al., 2000). Nas identificagcdes a “espera de uma confirmacao”
pode levar a uma identificacdo equivocada de isolados que sdo altamente
correlacionados bioquimica e fenotipicamente. J& nos ensaios de
susceptibilidade, o subjetivismo pode ser tanto no preparo do indculo através da
comparacao visual frente a um padréo de McFarland, como da inspec¢ao visual
da placa pés-ensaio (GALGIANI; STEVENS, 1976). Em ambas as situacdes
podemos aprovar inoculos e crescimentos/inibicbes que s&o falsamente
verdadeiros, levando a perfis de sensibilidade ou resisténcia inexistentes
(BORGHI et al., 2010). Além disso, a andlise subjetiva do crescimento ndo nos
permite prever que porcentagem o tratamento foi efetivo. Assim, o micologista

nao consegue de maneira visual atestar que a reducao do crescimento foi de 40,
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50 ou 60%, sendo necessario uma leitura espectrométrica para validar essa
reducdo. As flutuacdes de parametros que sdo importantes para o crescimento
como para suas inibicbes ndo podem ser deixadas de lado, ou ndo serem
mensuradas em uma analise verdadeiramente quantitativa. Apenas através de
medidas e sua recomendada comparacao é que se torna possivel a estimacao

dos seus efeitos.

Os erros, inseridos pelo subjetivismo, séo vieses incorporados as analises
da rotina micolégica como a identificacdo e a susceptibilidade e impactam
modificando os resultados (ARASTEHFAR et al., 2019b; PENCE et al., 2014).
Assim, se as observacfes analisadas possuem viés anexado ao seu resultado
ou sdo compostas de um pré-subjetivismo de aprovacdo, seja para sua
identificacdo ou resisténcia a determinado farmaco esse resultado podera estar

comprometido.

Cientistas e pesquisadores coletam seus dados baseados em observacdes
de seus experimentos e esses devem seguir praticas para que seja possivel
garantir os seus achados (EGLI et al., 2020). Nessa abordagem observacional,
0s cientistas sdo observadores do produto de determinado processo. Na etapa
seguinte os observadores registram suas observacfes da mesma maneira como
Charles Darwin fez a bordo do navio Beagle, que foi essencial para que ele
tecesse sua teoria sobre a origem das espécies. No caso referido ndo houve
controle do ambiente ou qualquer evento que influenciasse as medidas. No
entanto, relacbes de causa-efeito podem ser obscurecidas devido a alta
variabilidade intrinseca dos multiplos processos que estdo sendo deflagrados e
ndo controlados. Além da natureza multifatorial dos processos que envolvem
crescimento ou inibicbes de microrganismos. Portanto, podemos dizer que a

abordagem observacional é passiva e nao sofre intervencées do observador.

Por outro lado, abordagens observacionais classicas como planos de
controle, amostragem, graficos controle e estudos de capabilidade dos
processos mensuram a efetividade e eficiéncia de determinado processo. Logo,
possuir métricas para identificar fontes de variabilidade como fluxogramas de
processo e diagramas de espinha de peixe, permitem ao observador esse
vislumbre (EGLI et al., 2020). As ferramentas enunciadas tém natureza passiva,

nao permitindo ao observador qualquer tipo de controle do ambiente
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experimental ou de parametros criticos do processo. Entdo, essas ferramentas
nao conseguem descrever ou apontar relagbes causa-efeito diretamente. A
Gnica maneira de encontrar essas relacées entre pardmetros é conduzindo
experimentos de natureza controlada. Diferentemente da abordagem
observacional, a coleta de dados através de experimentos € de natureza ativa.
Assim, os cientistas controlam o ambiente e os parametros criticos do processo.
Sao esses controles que permitem ao cientista, através de mudancas
controladas, trazer a tona os parametros chaves que alteram a causa-efeito e

entdo correlacionar suas observacdes com as mudancas praticadas.

Existem trés formas para que os cientistas conduzam um experimento
controlado: método do acerto e erro, um fator por vez (OFAT, one-factor-at-time)
e multiplos fatores por vez (FISHER, 1925). A humanidade durante a sua histoéria
tem utilizado as duas primeiras op¢fes até mesmo de forma intuitiva nas suas
vidas. Os experimentos baseados no método de acerto e erro sdo experimentos
absolutos, ja os experimentos OFAT sdo de natureza comparativa, e ambos
fazem parte do método cientifico ao longo dos séculos que ele se provou

importante.

Desde a década de 20 do século passado, através dos ensinamentos de
Ronald A. Fischer, sabemos como conduzir experimentos utilizando varios
fatores por vez (FISHER, 1925). Fischer foi proeminente matemaético e estatistico
gue desenvolveu suas metodologias na estacao de agricultura de Rothamsted
na Inglaterra a partir de 1919. Escreveu seu primeiro artigo em 1926 e seu
primeiro livro em 1925 (The Design of Experiments esse que ainda € um dos
livros mais vendidos e lidos do mundo) (FISHER, 1925; FISHER, 1935). Com
esse conhecimento podemos conduzir comparacdes com mais de um fator e
controlar varidveis que sdo importantes para se realizar um ensaio. Sao esses
conhecimentos que permitem que se trabalhe com maior nimero de variaveis e
€ a natureza multifatorial dos processos e, principalmente, do campo da

microbiologia que se faz um campo fértil para sua aplicacao.

Por esses muitos motivos € que a microbiologia, especialmente na sub-
area da micologia é que se faz imperativo o emprego de ferramentas estatisticas
multivariadas para conhecer o impacto de diferentes parametros nos resultados

obtidos. Diante dessas hipoteses, classificacdes e calibragfes multivariadas sdo
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ferramentas que podem auxiliar os analistas micoldégicos em sua rotina.
Propomos, portanto, nesse estudo a investigacdo de novas alternativas para a
classificacdo de fungos de importancia médica e de ferramentas que auxiliem

em importantes parametros para os ensaios de susceptibilidade.



OBJETIVOS
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Diante da necessidade e importancia da identificacdo de leveduras de
importancia clinica, bem como o controle de parametros importantes para a
realizacdo da susceptibilidade fungica, este estudo propde alternativas para a
identificacéo e classificacdo de leveduras de importancia clinica em associacao
com ferramentas quimiométricas. Também propde a avaliacdo de parametros
que influenciam diretamente a realizagdo de ensaios de susceptibilidade
(preparacdo de in6culo e pH) através de linearizacbes mateméticas de
estimacao de leveduras por mL e do emprego de calibragcdo multivariada para
avaliacdo do pH em microvolumes através de imagens digitais. Além disso,
estuda a interacao de fatores que modificam o crescimento e a susceptibilidade
como temperatura, pH, indculo, e glicose através de um delineamento

experimental.

Os objetivos especificos incluem:

1) Encontrar uma técnica significantemente mais precisa e exata para
estimacdes de in6culo que possibilitem preparos de inéculos mais
precisos e assim menores variacdes em técnicas que dependam de
indculos liquidos (Capitulo 1);

2) Propor uma metodologia através da calibracdo multivariada de imagens
digitais para a realizacdo de medidas de pH sem contato com amostra.
Dessa forma permitindo a mensuracdo de pH sem a quebra de
esterilidade e em microvolumes (Capitulo Il);

3) Estimar o efeito de fatores importantes para o crescimento e inibicdo de
leveduras do género Candida através do uso de delineamento
experimental a fim de encontrar interagdes que modifiquem tanto o
crescimento como a inibicdo (Capitulo 111);

4) Propor uma técnica de identificacdo do género Candida através do
emprego de meio cromogénico e a associagdo com ferramentas
quimiometricas a fim de classificar diferentes espécies de Candida por
meio de imagens digitais obtidas de um scanner de mesa (Capitulo 1V);

5) Viabilizar uma técnica utilizado a espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para a diferenciacéo e
classificacdo de diferentes espécies de leveduras de importancia clinica
nos dois maiores géneros de leveduras Cryptococcus e Candida (Capitulo
V),
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Estatistica e Microbiologia

A palavra estatistica € derivada da palavra latina “status” ou da palavra
italiana “statista”, e o significado dessas palavras é “estado politico” ou “governo”.
Um dos usos mais famosos da palavra estatista foi feito no drama de
Shakespeare, Hamlet publicado em 1602. A aplicagéo da estatistica era limitada,
governantes e reis a requisitavam pois precisavam de informacdes sobre terras,
agricultura, comércio, populacées de seus estados para avaliar seu potencial
militar, sua riqueza, impostos e outros aspectos do governo. H4 uma grande
lacuna entre as estatisticas antigas e as estatisticas modernas, mas muito do

conhecimento adquirido séo utilizados modernamente.

As publicagBes de Francis Galton no final do século XIX despertaram o
interesse de muitos matematicos, o que levou a criacdo do laboratério e revista
cientifica Biometrika. Fazendo de Karl Pearson o fundador da estatistica
matematica a partir de dados de biometria (biologia antroprométrica). No inicio
do século XX, William S. Gosset desenvolveu os métodos para tomada de
decisdo com base em pequenos conjuntos de dados. Gosset hipotetizou que
havia duas maneiras de sobrescrever as incertezas de medicdo em pequenos
conjuntos de dados. A partir disso, Gosset precisava mensurar os indices de
acucar (lote a lote) para manter os niveis alcoolicos em uniformidade da cerveja
Guinness (STUDENT, 1904). Na sequéncia, criou uma distribuicdo estatistica
para a utilizacdo em pequenos conjuntos amostrais, assim surgiu o “teste T de
Student” (STUDENT, 1908) o que permitiu eliminar o viés das suas medidas
através de medidas repetidas (replicatas). O trabalho de Karl Pearson foi
essencial para o estudo da variacdo biolégica como o ajuste de curvas (Curve-
fitting) e testes de medidas desses ajustes (Goodness-of-fit tests) (HARDY et al.,
2002).

A primeira aplicagdo microbiologica da distribuicdo de Student foi a
contagem e estimacdo de leveduras através de hemocitobmetros (STUDENT,
1907). Onde Gosset faz o calculo do erro associado das contagens através da
sua nova distribuicdo, prevendo e estimando quantas leveduras (particulas)
estariam presentes em cada area (quadrantes) por expansao binomial. No

entanto, um estudo anterior também encontrou valores corrigidos através do
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nimero de células sob a expressao (vVn ) 0 que se mostrou bastante vantajoso
para estimar o erro da média (LYON e THOMA, 1881). Assim Gosset confirmou
os dados anteriormente evidenciados mostrando que se adequam a uma
distribuicdo de Poisson e seguem uma distribuicdo padrédo de erro igual a raiz
quadrada do numero de células. Logo, por melhor que seja a contagem de
células, existe um erro inerente a sua variagao caética (erro aleatério) em torno
de 7%.

Outro estatistico que levou seus conhecimentos para a area microbioldgica
foi Sir Ronald Fischer. Além dos seus famosos artigos onde analisou os dados
registrados ao longo de muitos anos e, em 1921, publicou Studies in Crop
Variation. Também originou a primeira aplicacdo da analise de variancia
(ANOVA) (FISHER, 1921). Na sequéncia o livro que o fez conhecido pela sua
contribuicdo Statistical Methods for Research Workers (FISHER, 1925). Nesse
livro ele faz um apanhado, sem matematica avancada, sobre topicos
intimamente associados com a biologia. Um dos seus artigos que traca um perfil
sobre as dificuldades na microbiologia onde a precisdo do método de
plagueamento para populagcbes bacterianas (FISHER; THORNTON;
MACKENZIE, 1922). Nesse trabalho, os autores sugerem que contagens
bacterianas devem ser realizadas através de diluicbes, e compara o trabalho
dele com o publicado por Student anteriormente (STUDENT, 1907). Contudo, o
grande feito do trabalho foram as contagens paralelas de placas e o calculo da
variancia e sua explicacdo que deriva da heterogeneidade de crescimento de

determinados microrganismos.

De maneira geral, o uso de métodos estatisticos na microbiologia se faz
pela razdo de que existe uma tendéncia de que os problemas microbiolégicos
sejam descritos através de estatistica. Outro ponto é que a estatistica concede
poder de informacdo que consta no conjunto de dados analisado. Por exemplo,
a partir de um experimento de dois fatores como pH e temperatura e sua
influéncia no desenvolvimento de um microrganismo, 0os métodos estatisticos
concedem a possibilidade de estudar a influéncia de todos os fatores com

interacdo a partir de um desenho delineado.
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Ensaios de preparacéo de inéculo

A preparacédo de indculos é etapa crucial para o desenvolvimento de testes
de sensibilidade antiftingica. E uma etapa que possui singularidades de acordo
com a diretriz seguida pelo laboratério de micologia: CLSI ou EUCAST (CLSI,
2008; EUCAST, 2017). Na diretriz orientada pela CLSI as contagens podem ser
obtidas através do padréao de turbidez (0,5 de McFarland), onde se estima que
hajam de 1 a 5 milh6es de células por mL de suspensdo. Contudo, 0 mesmo
padrdao afirma que uma transmitancia de 85% da luz é representativa desse
provavel numero de células. Por outro lado, a CLSI traz em seu documento que
a transmitancia recomendada € de 72 a 80%, e apés a sua devida diluicdo uma
contagem de 500 a 2500 células por mL estejam presentes. Enquanto que a
EUCAST usa como parametros tanto o padrdo de McFarland, como a leitura por
absorbancia (0,12 a 0,15 unidades), o que representaria algo também na mesma
densidade celular de 1 a 5 milhdes de células. Com menores diluicdes o
protocolo da EUCAST prevé nimeros de células de 1 a 5x10° células por mL.
Assim maiores quantidades de células estdo disponiveis para serem inibidas em

cada poco da microplaca ensaiada.

Em ambas as diretrizes, CLSI e EUCAST, ha uma importante variancia no
provavel numero de células (CLSI, 2008; EUCAST, 2017). Ou seja, ha
importante variancia dentro do protocolo onde pode ocorrer uma diferenca de até
5x 0 numero de células a serem diluidas na préxima etapa dependendo do
protocolo utilizado. Portanto, qualquer valor entre 1 milhdo e 5 milhdes de
blastoconideos € aceito para que o teste de susceptibilidade seja realizado.
Quando comparamos inter-protocolos e suas recomendacdes, ha sugestdes
diferentes para se chegar ao numero provavel de células por militro de disperséo.
Seja por comparacdo com o padrdo de turbidez, seja por transmitancia ou
absorbancia, ha relativa diferenga entre estimagfes nas densidades celulares.
Além do mais, a grande variabilidade que ocorre nessa entrada de células no
ensaio pode ser a razdo pela qual os protocolos admitem duas diluicées de

variabilidade no resultado como aceitaveis.

Poucos trabalhos sugerem uma concordancia entre resultados tendo como
variabilidade uma diluicdo em torno do resultado (DANNAOUI e ESPINEL-

INGROFF, 2019). A maioria dos trabalhos sugerem duas diluicbes como
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variacao aceitavel, porém esse aceite de variacdo pode trocar a interpretacao do
resultado de sensivel para resistente dependendo da concentragdo obtida
(PFALLER et al., 2013; SIMOR et al., 1997). Na questéo levantada, imaginemos
gue a média do nosso indculo seja 3 milhdes de células com desvio padréo de 1
milhdo, assim ha 95% de chance que nosso indculo esteja entre 1 e 5 milhdes.
Duas diluicdes representam quatro vezes a concentracdo do antifungico em
questdo, e a massa de células a ser inibida pode ser até cinco vezes maior ou
menor do que a estimada (SMITH e KIRBY, 2018). Novas estratégias de
concordancia tém sido propostas a fim de que as duas diluicbes cada vez menos
tenham impacto na clinica (PELLATON et al., 2022).

O in6culo possui papel essencial na modificacdo no teste de
susceptibilidade, e devido a esse proeminente efeito foi denominado de inoculum
effect para determinados antimicrobianos. Muitos trabalhos, ao longo dos anos,
estudaram e avaliaram o impacto da modificacdo da densidade celular nos
resultados de susceptibilidades fungicas (azolicos) e bacterianas (beta-
lactamas) (SMITH e KIRBY, 2018; SALAS et al.,, 2020; GEHRT et al., 1995;
LOFFREDO et al., 2021; SORIANO et al.,, 1990; CARVAJAL et al., 2020;
RINCON et al., 2021). No caso de bactérias, pequenas variacdes dentro do
intervalo preconizado pela CLSI permitiram mudancas de até oito vezes na
concentracdo de susceptibilidade, chamando a atencédo para que pequenas
variagbes no preparo do inéculo modifiqguem grandemente o resultado da
susceptibilidade (SMITH e KIRBY, 2018).

Trabalhos ao longo dos anos tem comparado diferentes técnicas de
preparo de indéculos e seus impactos na reprodutibilidade do preparo de
dispersdes de células (PFALLER et al., 1988; ESPINEL-INGROFF e
KERKERING, 1991; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2003). Os estudos concordam
que a metodologia que permite maior confiangca em estimar nimero de células é
atravées do emprego do espectrofotbmetro. Mesmo trabalhos mais recentes
apontam baixo indice de concordancia entre pontos de corte epidemioldgico
como valores em torno de 67% (PELLATON et al., 2022). E os provaveis
parametros que influenciem essa baixa concordancia seja a variabilidade do

indculo e as técnicas de medida da susceptibilidade.
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O tamanho do in6culo (através do efeito do indculo) pode modificar o
resultado da susceptibilidade, podendo mostrar resultados mais sensiveis ou
mais resistentes de acordo com o microrganismo estudado e sua distribuicdo
(CUENCA-ESTRELLA et al.,, 2001). Se levamos em conta que diferentes
leveduras possuem tamanhos diferentes, e formas igualmente dispares,
podemos supor que a populacdo microbiana em dada suspensédo pode ser
diferente (LAGUNAS e MORENO, 1985).

Diferentes efeitos de espalhamento de luz explicam os efeitos a nossa
volta. O espalhamento Rayleight é fendmeno que permite que vejamos o céu
azul devido a interacao das ondas eletromagnéticas (provenientes do sol) com
0s gases da nossa atmosfera (YOUNG, 1982; HORVATH, 2009). Esse
espalhamento € possivel, visto que as particulas em suspensdo sao muito
menores que o comprimento de onda incidentes sobre as particulas (HORVATH,
2009). Além disso, esse é mesmo efeito que permite que vejamos o céu mais
amarelado e alaranjado no nascer e no pér-do-sol devido ao maior caminho

Optico que a luz percorre em nossa atmosfera.

Através da teoria do espalhamento de luz, onde através da solucéo
analitica para as equacdes de Maxwell para dispersdo de ondas
eletromagnéticas por particulas esféricas (Mie scattering), € possivel se fazer a
determinacdo de tamanho com confiabilidade e boa preciséo (WEINER et al.,
2001; GRABMANN e PETERS, 2004). Ja é sabido que a interacdo da luz
(espectro de absorcdo UV-Vis) é bastante sensivel com o tamanho das
particulas envolvidas e que elas sao deslocadas a regido do visivel (>400 nm)
(BARBIR et al., 2019). Assim, alternativas tém sido mostradas para quantificar o
espalhamento de luz para células sanguineas, leite e leveduras (SMITH et al.,
2012).

Assim, um mesmo padrdo de turbidez pode alocar uma quantidade
diferente de células, pois essas possuem tamanhos diferentes que refletem a luz
de maneira desigual (GREGORY, 1985). Portanto, para uma mesma
concentracdo de células, mas de tamanhos divergentes levardo a padrbes de
turbidez diversos, com sobreposicbes de sinais que levam a estimar
concentragbes maiores (BESTIC e ARNOLD, 1976). A utilizagdo de

colorimetros, turbidimetros e espectrofotdbmetros podem ser aplicados para a
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padronizacdo de indéculos. Contudo, uma maior precisdo tem sido vista na
utilizacéo de espectrofotdbmetros e turbidimetros (BESTIC e ARNOLD, 1976).

Alguns trabalhos avaliaram diferentes tamanhos de indculos e o grau de
concordancia entre as susceptibilidades obtidas. De maneira geral os menores
indculos possuem as melhores concordancias, possivelmente devido a menor
diferenca absoluta no nimero de blastoconideos ensaiados (COOK et al., 1990;
ESPINEL-INGROFF et al., 1992; FROMTLING et al., 1993). Diferentes medidas
ja foram propostas. Algumas dessas propostas deram origem aos protocolos que
hoje estdo em uso pela comunidade cientifica e aplicados na rotina
microbiologica (CUENCA-ESTRELLA et al., 2001). Contudo, devemos lembrar
gue o Brasil é o pais que menos possui acesso para a susceptibilidade fungica
na Ameérica Latina (FALCI; PASQUALOTTO, 2019). Provavelmente, o baixo
acesso ao ensaio de susceptibilidade fungica (antifungigrama) seja a dificuldade
na realizacdo do ensaio e devido as técnicas de microdiluicdo se apresentarem
de maneira bastante distinta do que a técnica de disco-difusédo (Kirby-Bauer). A
técnica de disco-difusdo € bastante aplicada aos estudos qualitativos de
sensibilidade antimicrobiana, devido a sua simplicadade e facil execugdo. Assim,
a microdiluicdo se apresenta como uma metodologia de mais dificil execucéo e
com a necessidade de maior emprego de pessoal treinado e acostumado com

essa técnica quantitativa.

Por fim, o preparo do in6culo com o auxilio de um espectrofotdmetro,
possibilita a aquisicdo de contagens mais precisas e, por conseguinte, com
menor variabilidade. Ademais as outras técnicas comumente utilizadas como o
método de Wickerman (padréo de turbidez) e contagem em camara como
Neubauer possuem maior variabilidade e imprecisédo na estimacgao de inéculos.
Essas estratégias classicas podem levar a ensaios com baixas taxas de
concordancia através do aumento das inconsisténcias devido ao aumento dos

erros intra e interlaboratoriais.

pH e o impacto na micologia

A definicdo de pH de uma solugéo € o logaritmo negativo da atividade do

ion hidrogénio na 4gua. Ao assumirmos gue no interior de uma levedura é uma
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solucéo aquosa podemos estimar a quantidade de prétons livres no seu interior.
Assim, em uma Unica célula, no pH 7, temos cerca de 3000 protons livres (ORIJ
et al., 2009). O pH influencia a ocorréncia e a distribuicdo dos microrganismos.
Sendo assim, o pH é um dos parametros que mais afeta o desenvolvimento de
leveduras (ORIJ et al., 2011). O pH descreve a atividade quimica dos prétons,
logo, € uma peca-chave nas reacfGes redox, dissolugdo de minerais,
complexacdes e outras reagdes. Pode modificar o metabolismo, sinalizar a
sintese e transporte de aminoacidos, bem como sofrer com a modificacdo
abrupta do potencial hidrogeniénico (PENA et al., 2015; JIN; KIRK, 2018). Além
disso, um metabolismo diferenciado pode propiciar capacidades tamponantes
diversas, visto que os residuos de aminoacidos presentes no microrganismo

podem atuar como tampdes bioldgicos.

Ao longo dos anos, varios trabalhos tém mostrado o impacto do pH em
diferentes etapas da micologia (FERREIRA et al., 2006; PENA et al., 2015;
VASCONCELLOS et al.,, 2014; DANBY et al.,, 2012). Entre as etapas mais
importantes na rotina micolégica estdo o0 crescimento e inibicdo do
microrganismo. Além desses dois mais triviais, ensaios de filamentacdo e
diferenciacdo celulares também fazem uso da modificagdo do pH para atingir
suas finalidades. No caso das infec¢des por Candida spp. uma das maneiras de
acessarmos a diferenciacdo celular através da formacdo de pseudo-hifas e
biofilme é pela troca do pH (FERREIRA et al., 2006).

Delineamentos experimentais variando diversos fatores que impactam na
susceptibilidade ao mesmo tempo sédo raros na micologia (RAMBALI et al.,
2001). No trabalho de RAMBALI e colaboradores (2001) dez fatores foram
avaliados em um planejamento fatorial fracionario frente a oito isolados de
Candida spp. e seis isolados de fungo filamentoso. Como principais achados, os
autores apontaram que a temperatura de incubacéo, o tempo de incubacéo, o
tamanho do inoculo e a concentracao de glicose afetaram significativamente a
obtencdo da concentracdo inibitéria. Embora os autores ndo tenham testado
diferencas no pH, ainda assim foi visto que as densidades Opticas dos controles
de crescimento foram positivamente afetadas pela concentragdo de glicose e

tempo de incubacéo.
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Alguns trabalhos avaliam o impacto da modificagdo do pH no ensaio da
susceptibilidade (DANBY et al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2014; SOBEL e
AKINS, 2022; LIU et al., 2011). De forma geral os achados encontram menor
susceptibilidade quando os testes séo realizados em pH mais acidos. Parece
que os azdlicos tem maior propensdo a apresentar esse comportamento de
menor efetividade quando em pH mais baixo, algumas espécies também
mostraram menor susceptibilidade a anfotericina B (LIU et al., 2011; DANBY et
al., 2012). O mesmo perfil de menor susceptibilidade ao fluconazol também foi
reportado por VASCONCELLOS e colaboradores (2014).

O comportamento de células sésseis (biofilmes) de Candida albicans foi
diferente quando o pH do meio de cultura foi reduzido, em sua maioria maiores
contagens de biofilme foram vistas (VASCONCELLOS et al., 2014).
Comportamento diferente foi visto para Candida tropicalis quando o pH foi
reduzido, além disso maiores potenciais de invasédo de epitélio e colonizacdo
foram vistos em pHs neutros e alcalinos (FERREIRA et al., 2016). Assim, alguns
autores indicam que a susceptibilidade seja realizada em pHs semelhantes ao
tecido ou local onde foram isolados os microrganismos, pois dessa maneira a
susceptibilidade seria concordante com o ambiente de infec¢do da levedura (LIU
et al., 2011; SOBEL; AKINS, 2022).

O comportamento das leveduras de importancia clinica, principalmente do
género Candida, quando a sua transi¢ao entre forma unicelular para sua forma
filamentosa (pseudo-hifa) é referida como morfogénese. A C. albicans possui a
caracteristica de responder ao ambiente modificando a sua morfologia de acordo
com a modificacdo dos parametros da cultura. Seja pela modificacdo da
temperatura, efeito da mudanca no meio de cultura como a presenca de
albumina ou a troca do pH, as leveduras buscam se adaptar. Assim, estudos que
avaliem os parametros de indugdo sdo relevantes para a compreensdo da
interac&o entre microrganismo e hospedeiro (DU; HUANG, 2016; BENSEN et al.,
2004; VYLKOVA et al., 2011). Transi¢oes fenotipicas também podem ocorrer
devido as adaptacdes da levedura aos diferentes pHs do meio de cultura. Essas
adaptacdes incluem modificagées que permitem a reproducéo sexual do género
Candida, o que concede maior diversidade genética, no entanto tem alto preco
energético (DU; HUANG, 2016).
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A analise do pH intracelular (pHi) pode ser uma estratégia de medida que
pode ser aplicada em culturas micoldgicas liquidas. O pH pode influenciar a
fisiologia celular, e o pHi responde homeostaticamente as modificacbes no pH
extracelular (pHe) (ORIJ et al., 2011; MICHL et al., 2019). Esse acoplamento
surge porgue as proteinas que regulam o pHi também s&o sensiveis ao pHe, e
um reequilibrio dos fluxos acido-base transmembrana altera o pHi no estado
estacionario. Contudo a maioria das medidas realizadas para a obtencéo do sinal
de pHiséo através de sondas fluorescentes. Portanto, a avaliagdo do pH de
maneira rapida e facil nos concede conhecimento sobre parte do metabolismo
celular envolvido nas leveduras e a modificacdo que o meio de cultura sofre ao
longo do crescimento. Outro ponto é que o ajuste fino e maior controle do pH de
meios de cultura quanto ao quesito pH permite maior preciséo, reprodutibilidade
de ensaios (MICHL et al., 2019).

O género Candida faz parte da classe fangica mais importante em
humanos, com a possibilidade de causar infeccées em quase todos os locais do
corpo. Sua capacidade de adaptacdo morfolégica se mostra crucial para a
viruléncia do género porque concede ao microrganismo a habilidade de invadir
tecidos no hospedeiro. A modificacdo do pH pelo microrganismo, através da
liberacdo de amonia, tem a finalidade de induzir mudancas em sua estrutura e
morfologia e condicionar sua estruturacdo. Assim o monitoramento do pH
extracelular nos revela mecanismos de interacdo espécie-hospedeiro que sao

criticas para sua patogenicidade (VYLKOVA et al., 2011).

Fatores gue modificam o crescimento e inibicéo

Vérios sdo os fatores que modificam a multiplicacdo e a inibicdo dos
microrganismos. Entre os mais estudados temos fontes de carbono (assimilacéo
e fermentacdo), pH, tamanho do in6culo, temperatura, micronutrientes entre
outros. Desde a criagdo da CLSI no inicio dos anos 90, e posterior criagdo das
primeiras diretrizes dos ensaios de susceptibilidade, muitos foram os estudos
gque mostraram o0s impactos dos diferentes fatores no crescimento, e

principalmente, na inibicdo das leveduras de importancia médica.
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De maneira geral esses fatores sempre foram estudados um de cada vez,
na conhecida estratégia OFAT de pesquisa. No entanto, essa abordagem nao
permite que o cientista compreenda como as interagdes entre os fatores
modificam a resposta analisada, no caso, crescimento e inibicdo. Avaliar o
impacto dessas variagdes em conjunto pode ajudar o micologista a responder
quais modificagbes sdo mais bem toleradas e quais parametros devemos ter
mais cuidado no teste de sensibilidade antifingica, pois crescimentos mais
abundantes levam a inibicdes mais faceis de interpretar. Portanto, um desenho
experimental (DoE) € necessario para avaliar a probabilidade de interacdes no
crescimento dos organismos e teste de susceptibilidade (de SOUSA et al., 2020).
Assim, a busca pela robustez evita que a falta de crescimento ou o crescimento
subotimo levem a dificuldades na obtencdo do resultado da sensibilidade

antifangica.

NoO nosso conhecimento, poucos S0 0S manuscritos que investigaram o0s
efeitos das interacBes nas inibicdes dos antifUngicos. Rambali e colaboradores
(2001) utilizaram um delineamento fatorial fracionario e obtiveram o perfil de
interacdo para a inibicdo de itraconazol (RAMBALI et al., 2001). E Bartizal &
Odds (2003) que avaliaram as influéncias para a resposta inibitéria da
caspofungina (BARTIZAL & ODDS, 2003). Assim, os dados sdo escassos e
possuem influéncias para farmacos amplamente utilizados como fluconazol e

anfotericina b sdo desconhecidas.

Identificac&o de leveduras de importancia clinica

7

O diagnéstico de leveduras de importancia clinica é requerido para
determinar a etiologia da doenca, detectar a infec¢do nosocomial ou para prever
uma possivel resisténcia ao tratamento. E sabido que as infec¢bes oportunistas
acometem grande numero de imunossuprimidos. Mesmo o Brasil sendo o0 sexto
pais em populacdo no mundo, é o segundo em transplantes de figado e rim no
mundo. Dessa forma, qualifica o pais como um dos maiores em numeros de

pacientes imunocomprometidos no mundo (ORGAN, 2016).

Outro ponto é que panoramas da micologia no Brasil apontam para uma

heterogeneidade de laboratérios capazes de fazer antifungigrama (FALCI;
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PASQUALOTTO, 2019). Comparativamente, somos 0 pais da América Latina
que mais possui laboratorios que realizam micologia em suas dependéncias, no
entanto, também somos o pais que mais possuem hospitais ndo realizam
antifungirama e identificacdo micolégica (FALCI; PASQUALOTTO, 2019). Esse
referido estudo mostra que a identificacédo fungica o Brasil é significativamente
menor, apresentando reduzido potencial de identificar fungos em nivel de

espécie, utilizando majoritariamente métodos automatizados para tal.

O diagnéstico de infecgdes fungicas, principalmente as causadas por
leveduras, tem como principal teste no laboratério a cultura fungica, pois ela
permite um aumento consideravel de sensibilidade a nivel de género e espécie,
0 gque concede prévio conhecimento para o antifungigrama (QUATRIN et al,
2021). O meio de cultura mais utilizado € o agar Sabouraud dextrose (ASD),
outras alternativas podem ser sugeridas, mas de maneira geral o meio escolhido
€ 0 ASD. Meios especializados adicionais, como &gar cromogénico, permitem a
separacao de colénias de aparéncia semelhante em culturas com crescimento
misto de mais de um género ou espécie de levedura e a identificacdo direta de
algumas espécies de Candida (MERLINO et al., 1998). O diagnéstico errado de
uma infeccdo mista é de particular importancia, especialmente se o género e
espécie de levedura encontrado for resistente ao antifungico em uso. O meio
cromogénico tem especial utilidade como meio de isolamento, pois permite uma
diferenciagcdo na cultura pela sua cor, o que auxilia em uma identificacdo
presuntiva do isolado testado e tem importancia pois ajuda no pré-conhecimento

no teste de sensibilidade.

Outra ferramenta essencial em qualquer laboratério micolégico é o
microscépio, é através dele que o exame direto concede as primeiras
informacBes acerca do provavel agente etioldgico. Contudo, maior poder é
possivel quando correlacionamos a cultura fungica com o exame direto, por
providenciar que mais um teste com sensibilidade e especificidade distintas
sejam utilizados (QUATRIN et al., 2020). No entanto, a microscopia por si s ndo
consegue determinar a causa especifica da infeccdo, ela pode direcionar a
pesquisa com o incremento de coloragdes e marcadores. Um dos exemplos de
sua maior sensibilidade € a utilizacdo de provas fluorescentes como o banco de

calcofluor que se liga a quitina presente na parede celular fungica. Dessa
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maneira, cria-se um facilitador para escanear as amostras em busca de
estruturas fungicas, melhorando a avaliagdo da morfologia e busca de agentes
etioldgicos (CLANCY; NGUYEN, 2019).

O método fenotipico classico teve sua descricdo nos anos 40, onde a partir
da assimilagéo e fermentacgéo de diferentes fontes de carbono (carboidratos) e
nitrogénio (como KNOs3), auxiliaram na identificacdo de leveduras
(WICKERHAM; BURTON, 1948). Apesar de ser uma metodologia simples &
bastante trabalhosa, pois envolve um grande numero de etapas para sua
preparacdo. Sendo inapropriada para uma rotina laboratorial intensa visto que
se perderia muito tempo na preparacao dos meios. Logo, seria um padréo ouro
de identificacdo das infecgbes por Candida bastante inapropriado e pouco

pratico para quem utiliza.

Uma modificacdo da técnica de Wickerham, usando indicadores de pH
e tubos de vidro permitiram o auxanograma, dessa forma tornou mais eficiente
0s testes, visto que era possivel testar varios substratos em uma placa de agar
ao invés de multiplos tubos (LAND et al., 1975). Consequentemente, se ganhava
tempo com tal modificacdo, ja que a adicdo de &gar facilitou a visualizacéo,
sendo mais facil identificar a mudanca de cor do que um grau de turbidez. Na
sequéncia foi realizada a troca de indicadores que inibiam crescimentos e
aumentavam as quantidades de bases nitrogenadas (MICKELSEN et al., 1977).
Essa série de mudancas permitiu as miniaturizacdes desses melhoramentos e
assim a comercializacdo de kit's primeiramente mais manuais em sua leitura e

nos momentos seguintes automatizados, figura 1.
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Figura 1. Kit's de miniaturizacdo das técnicas classicas, (A) Vitek®, (B)
ATB ID32C®, (C) APl 20C AUX®.

Exemplos desses sistemas sédo o API 20C®, o ATB ID32C® e o VITEK
YBC®, que como caracteristicas possuem a miniaturizacdo da técnica classica.
O API 20C® é uma tira contendo 20 testes bioquimicos os quais podem ser
comparados com os resultados liberados pelo fabricante. JA no ATB ID32C® é
disponibilizado um cartdo com 32 pocos, onde 29 sdo reacdes de assimilacao,
uma susceptibilidade (com cicloheximida no meio), um teste colorimétrico
(esculina), e um controle negativo. No entanto, o comparativo de ambos os
sistemas contra cepas comuns e raras obtidas da clinica, mostra que o AP1 20C®
classifica com mais eficiéncia, cerca de 90% (RAMANI et al., 1998). Resultado
semelhante para a tipificacdo de Candidas foi encontrada por LIGUORI et al.,
(2010) com taxas de acerto de 87% para o sistema APl 20C®. J4 o VITEK®,
consiste em 30 pocos que contém 26 pog¢os bioquimicos e quatro controles
negativos. E usado em conjunto com um sistema automatizado (sistema
AutoMicrobic) que inclui um moédulo de enchimento e vedagdo, uma incubadora
e unidade de leitura, software de computador, hardware e uma impressora. Os
resultados devem ser representados como um biocddigo de nove digitos, onde

depois é traduzido para uma porcentagem de identificacdo. O pacote de software
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do sistema VITEK® combinava o biocédigo da amostra desconhecida com o que
mais se assemelhava ao banco de dados. O VITEK 2 YST® contém 46 testes
inclusos, sendo 25 carboidratos, sendo incubados por 18 h. Com esse cartéo é
possivel obter resultados com uma performance de 94,8% (AUBERTINE et al.,
2006).

Outras técnicas também sao utilizadas como a analise da morfologia
macro e microscopica. Além desses testes classicos, existem outros métodos
como a formacdo de tubo germinativo que foi descrito pela primeira vez na
década de 60 como teste diferencial rapido. Trata-se de um teste de 2-4 h com
a levedura inoculada em soro. Apesar de ser um teste simples e rapido é
subjetivo, jA que € necessaria experiéncia do microbiologista a fim de que ele
nao confunda uma pseudo-hifa com um tubo germinativo verdadeiro. Outro
ponto € que ja foi descrito de espécies de C. albicans mutantes que néo
apresentavam formagdo de tubo germinativo (RUSTCHENKO-BULGAC;
HOWARD, 1993). A presenca de clamidioesporos é outro tipo de teste que pode
ser realizado a fim de se procurar diferencas entre espécies, no entanto essa
decorréncia é mais lenta, sendo necessarios alguns dias para que se obtenha o
resultado. Ambos os testes descritos anteriormente fazem uso da microscopia
Optica e, consequentemente, de um microbiologista treinado, o que dificulta sua
aplicacdo na rotina usual. Em vista disso, buscou-se novas técnicas que néo

fizessem uso de aparelhos ou tamanha expertise.

Os testes colorimétricos, fluorimétricos e enzimaticos tiveram sua vez na
deteccdo de Candidas com mais sensibilidade e especificidade que os
anteriores, mais ainda assim, com algum numero de falso-positivos. Em vista
disso se apostou na prova da coagulase, no uso de meios diferenciais,
crescimentos em temperatura ambiente (25° C) ou sob altas temperaturas (45°
C) buscando altera¢des fenotipicas (NEJAD et al., 2015; MARINHO et al., 2010).
No entanto, mesmo sendo um conjunto de técnicas simples e de baixo custo,
tanto para seu preparo como para sua execucdo, sdo procedimentos que
consomem muito tempo a fim de se obter um resultado. E muitos desses
resultados sdo presuntivos e ndo conseguem discriminar de forma eficiente entre

especies correlacionadas dentro dos achados fenotipicos.
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Outras técnicas que nao utilizam culturas também tém crescido em uso,
como é o caso dos testes soroldgicos. Esses testes sdo material de escolha dada
a sua praticidade de execucéo e velocidade em obter um resultado. As técnicas
baseadas em anticorpos sédo fundamentais na deteccéo de antigenos circulantes
em diferentes fluidos corporais. Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) detectam
0 antigeno manana (presente na exposicdo a Candida) e estdo disponiveis
comercialmente (Platelia, antigeno Candida, Bio-Rad, Franga) para candidiase
invasiva, usando como matriz. Além disso, pode ser utilizado em combinacao
com anticorpos anti-Candida, onde mostrou uma sensibilidade (83%) e
especificidade (86%) adequadas (MIKULSKA et al., 2010). Como ponto fraco
dessa estratégia € que diferentes espécies de Candida variam a sensibilidade,

reduzindo consideravelmente para C. parapsilosis e C. krusei.

A presenca de marcadores como 1,3--d-glucana no soro pode ser utilizado
como diagnéstico de algumas infeccbes fungicas como Candida, mas nao
Cryptococcus. Como contraponto, a baixa sensibilidade demonstrada por testes
que utilizam essa plataforma e esse marcador. Geralmente alcancam uma
métrica de 80%, tornando o teste com pouco indicativo de infeccédo
(KARAGEORGOPOULOS et al.,, 2011). Por isso, os resultados de testes
utilizando 1,3-p-d-glucana devem ser avaliados cuidadosamente e interpretados
conjuntamente com outros dados clinicos. Entdo, o achado de 1,3-B-d-glucana
no soro pode ser uma ferramenta Gtil para diagnosticar infec¢des invasivas,
contudo as baixas sensibilidades podem ser observadas dada a profilaxia ou o
tratamento. Ainda sobre testes de antigeno, testes imunocromatograficos (LFA,
Lateral Flow Analysis) para a detec¢éao de Cryptococcus ou por aglutinacao por
latex apresentam métricas adequadas de identificacdo. O teste LFA possui alta
sensibilidade (98-100%) e especificidade (97-100%) com soro, plasma, liquido
cefalorraquidiano e urina e é o biomarcador recomendado para o diagndstico de
criptococose (VIDA et al., 2015).

A utilizacdo de ferramentas moleculares tem sido empregada como
alternativa de diagnostico e identificacdo de leveduras direto da amostra clinica,
seja ela qual for, inclusive sangue. Uma variedade de painéis esta disponivel
entre simplex e multiplex, assim como painéis pan-fungicos. Um dos problemas

desses meios house-made é a falta de padronizacdo entre as diferentes
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metodologias, ndo permitindo comparagfes diretas. Numa meta-analise 54
estudos com quase 5.000 pacientes testados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) baseado em sangue, a sensibilidade e a especificidade
combinadas para candidiase invasiva comprovada ou provavel versus controles
de risco foram de 95% e 92%, respectivamente (AVNI et al.,, 2010). Alguns
autores sugerem a combinagao de testes para que se atinjam valores maiores
de sensibilidade e especificidade utilizando testes sorologicos (NGUYEN et al.,
2012).

Embora as hemoculturas n&o tenham sensibilidade, elas ainda
representam o padrdo ouro de diagndstico para candidemia e os painéis de
identificacdo de hemocultura molecular fornecem identificacéo precisa e rapida
de patogenos cultivados. Os resultados sdo obtidos com o minimo de tempo
pratico em comparacdo com métodos convencionais como meios cromogénicos
e identificac@o bioquimica, identificagdo protedmica usando MALDI-TOF MS ou
ensaios de hibridizacdo in situ de fluorescéncia. A analise multipla de acidos
nucleicos acoplada ao sequenciamento metagendmico de proxima geracéo
(NGS, next-generation sequencing), que analisa os &cidos nucleicos de um
amplo espectro de populacées mistas de microrganismos simultaneamente, é
uma estratégia que pode potencialmente identificar o patdgeno causador quando
outras estratégias falharem e tem sido usada para diagnosticar meningite
criptocécica em varios estudos (RAMACHANDRAN et al., 2018).

A identificagdo de leveduras, como o caso da Candida, através do uso do
NGS é uma tarefa recorrente devido a presenca dominante do fungo no trato
respiratério. Para alguns pesquisadores, o fato da presenca dessa levedura no
trato respiratério dificulta o diagnéstico, visto que a significancia clinica pode ser
modificada devido a abundéancia relativa dos achados. Além disso, existem
limitacdes praticas ao uso do NGS, assim como as abordagens biomoleculares
existe a necessidade de um protocolo de extracdo 6timo, incluindo um controle
de procedimentos quanto a contaminagéo do processo. Outro ponto que pode
modificar o0 NGS é quanto a armazenagem de amostras anterior do teste a fim
de limitar o crescimento excessivo do fungo e sua extracdo do &cido nucleico.
Combinar esses parametros com amplificacdo por PCR eficiente (primers
cuidadosamente selecionados e uma polimerase de PCR de alta fidelidade) &
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fundamental, e a utilizacdo de controles positivos e negativos e a compreensao
dos vieses introduzidos ao longo do processo sao essenciais ao interpretar os
dados NGS (NILSSON et al., 2019). Ainda assim, estudos mais rigorosos sao
necessarios para que essa estratégia em infeccdes fungicas antes que 0 uso

dessa tecnologia se torne generalizado.

Métodos moleculares tém sido desenvolvidos nos ultimos 20 anos para a
padronizacdo da extracdo de DNA de fungos de importancia clinica a fim de
melhorar os resultados. Com o lancamento do T2Candida, um ensaio que
combina reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com ressonancia magnética
para identificar as cinco mais prevalentes infec¢cées de Candida: C. albicans, C.
krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (ZERVOU et al., 2016). No
entanto, o painel em questdo ndo consegue separar algumas espécies,
possuindo trés resultados: C. albicans/C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata/
C. krusei. O T2Candida € uma metodologia que se provou rapida, precisando de
menos de 5 h para seu resultado, mas com sensibilidade de 91,1% e
especificidade de 99,4% a serem consolidadas (ZERVOU et al., 2016).

Outro ponto que se deve ter cuidado é o tipo de amostra a ser considerada.
Leveduras obtidas de locais ndo estéreis do corpo (orofaringe, vias aéreas)
podem trazer consigo parte da microbiota ou ser agente causador da infeccao.
Portanto, a macroavaliacdo do paciente, que inclui a consideracdo da historia
clinica e da anamnese, deve ser levada em considera¢ao conjuntamente com 0s
achados microbioldgicos. S6 dessa forma é capaz de determinar se a levedura
recuperada no exame faz parte da colonizacao propria (microbiota) ou € o agente
etiolégico da infeccdo. Fora dessa consideracdo achados altamente
caracteristicos como nanquim no liquido cefalorraquidiano, que pode identificar
géneros de levedura encapsulados, como Cryptococcus spp. A deteccéo
microscopica de células de levedura tipicas, pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras

em amostras obtidas de locais estéreis é indicativa de infec¢des fungicas.

Assim, uma identificagdo inequivoca passa por uma série de avaliagbes e
consideracdes que agregam sensibilidade e especificidade na analise. A maioria
dos laboratérios criam seus protocolos de identificacdo para a maximizacédo do
resultado e das métricas de classificacdo e do tempo que se leva para obter esse

relatério. Por assim dizer, temos um algoritmo decisional que leva em
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consideracao as técnicas utilizadas, local de isolamento, se ocorre ou nao pre-
concentracdo da amostra, possiveis contaminantes e tempo para a aquisi¢cdo do

sinal.

Quimiometria

O advento do computador no espaco laboratorial permitiu que os cientistas
coletassem enormes quantidades de dados sobre uma ampla variedade de
problemas de interesse. Com o avanco das técnicas analiticas instrumentais, o
grande volume de dados pode ser gerado. Esses dados possuem um extenso
namero de variaveis, por exemplo, os espectros de infravermelho, espectros de
ultravioleta (oriundos do espectro de varredura) e imagens digitais. Onde cada
namero de onda, comprimento de onda, e canais respectivamente, corresponde
a uma variavel. Devido a essa complexidade de dados se faz necessario a
utilizacdo de métodos estatisticos para sua andlise. As técnicas multivariadas,
assim, convergem como melhor escolha, visto que sdo capazes de encontrar

padrdes nos dados, classifica-los e até mesmo quantifica-los (SMITH, 2015).

Microrganismos, em especial os fungos, devido a sua natureza
multicomponente, se enquadram nesta definicdo. Por conseguinte, a utilizacao
da analise multivariada em associacdo aos métodos analiticos tem aumentado
nos ultimos anos devido as suas aplicabilidades (SANCHES et al., 2018;
POTOCKI et al., 2019; BRADTBURD et al., 2018). Além das técnicas analiticas
convencionais, técnicas aplicando imagens digitais tem recebido aten¢éo devido
a praticidade e velocidade de aquisicdo de dados através de smartphones
(HELFER et al., 2018; GRASEL et al., 2016; MUTLU et al., 2017). Outro emprego
da analise multivariada é na diferenciacdo e no reconhecimento de espécies
altamente correlacionadas por diferentes técnicas espectroscopicas (POTOCKI
et al., 2019; SAMPAIO et al., 2019; COSTA et al., 2016).

A anélise multivariada de dados tem como finalidade basica racionalizar a
informagédo de uma matriz complexa de dados facilitando assim a visualizacao
de correlacdes entre as variaveis que dificilmente seriam verificadas mediante
analise univariada. Assim, pela propria definicdo, a utilizacdo deste tipo de

abordagem tem como pressuposto basico um sistema complexo. A escolha
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desse método e analise esta diretamente relacionado ao questionamento em
relacdo as amostras (situacdo problema) (SENA et al., 2002). Portanto, apés a
aquisicdo dos dados, € realizada a andlise, de forma que os resultados sejam
apresentados de acordo com as questdes levantadas nas hipoteses. A
apresentacdo dos resultados pode ser realizada de forma visual
(reconhecimento de padrfes), ja na classificacdo de amostras ocorre a
investigacdo se a amostra pertence ou ndo a uma classe pré-definida
(supervisionada) (GRANATO et al., 2018, HAIR et al., 2009).

Podemos segmentar a analise multivariada entre conjunto de dados néo-
supervisionados e supervisionados. Dessa forma, contamos com dados que
podemos explorar o reconhecimento de padrées sem que haja uma supervisao
acerca dos agrupamentos ou diferencas das amostras (ndo-supervisionado). Ou
podemos explorar a variancia e formacao de agrupamentos de amostras através
da supervisdo dessas amostras em classes ou concentragdes (supervisionado)
(GRANATO et al., 2018, HAIR et al., 2009).

Métodos de reconhecimentos de padrdes (ndo-supervisionados)

Métodos ndo-supervisionados de reconhecimento de padrdes nao
requerem nenhum conhecimento sobre a identificagcdo das amostras a priori,
uma vez que sao utilizados para identificar grupos de amostras baseando-se em
caracteristicas comuns. Estes métodos podem, portanto, ser empregados para
encontrar similaridades e diferengas entre amostras de um conjunto de dados.
Enquadram-se nesta classe de métodos a analise de componentes principais
(PCA), a analise de fatores (FA) e a analise de cluster (HCA), entre outros
(BRERETON, 2003; HAIR et al., 2009).

A analise de componentes principais (PCA, do inglés: Principal Component
Analysis) foi desenvolvida no inicio do século XX por Pearson (PEARSON,
1901), a projecao de que relacionou pontos ndo coplanares de uma dimenséo
maior (n = 3, 4, 5...) em um plano, utilizando-se das médias, dos desvios padrdes
e das correlagfes entre as variaveis do problema. Peason também representou
geometricamente para a regressao planar e observou que a reta que mais se

adequa ao conjunto de variaveis em questdo esta inserida no plano de
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regressao. A partir de sua primeira formulacdo, o algoritmo da PCA foi sendo
aprimorado até os dias atuais (HOTTELING, 1933; WOLD, ESBENSEN &
GELADI, 1987).

A PCA possui a capacidade de separar e ampliar as informagfes mais
relevantes do conjunto de dados, assim como evidenciar amostras atipicas
(outliers) e também detectar relagBes entre amostras e varidveis. Através da
PCA, a correlacao significativa entre variaveis de um conjunto de dados permite
gque um numero menor de novas variaveis seja encontrado de forma que
descrevam a mesma informagé&o presente nos dados originais. Para a reducgéo
do numero de variaveis € realizada através uma compressdo dos dados,
combinando linearmente variaveis originais e agrupando aquelas que possuem
informacdes semelhantes. As novas variaveis sdo chamadas de componentes
principais (PCs — Principal Components), também conhecidas como autovetores.
As PCs sao nao correlacionadas e ortogonais entre si, ou seja, cada PC possui
informacdes distintas, sendo que a ordem de “importancia” inicia com aquela que
€ mais representativa (PC1), oferecendo maior quantidade de informacéo, e
assim por diante. Do ponto de vista mateméatico, a PCA pode ser descrita como
a decomposicao de uma matriz X (IxJ), em duas matrizes, uma representando
os escores (T) e outra os pesos (L). Os escores indicam o grau de correlacéo
entre as amostras, ja 0s pesos revelam as relacdes entre as variaveis. A matriz

E indica os residuos, desvios entre as projecdes e coordenadas originais.
X=TLT+E

Um pressuposto basico para a PCA é que a escolha das matrizes T e L
seja feita de tal forma a maximizar a variancia de X nas primeiras componentes,
ou seja, que as componentes principais de maiores autovalores contenham a

maior parte da informacéo relevante e que as restantes sejam apenas ruido.

A analise de agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA, do inglés:
Hierarchical Clusters Analysis) €, assim como a PCA, um método n&o-
supervisionado utilizado no tratamento de dados. A HCA tem sua origem na
biologia, através da taxonomia numérica, sendo um método empregado para
descobrir padrdes naturais de comportamento das amostras. A principal funcéo

da HCA é agrupar amostras de modo que as pertencentes ao mesmo
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agrupamento (cluster) sejam mais semelhantes do que amostras de outros
grupos. Através de uma arvore hierarquica, denominada dendrograma, €

possivel visualizar o grau de similaridade entre objetos.

A HCA é uma técnica aglomerativa, ou seja, considera cada amostra um
Unico elemento, agrupando-as de forma sistematica por semelhanga em um
processo iterativo (procedimento que gera uma sequéncia de solucbes
aproximadas que vao melhorando conforme iteracdes sao executadas), até que
ocorra a formacao de um unico grupo. Na farmacia, este método é rotineiramente
empregado em dados espectroscépicos, visto a reducdo de dimensionalidade
proporcionada pelo mesmo.

A primeira etapa para a aplicacdo da técnica de HCA é a definicdo de um
indice numérico para medir distancia entre amostras, uma vez que a HCA utiliza
a proximidade entre objetos como caracteristica de semelhanca. A distancia
Euclidiana é a mais comum e utilizada em situacdes rotineiras. Onde a distancia
Euclidiana entre pontos com coordenadas A = (a1, a2) e B = (b1, b2) no espaco
multidimensional é apresentada usando o teorema de Pitagoras, onde xq € xp

séo valores numeéricos da j-ésima coordenada de A e B, respectivamente.

2
dap = \/(xal — Xp1)? + (Xg2 — Xp2)? + -+ (xa] - xb])

Quando nao restar nenhum agrupamento para realizar ligacdo, as
distancias sdo padronizadas e o resultado € apresentado na forma de um
dendrograma. A analise hierarquica por agrupamentos € bastante utilizada para
identificacdo de procedéncia e autenticacdo de medicamentos, insumos,
material vegetal e na microbiologia (COSTA et al., 2020; ARUMUGAM et al.,
2012; UARROTA et al., 2014).

Métodos supervisionados

A andlise supervisionada possibilita que amostras sejam categorizadas em
diferentes classes previamente a aplicagdo do método (SALZER et al. 2000). Por
exemplo, é possivel a classificacdo de determinado microrganismo,

diferenciacdo de cepas, sensibilidade do microrganismo, producdo de um fator
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de viruléncia etc. Ou seja, ao contrario dos métodos de analise exploratoria, séo
necessarios conhecimentos a priori sobre cada amostra. Esse grupo de
amostras, cuja propriedade de interesse € conhecida, € chamada de conjunto de
treinamento. A partir desse conjunto de dados € construido o modelo de
classificacdo. Devido a isso, esse conjunto de técnicas é denominado métodos

supervisionados.

Assim, € possivel construir um modelo de classificagdo com base
exclusivamente nas variaveis altamente correlacionadas com a caracteristica
qualitativa em questdo. O modelo proposto depois de calibrado pode ser entado
avaliado usando um conjunto de amostras independentes de caracteristica
qualitativa conhecida para validar as propriedades de previsdo do modelo
proposto, antes de utiliza-lo em um conjunto de amostras desconhecidas.
Enquadram-se nesta classe de métodos a andlise do vizinho mais proximo (k-
NN), soft independent modeling of class analogy (SIMCA) e a andlise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), entre outros
(BRERETON, 2003; HAIR et al., 2009).

Dentro das analises supervisionadas temos algoritmos especificos para
qguantificar uma determinada caracteristica (y) a partir de um conjunto de dados
com essa caracteristica conhecida (concentracdo de analito). A partir da
calibracdo da matriz de dados (X) € possivel, através da analise de regresséo
multivariada, estimar coeficientes que desenhem um modelo ajustado que
permite prever as concentracdes desconhecidas em um novo conjunto de dados.
O modelo em questdo pode ser calibrado utilizando-se a caracteristica
quantitativa conhecida (y) e sua correlagdo e covariancia com as variaveis da
matriz X (que atuardo como preditores). Na calibracdo multivariada o modelo
proposto depois de calibrado, pode ser entdo avaliado mediante uso de um
conjunto de amostras independentes de caracteristica quantitativa conhecida (y)
para validar as propriedades de previsdo do modelo proposto, antes de utiliza-lo

em um conjunto de amostras desconhecidas.

Muitos s&o os algoritmos que se enquadram nesta classe calibragéo
multivariada. Onde os mais utilizados séao: regressao de componentes principais

(PCR), regresséao por minimos quadrados parciais (PLS), regressao de minimos
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quadrados ordinarios (OLS), regresséo de vetores suporte (SVR) entre outros
(BRERETON, 2003; HAIR et al., 2009; DUMANCAS et al., 2015).

FTIR-ATR

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(doinglés, Fourier Transform Infrared spectroscopy) compreende a faixa de 4000
até 650 cm, é a mais utilizada na espectroscopia de infravermelho. Assim o
FTIR é uma ferramenta importante para a determinagéo de estruturas organicas
e bioquimicas, principalmente apds 1950, onde os equipamentos de feixe duplo

adicionaram ganhos analiticos importantes.

A regido de impressao digital (fingerprint) que esta entre 650 e 1700 cm™ é
relevante para identificacdo de compostos, visto que pequenas diferencas
resultam em grandes modificagcdes nessa regidao do espectro de infravermelho.
Portanto, devido a sua dificil interpretacdo raramente € possivel indicar a que
estrutura o referido espectro pertence. Dessa maneira, a regido é importante
para os métodos quimiométricos pois permite diferenciar e classificar devido a
presenca de bandas caracteristicas de cada entidade quimica (SKOOG,
HOLLER & CROUCH, 2017).

Outro importante ganho analitico é a possibilidade de acoplamento do
acessorio de refletancia atenuada (ATR) o que permite maior ganho de
sensibilidade dado o numero de reflexdes entre o laser a o cristal de deposicao
da amostra. O método de reflexdo total atenuada (Attenuated Total Reflectance
- ATR) é baseado na reflexdo interna da radiacao infravermelha. Ao entrar em
contato com materiais com altos indices de refracdo, como 0 ZnSe, a radiacdo
infravermelha é totalmente refletida internamente. Em contato com a amostra,
cujo o indice de refracdo € menor, parte desta radiagcdo penetra na mesma,
atenuando o feixe do comprimento de onda correspondente as bandas de
absorcao, surgindo entdo o espectro (Figura 2). Esta radiacdo penetrante que

interage com a amostra € conhecida como onda evanescente.
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Amosira

Onda evanescente

Feixe de infravermelho Cristal ATR Feixe de infravermelho
incidente (saida para detector)

Figura 2. Representacdo esquematica do funcionamento do cristal de ATR ao

medir uma amostra no FTIR.

A complexidade dos espectros de FTIR representa a imensa diversidade
de moléculas em biomateriais como uma impressao digital altamente especifica
de sua composicao quimica. Como tal, os métodos de reconhecimento de
padrbes sdo necessarios para classificar os espectros de FTIR de acordo com
seu espectro e similaridade ou heterogeneidade quimica correspondente. Dessa
forma, a diversidade dentro ou entre amostras (individuos com parentesco
taxondmico préximo ou distante) pode ser estudada, bem como as influéncias

de fatores abidticos ou bidticos.

Imagens digitais

Imagens digitais consistem numa representacao discreta de dados que
processam informacdes espaciais e de intensidade o que costumeiramente
chamamos de cor. Para uma imagem bidimensional, ou seja, em duas
dimensdes (2D), uma funcao f (X, y), em que x e y sdo coordenadas espaciais e
o valor de f, para cada par (x, y), € denominado de intensidade de cor naquele
par (GONZALES; WOODS, 2010). Assim, analogamente, uma imagem digital
também pode ser descrita como uma matriz finita A (m, n), em que m € seu
namero de linhas e n é o numero de colunas. Nesta matriz, cada par (m, n) define
uma célula chamada pixel (termo derivado do inglés picture element) e cada pixel
tera um valor de intensidade ou nivel de cor (GONZALES; WOODS, 2010,
SOLOMON; BRECKON, 2013).
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No processo de constru¢cdo de uma imagem digital, como na aquisicao de
uma fotografia ou no escaneamento de uma imagem impressa, implica em
atribuir as coordenadas espaciais (m, n) para cada pixel, num processo chamado
de amostragem, e suas respectivas intensidades (quantizacao) (Figura 3). Isso
€ 0 que ocorre, por exemplo, quando digitalizamos uma imagem oriunda de um
papel fazendo uso de um scanner (GONZALES; WOODS, 2010 SOLOMON;
BRECKON, 2013).

Call al2 . . . aln
121 a22 . . . a2n

4 8 8 & & &

‘4 [mmizn)

laml am2 . . . amn |

Figura 3. Representacdo de uma matriz A, com m linhas e n colunas.

Por outro lado, a quantizacdo é dependente dos sensores usados na
deteccao da cor, portanto, a sensibilidade do sensor aos comprimentos de onda
que incidem sobre ele é que define os varios niveis de intensidade possiveis. Por
exemplo, um sensor monocromatico (escala de cinza) com resolucdo de 8 bits
para cada pixel ird quantizar 28 ou 256 niveis de intensidades, dos quais o
primeiro e o dltimo niveis, respectivamente, se referem ao preto e ao branco,
enquanto os 254 niveis intermediarios sdo niveis de cinza e, portanto, a escala
de cinza desse sensor é quantizada em valores discretos que variam de 0 a 255
(SOLOMON; BRECKON, 2013). Da mesma maneira como foi apresentado o
namero de valores discretos que podem variar para o cinza, ocorre com o0s trés
principais canais no RGB (vermelho-verde- azul), sendo assim, uma matriz com
0s trés canais contera 768 variaveis onde as cores podem se apresentar (Figura
4).
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Figura 4. As trés matrizes sobrepostas dos canais vermelho, verde e azul.

Apesar do uso do termo cor para se referir a amplitude da funcéo f (x, y), o
uso de imagens digitais ndo é restrito as interacdes com a faixa visivel do espetro
eletromagnético, cobrindo praticamente todo o espectro, além de fontes
acusticas, ultrassdnicas e eletrbnicas, embora seja comum converter sinais
diversos para niveis de cinza a fim de expressa-las numa forma perceptivel ao
olho humano (GONZALES; WOODS, 2010).

Imagens digitais tém aplicacdes nas diversas areas de atividade humana,
sendo fortemente usada em medicina, onde se usam imagens de raio-X,
tomografias de raios gama e de emissdo de positrons, imagens de
ultrassonografia e de ressonancia magnética, mas também tem uso nas areas
da astronomia, de climatologia, aviagcdo (com uso de radares, por exemplo), mais
recentemente nas analises quimicas e farmacéuticas com a ampla aplicacao das
espectrometrias (GONZALES; WOODS, 2010).

VISIBLE SPECTRUM

VISIBLE LIGHT
RADIO WAVES
GAMMA RAYS X-RAYS uv INFRARED RADAR TV FM AM
T I T - T T - T T T
0,0001 nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm lcm 1im 100 m
Jq ﬂ ’W ‘\m \ ﬂ | r‘| f‘l’ m ﬂ m (!ﬁ\ / \ f A )(( \‘* [ ‘\ / h\’\ I ] \\ f/m\ /’ﬁ\\ ff"\,x‘ / {">\\ ,«’mx //‘
UTAAAVAVAVAVAVAVAV VAV AV Y AN

T T T T
! 1 ‘ 1 |

1 | | | [
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm



61

Figura 5. Espectro eletromagnético apresentando as diferentes ondas
eletromagnéticas, seu comprimento de onda e no detalhe a regido visivel por
nds humanos desse espectro eletromagnético.

E grande o nimero de sistemas de cores usados atualmente, sendo mais
largamente usados os sistemas RGB (do inglés red, green, blue), CMY (do inglés

cyan, magenta, yellow), CMYK (do inglés cyan, magenta, yellow, black) e HSI

(do inglés hue, saturation, intensity), (Figura 6).

RGB CYMK

Figura 6. Os dois principais sistemas de cores utilizados na tecnologia, 0
RGB em nossas telas de computadores, celulares e televisdes e o CYMK que é

utilizado em impressoras.

Embora os cones sejam os receptores do olho humano, eles s6 conseguem
detectar diretamente as cores vermelho, verde e azul, que devido a essa
particularidade, recebem o nome de cores primarias, as demais cores sao
percebidas pela combinacdo das sensacfes das cores detectadas, conforme foi
proposto pelo inglés Thomas Young (1773-1829) e aperfeicoado pelo aleméo
Herman von Helmholtz (1821-1894), no século XIX, e que hoje € conhecida como
mistura aditiva de cores e constitui o cerne do sistema de cores RBG que foi
descrito anteriormente (FRASER; BANKS, 2013).
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O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido
entre as paginas 65 -85.
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linearization of UV-Vis spectrophotometric measurements to estimate yeast in
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O texto completo do capitulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 113 — 146, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta da avaliacdo dos fatores que impactam na susceptibilidade
fungica avaliados por delineamento experimental (fatorial completo).






































































































CAPITULO IV — Application of digital images and chemometrics to

differentiate and classify Candida species in CHROMagar
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O texto completo do capitulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 149 — 185, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta do estudo da aplicacdo de classificacdo multivariada de
imagens digitais para a classificacdo de leveduras do género Candida crescidas
em meio cromogénico e avaliadas por scanner e transformacdo de imagens
digitais em RGB.
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Biospectroscopy
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O texto completo do capitulo 5, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 189 — 214, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta do estudo da aplicacdo da espectroscopia na regiao do
infravermelho para a diferenciacdo e classificagcdo de leveduras de interesse
clinico como os do género Candida e Cryptococcus.
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A presente tese foi desenvolvida com o intuito de oferecer ferramentas que
facilitem e tornem a rotina micolégica mais precisa tanto do ponto de vista de
identificagdo como de ensaios de susceptibilidade. Reconhecidamente, as duas
etapas mais importantes da micologia sdo: a identificacdo do agente causador
da micose e o teste de susceptibilidade antifungica. Contudo, apesar das
diretrizes sugerirem o preparo do indculo a partir de técnicas classicas como o
padrao de turbidez, transmitancia e absorbancia do espectrofotometro a grande
variabilidade de tamanho e formas das leveduras podem levar a densidades
celulares dispares. Essa elevada variabilidade de células introduz no teste de
susceptibilidade relativa incerteza quanto a sua precisao e exatiddo na obtencao
da sensibilidade fungica.

De maneira geral os protocolos utilizados para a execucdo da microdiluicao
em caldo (CLSI, 2008; EUCAST 2017) tem como padrdes de preparo de indculo
a turbidez de McFarland. A escala nefelométrica de McFarland possui padrdes
de 0,5 até 10 onde sdo os valores mais frequentes de turvacao utilizados em
laboratorios de microbiologia. Esses padrfes apresentam provaveis dispersées
aproximadas de bactérias que vdo de 1,5 x108 até 3x10°, contudo o tamanho
médio (cerca de 1 micra) de bactérias € significantemente menor que leveduras
(~5 micras), o que diferente em padrdo de turbidez e numero de células
dispersas (WEINER et al., 2001; SMITH & CHU, 2012; PFALLER et al., 1988).
Apesar da simplicidade da visualizac&o frente a um padrdo de turbidez, o método
de Wickerman apresenta uma analise subjetiva no preparo de inéculos, pois
pequenas alteracdes de turbidez apresentam grandes variacdes de densidades
celulares (WICKERHAM & BURTON 1948; PFALLER et al., 1988). Logo, a fim
de evitar uma analise subjetiva e de baixa precisdo, os protocolos sugerem o
emprego de turbidimetro ou espectrofotdmetro como forma de automatizar e
trazer para o campo analitico o preparo de inéculo (EUCAST, 2017; LAGUNAS
& MORENO, 2011). No entanto, com a diferenca de tamanho entre o0s
microrganismos testados um mesmo padréao de turbidez ou transmitancia pode
ser responsavel por uma contagem bastante distinta (WEINER et al., 2001;
STUDENT, 1907). Devido a essas dificuldades, propomos em nosso trabalho a
realizagdo de uma calibracdo utilizando de camara de Neubauer e leituras

espectrofotométricas a fim de conhecer a real distribuicdo de células nas
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suspensdes analisadas. Porém, devido a pequena faixa de linearidade
propomos o incremento da faixa através de modelos de linearizacao para ganhos
de maiores dispersdes celulares. Comparativamente, o comprimento de onda
em 530 nm se saiu com melhor ajuste e sensibilidade, enquanto a linearizacéo
realizada pelo algoritmo Morgan-Mercer-Flodin (MMF) permitiu melhor ajuste da
linearizacdo. Dessa maneira nossa proposta se mostrou mais precisa obtendo
5+0.5 x10%, enquanto o padrdo de turbidez, absorbancia e transmitancia (1-5
x10%). Assim nossa alternativa permite reduzir a incerteza associada da

concentracdo de células na etapa de preparacédo de indculos (Capitulo I).

Um dos fatores mais impactantes para o desenvolvimento microbiano € o
pH. O potencial hidrogenidonico é capaz de causar mudancas de transicdes
fenotipicas, morfolégicas, modificar o metabolismo e prover adaptacdes
importantes nas leveduras (PENA et al., 2015; ORIJ et al., 2009). Além disso, 0
pH é um parametro de qualidade importante para a fabricacdo, manutencéo e
estudos de crescimento e inibicdo na micologia (LIGUORI et al.,, 2010). No
entanto, determinar o pH em ambientes que requerem a manutencdo da
esterilidade e possuem volumes diminutos € um desafio. Assim, o presente
trabalho resolveu utilizar imagens digitais para prever o pH no meio de cultura
liquido utilizado no laboratério (RPMI 1640) para a microdiluicdo através de uma
calibracdo multivariada. Constatou-se que as imagens digitais obtidas por meio
de um smartphone foi uma estratégia valida para medir o pH em placas de 24 e
96 pocos. Ambos os modelos PLS mostraram se interessantes, contudo o
modelo feito a partir da placa de 24 pocos se mostrou mais preciso,
possivelmente devido ao maior contetdo liquido e assim maior caminho optico.
Ambos os modelos propostos foram capazes de predizer pHs na faixa de 5,5 a
9,5 apesar das suas particularidades de calibragdo. Assim, pudemos constatar
que foi possivel estimar o pH no RPMI 1640 através de imagens digitais.
Consequentemente, uma ferramenta facil, rapida, sem aliquotagem e sem a
guebra de esterilidade permite a obtencéo do pH em pocos de placas de 24 e 96
pocos. Dessa maneira, acreditamos que esse trabalho venha a contribuir com o
conhecimento do pH e o estudo do comportamento das diferentes espécies no
meio de cultura RPMI 1640 (Capitulo II).
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A grande maioria dos trabalhos que avaliam as influéncias dos fatores no
crescimento e na susceptibilidade geralmente o fazem pela metodologia OFAT
(ESPINEL-INGROFF et al., 1992; DE VASCONCELLOS et al., 2014; CUENCA-
ESTRELLA et al.,, 2001; COOK et al.,, 1990). Raros trabalhos utilizam uma
abordagem multivariada para avaliar como os fatores em seus diferentes niveis
impactam no crescimento ou na susceptibilidade de leveduras importantes
clinicamente (RAMBALI et al., 2001). Além disso, com as discordancias das duas
principais diretrizes utilizadas no mundo (CLSI, 2008; EUCAST, 2017), muitas
duvidas pairam acerca de alguns parametros sugeridos em cada diretriz como a
concentragdo de glicose e indculo inicial. Sendo assim, aventamos a hipotese de
trazer esses parametros avaliados de maneira multivariada a fim de descobrir o
seu impacto no crescimento e nas concentracdes inibitérias. Para isso,
utilizamos um planejamento experimental fatorial completo 24 onde manipulamos
as variaveis temperatura, glicose, indculo e pH. Os resultados mostram que
pequenas modificacdes nos parametros estudados (pH, temperatura, in6culo e
glicose) podem modular o desenvolvimento e as concentracdes inibitérias. A
microdiluicio em caldo usando uma técnica robusta para determinar as
concentragdes inibitérias, como foi o caso do ICso, provou ser uma ferramenta
essencial. Portanto, ndo existe uma diretriz definitiva para os testes de
susceptibilidade antifingica, nem condi¢cdes para todas as leveduras, mas
regides com crescimento otimizado que permitem a obtencédo de inibicdes
adequadas. Esses achados suportam a hipétese de que os fatores devem sofrer
maior controle para garantir o pH, a temperatura, a concentracéo de glicose e o
preparo do indculo, pois 0s mesmos tém impacto diferente nas concentracées
inibitorias. Dessa forma, cada isolado de levedura efetivamente tem seus
requisitos ideais para testes de suscetibilidade, no sentido de que alguns
isolados de fungos séo mais sensiveis do que outros a mudangas nas variaveis

do protocolo de crescimento e susceptibilidade (Capitulo IlI).

A identificacdo micologica € fundamental para o manejo clinico. So6 a partir
do conhecimento da provavel espécie nos casos do género Candida ha
seguranca para uma indicacdo clinica de terapia antimicrobiana (NEJI et
al.,2017). Isso se deve principalmente ao fato de que algumas espécies possuem

reduzida susceptibilidade a classes antifungicas, como € o caso da C. krusei e
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C. glabrata no caso dos azdlicos (DANBY et al., 2012; AVNI et al., 2010). Outro
ponto, € que dados epidemiolégicos apontam para um aumento substancial de
isolamentos de Candida non-albicans ao longo dos ultimos anos. Esses achados
corroboram as menores susceptibilidades encontradas na clinica e a
necessidade cada vez atual de identificar para a sugestéo da terapia mais eficaz
(AUBERTINE et al., 2006; ARASTEHFAR et al., 2019). Dada a dificuldade da
identificacdo pelas vias classicas (bioquimica e fenotipica) tanto pela obtencéo
de resultados equiparaveis, quanto pelo tempo investido para a aquisicdo do
resultado. Assim, buscar alternativas para a identificacdo de leveduras de
interesse clinico e que possuem perfis de resisténcia heterogéneo faz-se
necessario. Logo, em nosso trabalho buscou utilizar imagens digitais adquiridas
através de um scanner de mesa para classificar diferentes espécies de Candida
oriundas de um meio cromogénico. Confirmamos que é possivel obter métricas
mais adequadas e precisas de classificacdo através de imagens digitais
transformadas em um histograma de cores RGBHSIGray (vermelho, verde, azul,
matiz, saturacdo, intensidade e cinza) e classificacdo multivariada. Diferentes
arranjos de matrizes de cor foram avaliados, bem como oito algoritmos
forneceram uma gama de modelos de classificacdo quanto a suas precisdes,
especificidades e sensibilidades em encontrar a classe correspondente. Nos
quais, a abordagem com um alvo para os algoritmos testados se mostrou
superior, assim o PLS-DA obteve as melhores métricas de classificacao,
enquanto a matriz com desempenho superior foi HSI. Portanto, a classificacéo
através do emprego de meio cromogénico e imagens obtidas de um scanner
pode ser uma alternativa para identificar espécies mais prevalentes de Candida

spp.de maneira rapida, facil e aplicavel na rotina micoldgica (Capitulo 1V).

A identificacdo de leveduras invasivas, principalmente em doencas
pulmonares como as do Cryptococcus € um desafio clinico. O Cryptococcus é
uma levedura haploide encapsulada responsavel pela criptococose e que ocorre
em pacientes imunodeprimidos majoritariamente (RAMACHANDRAN et al.,
2018). Devido a sua alta mortalidade associada, sua identificacéo inequivoca e
escolha do tratamento séo essenciais para um desfecho clinico positivo (VIDAL
& BOULWARE, 2015). O conceito de uma infeccdo um agente etiologico é

assumido como valido na maioria das infec¢cdes fungicas. Contudo, alguns
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estudos mostram que um mesmo paciente pode exibir-se colonizado por mais
uma espécie de interesse clinico, 0 que aumenta a dificuldade na identificacéo.
Logo, coinfec¢gdes com leveduras correlacionadas podem acontecer, assim
como o isolamento de leveduras presente na microbiota do paciente como é o
caso do género Candida. Assim, o presente trabalho resolveu utilizar espectros
de infravermelho para diferenciar e classificar espécies de Cryptococcus na
presenca de diferentes espécies de Candida. Embora existam ferramentas que
permitem essa diferenciacdo de maneira inequivoca como é o caso da biologia
molecular (RAMACHANDRAN et al., 2018), sdo metodologias que tem um valor
agregado alto e demandam conhecimento técnico aplicado para suas analises.
Além disso, a aquisicdo de insumos para a biologia molecular inviabiliza a
identificacdo na grande maioria dos laboratérios micologicos. Assim, alternativas
como a identificacdo através do MALDI-ToF-MS viabilizam o emprego na
microbiologia, contudo ainda s&o tecnologias caras para que o0s laboratorios
possam acessar mais recorrentemente. Sendo assim, técnicas com menor valor
agregado e que permitam a identificacéo de leveduras de importancia clinica sdo
uma oportunidade para a rotina. Uma técnica que possui o poder de interagir
com a amostra e obter dados representativos delas é a espectroscopia na regido
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de FTIR sao
distribuicbes das biomoléculas que estdo contidas na parede e membrana
celular das leveduras e seu citosol, devido a penetrabilidade do feixe
eletromagnético. Dessa maneira, 0s espectros mostram as bandas de absorcéo
que representam essa mistura complexa que sdo 0s microrganismos. Acessorios
como o ATR concedem ao analista que o preparo de amostra nao seja realizado,
visto a ndo necessidade de montagem de uma pastilha de KBr para a aquisicéo
do sinal. Devido a complexidade de cada espectro, e as pequenas diferencas
gue podem ocorrer em cada espécie envolvida a analise multivariada se faz
necessaria para reconhecer padrdes e extrair conhecimento dos espectros de
infravermelho. Os resultados das andlises exploratorias concederam informagéo
sobre as diferentes organizacdes e biomoléculas presentes nos microrganismos.
Essas diferencas foram capazes de serem exploradas para a criagdo de modelos
multivariados de classificagdo dos microrganismos envolvidos. No artigo em
questao, utilizamos duas abordagens com duas classes (Cryptococcus spp. e

Candida spp.) e com trés classes (Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii
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e Candida spp.). Ambas as abordagens realizadas mostraram G6timas métricas
de classificacdo possibilitando a identificacdo inequivoca das espécies
envolvidas. Portanto a aplicagcdo do FTIR-ATR para a diferenciagdo e
classificacdo de leveduras de importancia clinica € uma ferramenta pratica,
rapida, eficiente e ndo-destrutiva. Acreditamos que a analise por FTIR-ATR
concede informagfes importantissimas acerca do microrganismo e auxilia o

analista no processo de identificacdo fungica. (Capitulo V)

Portanto, o presente trabalho abordou temas extremamente importantes
para a micologia e evidenciou a grande variabilidade da padronizag&o do indculo
pode influenciar na realizacdo do teste de microdiluicio em caldo,
principalmente, pela diferenca na concentracao de blastoconideos na suspensao
de células em experimentos de informacao clinica (Capitulo 1); o pH é um
pardmetro essencial para o crescimento, desenvolvimento e morfogénese
fungica, sendo que a sua medida possibilita o controle da qualidade em meios
de cultura liquido, contudo, obter o pH de microvolumes e sem a quebra da
esterilidade (Capitulo Il); o estudo de fatores que impactam tanto no crescimento
e inibicdo sdo importantes para que correcdes nas diretrizes utilizadas para os
testes de antifungigrama sejam realizados com confianca e fidedignidade, assim
demonstramos que através da aplicacdo de delineamento experimental €&
possivel obter essas informacfes e que pequenas modificacdes alteram a
susceptibilidade de cepas controle (Capitulo 111); a identificacdo de espécies mais
prevalentes do género Candida permite ao analista a melhor escolha de
antifingicos para testes de sensibilidade que levem a tratamentos mais eficazes,
no entanto, obter a identificacdo de maneira rapida, facil € um desafio nos
laboratérios micolégicos (Capitulo 1V); e para finalizar, a identificacdo de
leveduras correlacionadas ou de coinfeccfes pode ser uma etapa critica, assim,
através de espectros de infravermelho foi possivel classificar diferentes espécies

de Cryptococcus spp. (Capitulo V).
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¢ A linearizacéo efetuada se mostrou vantajosa por permitir um incremento
de intervalo de predicdo para in6culos entre 10% e 10° células por mL
concedendo ao modelo proposto maior precisdo ao estimarmos a
absorbancia de determinada amostra no espectrofotometro;

¢ A avaliagao do pH em volumes de 100 pL se mostrou reprodutivel e uma
alternativa para o0 conhecimento desse atributo fisico-quimico tao
importante na micologia;

¢ A realizacdo da medida de pH através de imagens digitais pode ser
empregada também para o controle da qualidade de meios de cultura ja
preparados, assim possibilitando valorar o seu pH sem a quebra de
esterilidade;

e A avaliacdo das interacdes importantes para 0 crescimento altera
significativamente a inibicdo de Candida spp., assim, pequenas alteracdes
no meio de cultura podem levar a erros importantes na susceptibilidade de
leveduras de importancia clinica

¢ Aidentificacdo de leveduras de Candida através de um scanner de mesa
se mostrou uma alternativa rapida, facil e que é facilmente aplicavel na
rotina micoldgica trazendo métricas interessantes de classificacao;

e Diferenciar a espécie de Candida envolvida é algo importante para
estudos epidemiolégicos como para a realizacdo do teste de
susceptibilidade, portanto o simples conhecimento entre C. albicans e C.
non-albicans concede ao analista a melhor escolhe para o teste de
sensibilidade

¢ Diferenciar e classificar leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus
se mostrou possivel e com 6timas métricas de classificacdo através da
espectroscopia de infravermelho associado as ferramentas quimiométricas;
¢ Classificar as duas espécies de Cryptococcus mais prevalentes na clinica
foi possivel mesmo com 12 espécies de Candida no mesmo conjunto de

dados.
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e Analisar os dados obtidos dos espectros de FTIR para demais
microrganismos da micoteca de leveduriformes (Candida spp.)
diferenciando e classificando em espécies através da relevancia clinica
apresentada;

¢ Analisar, via modelo multivariado os dados obtidos em diferentes tempos
de crescimento com a finalidade de estudar a complexidade estrutural das
leveduras cultivadas em agar Sabouraud;

e Correlacionar via calibracdo multivariada a concentracdo de antifungicos
obtidos através do teste de susceptibilidade com os espectros obtidos das
leveduras como ferramenta de estudo de mecanismo de acao;

¢ Analisar os espectros obtidos em meios de cultura para protease, com a
finalidade de estudar as diferencas bioquimicas e de organizagdo das
leveduras e sua potencialidade como diferenciadora nos crescimentos.

e Avaliar a potencialidade do FTIR como ferramenta para predizer a
resisténcia a antifingicos permitindo classificar e estimar a concentracao

de contato do microrganismo cultivado baseado em biomarcadores.
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