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RESUMO

A prevaléncia das doencas invasivas causadas por fungos oportunistas tem
aumentado nos ultimos anos. Os fungos do género Candida sdo os principais
agentes etiolégicos, estando associados a taxas de mortalidade de até 70%. O
diagnodstico da candidiase invasiva permanece dificil e demorado gracas a utilizacao
de métodos que exigem o isolamento do fungo em meio de cultura, impedindo o
tratamento adequado no tempo certo. A técnica de LAMP se mostra uma alternativa
promissora para o diagnostico da infeccao, por ser simples, rapida e de baixo custo.
Este trabalho teve como objetivo investigar a viabilidade da utilizacdo dessa
metodologia na identificacdo de diferentes espécies de Candida e Nakaseomyces
glabrata (Candida glabrata), analisando especificidade, sensibilidade e custo-
efetividade. Os isolados de Candida spp. e N. glabrata foram aquecidos a 65°C por
30 minutos com Chelex-100 para o isolamento do DNA e as reacdes de LAMP
utilizaram primers com sequéncias-alvo nas regides ITS2 e SAP1. A especificidade
foi determinada pela inclusdo de outras espécies de Candida e outros géneros de
fungos e a sensibilidade analitica foi estimada através de uma diluicdo em série de
DNA. Foram realizados testes quanto ao desempenho da reacdo direto em matriz
biolégica (sangue em garrafa de hemocultura e em tubo de EDTA). Ainda, foi
realizada a analise de custo-efetividade do LAMP, comparando o uso de Kit
comercial e da técnica in house. Os resultados de especificidade e sensibilidade
analitica foram 100% e 100pg/uL, respectivamente. A sensibilidade diagnostica
variou entre 75% e 100% conforme a espécie e o tempo de reacdo. O LAMP direto
em matriz biolégica atingiu resultados satisfatorios no sangue em EDTA. A andlise
de custo-efetividade demonstrou que o uso do kit comercial € mais vantajoso devido
ao menor tempo de resultado, maior facilidade de execugdo e menor risco de
contaminacao, apesar de a técnica in house apresentar o menor custo. A técnica de
LAMP apresentou resultados promissores de especificidade e sensibilidade e se
mostra um método com potencial para implementagdo em laboratérios pequenos e

COm POUCOS recursos.

Palavras-chave: Micologia. Diagnostico laboratorial. Diagnéstico molecular.

Candidiase.



ABSTRACT

Invasive diseases caused by opportunistic fungi have increased in recent years.
Fungi of the genus Candida are the main etiological agents, being associated with
mortality rates of up to 70%. The diagnosis of invasive candidiasis remains difficult
and time-consuming due to the use of methods that require the isolation of the
fungus in a culture medium, preventing adequate treatment at the right time. The
LAMP technique is a promising alternative for diagnosing the infection, as it is
simple, fast and inexpensive. This work intended to analyze the feasibility of using
this methodology to identify different species of Candida and Nakaseomyces
glabrata (Candida glabrata), analyzing specificity, sensitivity and cost-effectiveness.
Candida spp. samples were boiled with Chelex-100 for 30 minutes at 65°C for the
DNA isolation and LAMP reactions used primers with target sequences in the ITS2
and SAP1 regions. Specificity was determined by including other Candida species
and other fungal genera and analytical sensitivity was obtained by serial dilution of
DNA. The performance of the direct reaction in a biological matrix (blood in a blood
culture bottle and an EDTA tube) was also evaluated. Furthermore, a cost-
effectiveness analysis was carried out, comparing the use of a commercial kit and
the in-house technique. Specificity and analytical sensitivity results were 100% and
100pg/uL, respectively. The diagnostic sensitivity varied between 75% and 100%
depending on the species and reaction time. Direct LAMP in biological matrix
achieved satisfactory results in blood in EDTA. The cost-effectiveness analysis
showed that the use of the commercial kit is more advantageous due to the shorter
result time and easier execution, despite the fact that the in-house technique has the
lowest cost. The LAMP technique showed promising specificity and sensitivity results
and appears to be a method with potential for implementation in small laboratories

with limited resources.

Palavras-chave: Mycology. Laboratory diagnosis. Molecular diagnosis. Candidiasis.
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1 INTRODUCAO

O reino Fungi constitui um grupo de microrganismos eucariotos e
heterotréficos, uni ou pluricelulares. A célula fungica é formada por parede celular,
membrana plasmatica, citoplasma e ndcleo, e, em certos géneros, capsula
mucopolissacaridea. A parede celular, composta por glicoproteinas, define a rigidez
celular; enquanto que a membrana plasméatica, constituida de fosfolipideos,
proteinas e ergosterol, permite as trocas de substancias entre o citoplasma e o meio
externo. No citoplasma, portanto, ocorrem as reacfes do metabolismo fangico,
definidas pelo material genético detido no nucleo celular. JA a cépsula, confere
importante fator de viruléncia a certos géneros fingicos.*

Classicamente, os fungos se dividem em filamentosos, leveduras e fungos
dimérficos. O grupo dos filamentosos caracteriza-se por microrganismos
pluricelulares cujas células, as hifas, constituem um micélio e se reproduzem
através de estruturas de frutificacdo (Figura 1). J& as leveduras sédo unicelulares,
caracterizadas por estruturas denominadas blastoconidios e pseudo-hifas, podendo
ocorrer a presenca de hifas verdadeiras em alguns géneros (Figura 1). Por fim, os
fungos dimorficos sdo aqueles cuja aparéncia - filamentosa ou leveduriforme -

depende da temperatura a qual ele esta exposto.’

Figura 1 — Estruturas microscopicas basicas dos fungos.

Hifas Estrutura de frutificagdo Blastoconidios Pseudo-hifa

Fonte: Autora (2023).

As infec¢gOes causadas por fungos representam uma importante parcela das
doencas infectocontagiosas, principalmente em pacientes imunocomprometidos e
hospitalizados. Durante o curso da pandemia de COVID-19 iniciada em dezembro
de 2019, notou-se um aumento nessa incidéncia, uma vez que 0S pacientes graves

permanecem internados por longos periodos, agravados por comorbidades (como
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diabetes e hipertenséao) e fazendo uso de diversos medicamentos, principalmente
corticosterdides.?

O género Candida se destaca como principal agente etiolégico das infeccbes
invasivas causadas por fungos oportunistas. Em outubro de 2022, a Organizacéo
Mundial da Satde® (OMS) divulgou uma lista de agentes fingicos a serem
considerados prioridade em saude publica mundial. Tal material classifica duas
espécies de Candida - a C. albicans e a C. auris - como “prioridade critica”, ou seja,
o nivel mais elevado de importancia médica.

Apesar de ser colonizadora dos tratos respiratorio, digestivo e genitourinario,
as espécies de Candida apresentam mecanismos de viruléncia que permitem a sua
disseminacdo patolégica de acordo com o estado imunolégico do individuo.
Caracteristicas como a producdo de enzimas hidroliticas, adesinas, proteases e
fosfolipases, além da capacidade de formacao hifas e de biofilme, auxiliam a célula
fungica na invasdo e disseminacdo pelos tecidos do hospedeiro. Em individuos
imunocompetentes, as infeccbes por Candida spp. costumam ser localizadas e
autolimitadas, como a candidiase oral e a candidiase vulvovaginal. J& em pacientes
imunologicamente debilitados, a capacidade de invasdo tecidual da levedura é
favorecida, aumentando os riscos do desenvolvimento da forma mais agressiva da
infeccéo, a candidiase invasiva (Cl).*

A Figura 2 ilustra a invaséao tecidual pelas leveduras do género Candida e a

sua disseminacédo sanguinea.

Figura 2 — Invaséo tecidual e disseminacao sanguinea de leveduras do género Candida.

Candida

Candida - hifa

Vaso sanguineo ®

IN

Candida - blastoconidio

Fonte: Autora (2023).
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A CI apresenta uma incidéncia de até 2,49/1000 internacbes e acomete
majoritariamente pacientes internados em unidades de tratamento intensivo (UTIs),
apresentando mortalidade de até 70%.> ® Além das longas internagcdes em UTls,
alguns outros fatores predispdem o individuo ao desenvolvimento da Cl, como:
idade inferior a um ano e superior a 65 anos, doencas hematologicas e oncoldgicas,
uso de corticosteroides, antibiéticos e antifiingicos, e uso de cateter venoso central.’

A CI é classicamente dividida em candidiase profunda (invasdo da levedura
em sitios estéreis) e candidemia (infeccdo disseminada na corrente sanguinea),
sendo esta segunda a sua principal apresentacdo.® O espectro de sintomas clinicos
da CI é bastante amplo e ndo-especifico, sendo normalmente semelhante a outras
infeccdes. Além disso, o diagndstico laboratorial costuma ser deficiente - seja pelas
limitacGes inerentes aos métodos utilizados, seja pela impossibilidade de aplicacéo
de metodologias mais sofisticadas. De acordo com o0 consenso internacional de
diagnostico de doencas fangicas invasivas, uma provavel Cl é aquela em que o
paciente apresenta manifestacbes clinicas e histérico médico compativeis a
infeccao e resultado positivo em testes sorolégicos; ja a Cl comprovada é aquela em
gue se tem, ainda, a confirmacdo da presenca da levedura por métodos padrao-
ouro (histopatoldgico, isolamento em cultivo e/ou métodos moleculares).® ®

Em todo o mundo, a espécie mais comumente associada a Cl é a C.
albicans. Nas ultimas décadas, entretanto, o padrdo de prevaléncia das espécies
tem se modificado, e as infeccbes causadas por C. ndo-albicans, como C.
parapsilosis e Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata, tém se tornado cada vez
mais frequentes. A prevaléncia dessas diferentes espécies varia conforme a regido,
0 que esta relacionado a fatores como o0 uso de antifingicos ou a ocorréncia de
surtos.”®

Na Ameérica do Sul, a espécie nédo-albicans mais prevalente é a C.
parapsilosis, enquanto que nos Estados Unidos e em parte da Europa, a N. glabrata
(C. glabrata) é mais frequentemente isolada depois da C. albicans.” ° J& no Brasil,
embora C. albicans seja a mais prevalente em todo o territério, a segunda posicao
varia de norte a sul do pais: C. parapsilosis parece ser a mais frequente no sul, e N.
glabrata (C. glabrata) e C. tropicalis no norte e nordeste, respectivamente.” A
grande relevancia dessa mudanca epidemioldgica incide no tratamento e no

prognaostico dos pacientes, uma vez que as especies ndo-albicans de Candida e a
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N. glabrata (C. glabrata) sdo conhecidamente menos suscetiveis - e até resistentes -
aos principais antifngicos utilizados na rotina médica.®

Ao longo da pandemia de Covid-19, a CI foi a segunda infec¢cdo oportunista
fungica mais comum em pacientes acometidos pelo virus Sars-Cov-2. Segundo

estudo publicado por Basile et al.*®

(2022), houve um aumento na incidéncia de
candidemia de 2 a 10 vezes nos pacientes com a Covid-19 em comparacdo com
aqueles sem a infeccdo viral. A incidéncia dessa candidiase associada a Covid-19
variou entre 0,7% e 23,5%, e a candidemia apareceu como principal forma de
apresentacdo. No mundo, a espécie mais frequentemente isolada foi C. albicans,
contudo, diferente do que se via até entdo, neste caso, a segunda espécie mais
prevalente foi a C. auris - espécie multirresistente de notificagdo compulséria no

Brasil.

1.1 DIAGNOSTICO CONVENCIONAL

Os métodos tradicionais de diagnéstico da Cl envolvem o isolamento do
fungo em meio 4gar sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol (SCL), seguido
de provas bioquimicas ou crescimento em meio cromogénico Candida (para
identificacdo da espécie), além de exame direto em amostras de bidpsia
(histopatologia) e alguns testes sorolégicos. Quando isolado em SCL, o género
Candida, no geral, se apresenta na forma de colonias brancas, cremosas e lisas
(Figura 3); j& a microscopia dessas colbnias é marcada pela presenca majoritaria de

blastoconidios.> 1!

Figura 3 — Macroscopia de Candida spp.
7 ' = N

Fonte: Autora (2023).
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Embora considerado um método padréo-ouro, o cultivo apresenta limitacdes,
como a baixa sensibilidade para amostras de sangue (principal amostra utilizada no
diagndstico da Cl) e a demora na obtencao do resultado. A hemocultura (cultivo de
amostras de sangue) ndo consegue constatar a presenca da levedura em até 70%
dos casos de CI porque a técnica detecta apenas estruturas fangicas ativas, as
guais, muitas vezes, se encontram no sangue periférico por apenas um curto
periodo da infeccdo.® *? Ainda, o tempo médio de identificacdo da levedura varia
entre 3 e 7 dias, levando a um atraso na terapéutica adequada e a um pior
prognéstico.®

As amostras de hemocultura sao inicialmente incubadas por um periodo entre
24 horas e 72 horas para que se aguarde o crescimento fungico; em caso positivo,
uma aliquota é cultivada em novo meio de cultura por até 48 horas para isolamento
do fungo, e, por fim, procedem-se as provas fenotipicas para identificacdo a nivel de
espécie - que podem levar até 48 horas. No caso das leveduras, testes de
assimilacdo de carbono e nitrogénio e de fermentacdo de agUcares sdo bastante
utilizados. O teste do tubo germinativo auxilia no diagnéstico diferencial de C.
albicans e C. dubilniensis, enquanto o cultivo em meio cromogénico permite
diferenciar C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e N. glabrata (C. glabrata).® **

O exame histopatologico também é de grande valia e muito utilizado no
diagnéstico da Cl. O método consiste na investigacdo das estruturas fungicas em
amostras de tecido (bidpsias), através de diferentes coloracfes que permitem a sua
visualizacdo ao microscopio. Contudo, essa técnica ndo permite a identificacdo a
nivel de espécie - 0 que é de grande importancia para a adequacao do tratamento -
e apresenta uma sensibilidade muito baixa dependendo do corante utilizado.®

Por fim, existem as metodologias soroldgicas que, embora ndo possam ser
aplicadas para a definicdo diagndstica, podem auxiliar na identificacdo de uma CI.
Os testes incluem a detecgdo dos antigenos Candida mannan e beta-D-glucano
(BDG) e do anticorpo anti-mannan em amostras de soro ou plasma. O BDG
apresenta sensibilidade de 92% e especificidade 81%, sendo o mais amplamente
utilizado.® A sua grande desvantagem, entretanto, se deve ao fato de que o BDG
compde a célula de outros géneros fungicos, como Aspergillus spp. € Pneumocystis
spp., sendo seu resultado valido apenas como indicativo de uma infeccao fungica
invasiva. Além disso, a identificacdo sorologica € restrita ao género, ndo sendo

possivel a distingéo a nivel de espécie.® 13
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1.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

A fim de superar as limitacdes das metodologias tradicionais de diagndstico,
tem se investido cada vez mais em técnicas de biologia molecular para a
identificacdo dos fungos. Os testes moleculares incluem a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variagbes, como PCR em tempo real, multiplex PCR e
nested PCR, e as mais recentes técnicas de amplificacdo isotérmica do DNA. A
PCR é aplicada em diversas areas e consiste na amplificacdo do material genético
através de ciclos ndo-isotérmicos com o uso de um termociclador. As metodologias
derivadas da PCR apresentam elevada sensibilidade e especificidade e menor
tempo de resultado (cerca de 2 a 4 horas), permitindo um diagndéstico preciso e
rapido para as micoses invasivas.> ** *°

No caso da ClI, apesar da baixa quantidade de estruturas fungicas ativas no
sangue periférico, o material genético do microrganismo permanece detectavel
neste ao longo da infeccdo, permitindo que esta seja uma excelente forma de
deteccdo. Além disso, essa caracteristica permite, também, a identificacdo precoce
de casos de Cl em pacientes de alto risco.®*? Avni et al.*® (2011) revelaram, em um
estudo de revisdo sistematica e metanalise, que a PCR apresenta sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de Cl de, em média, 95% e 92%, respectivamente -
desempenho superior ao da hemocultura.

Apesar disso, a necessidade de equipamentos sofisticados e o alto custo
desses métodos dificultam a sua aplicabilidade em muitos laboratérios. Ainda, a
DNA polimerase utilizada na reacdo € bastante sensivel a interferentes que possam
estar presentes na amostra analisada, por isso, as técnicas de PCR exigem um

protocolo - que pode ser extenso e trabalhoso - de extracdo prévia do DNA.% 14
1.2.1 Amplificag&o isotérmica mediada por loop

No ano 2000, Notomi et al.'” (2000) descreveram pela primeira vez uma
técnica de amplificacdo isotérmica do DNA mediada por loop (LAMP), que se
destaca por apresentar sensibilidade, especificidade e acuracia bastante elevadas e
por ser metodologicamente menos exigente que as técnicas de PCR. Desde entéo,

a aplicacdo da LAMP vem sendo estudada em diversas frentes, inclusive na
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microbiologia para a deteccdo de virus, bactérias e fungos em isolados e em
amostras clinicas, e até para a identificacdo de genes de resisténcia.** 182

O método baseia-se em uma reacgdo isotérmica de amplificacdo do DNA
mediada por loop, utilizando um conjunto de quatro primers, dois primers internos
(FIP e BIP) e dois primers externos (F3 e B3) - podendo ser adicionados mais dois
primers de loop (LF e LB), que melhoram o desempenho da reacédo. Diferente da
PCR, a reacdo de LAMP acontece em uma unica temperatura (em torno de 65 °C),
sem o uso de termociclador, gerando inUmeras cépias do material genético em
cerca de 60 minutos.*’

A Figura 4 ilustra a reacdo de LAMP a partir de uma sequéncia-alvo de DNA.
A reacao inicia com o anelamento do primer interno e a extensédo deste pela DNA
polimerase isotérmica, a0 mesmo tempo que ocorre o desacoplamento da dupla-fita
de DNA. Em seguida, acontece o anelamento do primer externo e, enquanto a DNA
polimerase isotérmica estende este primer, forma-se o produto de LAMP que se
auto-hibridiza em loop - gracas a presenca de uma sequéncia reversamente
complementar no primer interno -, dando origem a uma estrutura “em halter”. Esta é
a estrutura-chave para a reacao exponencial de LAMP, pois apresenta sequéncias
gue permitem o anelamento dos primers internos e dos primers de loop, e garantem
as duas principais caracteristicas de LAMP: formacdo de produtos de diferentes
tamanhos e grande quantidade de DNA em curto tempo de reacao (cerca de 60

minutos).!” %2

Figura 4 — Reacéo de LAMP.

K " FIE——= F2c ==Fre T 5
5 'F2 e
&\
Primer externo (F3) g Primer interno (FIP)
5' LEE A 51c B 52c IR B3C K
3 TR i 5
/7 QN
Primer interno (BIP) 5 Primer externo (B3)
3 ST -8 “B1c '}
3 }
FIP - 19
‘v J 3 SE -
D 7 K
5 A N\
3 Primer de loop (LB) — @ \89RE — Primer de loop (LF) 3
FIP- 24 o el B 9-BP
= A .3 S CIEg. 4 A &6 5 3 48 F
-'%} Estrutura de “hatter” Estrutura de “halter” b6
o \ b

\ /
Reac3o exponencial de LAMP

Fonte: Adaptado de New England Biolabs®?*
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Como sao formados produtos diversos ao longo da reacdo de LAMP,
percebe-se a formacao de um rastro no gel de agarose - diferente da visualizagcao

das bandas classicas da PCR (Figura 5).

Figura 5 — Produto de reacdo de LAMP em gel de agarose 1,5%.
M + -

Fonte: ROSTAMI et al.** (2018)

Além da rapidez e do baixo custo pela dispensa de equipamentos
sofisticados, a técnica de LAMP nao exige isolamento prévio do DNA da amostra e
a leitura do resultado pode ser feita pela simples inspe¢do visual, sem a
necessidade de eletroforese posterior.??> Atualmente, existem kits comerciais
disponiveis no mercado cujo método de deteccdo se baseia em uma reacdo
colorimétrica, ou seja, quando ocorre a amplificacdo do material genético, o pH do
meio é modificado e, por consequéncia, a sua cor. Além disso, existem outras
formas simples de identificacdo dos produtos de LAMP, como avaliacdo da turbidez
ou de fluorescéncia. No primeiro caso, ja que durante a reacdo de amplificacédo
acontece a formacéo de um sal insoltvel, o pirofosfato de magnésio, é possivel que
se detecte a sua precipitacdo atraves de inspecdo visual a olho nu ou de um
turbidimetro. Ja no segundo, adiciona-se um agente fluorescente que se liga ao
produto amplificado, permitindo a visualizacdo de fluorescéncia através da luz

ultravioleta.?? A Figura 6 ilustra as trés formas de deteccdo de LAMP.
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Figura 6 — Visualizacdo dos produtos de LAMP. (A) Colorimetria. (B) Turbidez. (C) Fluorescéncia
através da adicdo de SYBR Green.

a =
b -
e_—ay = -

Fonte: Adaptado de New England Biolabs®?® e Eiken GENOME SITE®

Na micologia médica, jA4 em 2004, Endo et al.?’ (2004) testaram a
metodologia de LAMP para a deteccdo de Paracoccidioides brasiliensis, obtendo
resultados de sensibilidade e especificidade de 100%, valores semelhantes a PCR

1.2 (2019) avaliaram o desempenho da técnica na

convencional. Fallahi et a
identificagdo de C. albicans, revelando 100% de concordéncia dessa com 0S
métodos tradicionais de meio cromogénico Candida e teste do tubo germinativo.
Ainda, outros estudos demonstram a eficacia da técnica de LAMP na deteccao de
leveduras de importancia médica, tais como C. albicans, N. glabrata (C. glabrata), C.
tropicalis, complexo C. parapsilosis, C. auris e Saccharomyces cerevisiae. ! 181929
Desde 2020, a técnica ganhou visibilidade devido a sua aplicacdo no
diagndstico da Covid-19. De fato, muitos laboratérios clinicos no Brasil e no mundo
reconheceram as suas vantagens e passaram a utilizar a metodologia na sua rotina,

inclusive ampliando a sua aplica¢do para outros microrganismos.
1.3 MALDI-TOF MS

Outra técnica que vem sendo aplicada para identificar microrganismos
baseia-se na espectrofotometria de massa, 0 Matrix Associated Laser
Desorption/lonization Time of Flight (MALDI-TOF MS). O método consiste na
irradiacdo de laser sobre a amostra, vaporizacdo e ionizacdo de moléculas e
identificacdo do conteudo através de um gréafico gerado a partir do tempo de
chegada dessas moléculas em um detector (time of flight). As principais vantagens
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do MALDI-TOF MS sao a possibilidade de utilizacéo direta de amostras bioldgicas, a
rapidez de resultado e a sensibilidade e especificidade elevadas.® *°

Utilizado pela primeira vez na microbiologia na década de 1990, o MALDI-
TOF MS comecou a ser usado na identificacdo de fungos no inicio dos anos 2000.
Diversos estudos apontam para a superioridade da técnica na identificacdo de
leveduras, permitindo melhor diferenciacdo de espécies. Por exemplo, em
comparacdo aos métodos convencionais, o MALDI-TOF MS permite diferenciar as
espécies do complexo C. parapsilosis, além de diferenciar C. albicans e C.
dubliniensis.® *

Apesar das vantagens, o MALDI-TOF MS utiliza um equipamento de custo
bastante elevado o que torna sua utilizacao possivel apenas em grandes centros de
referéncia.® Além disso, as atualizacBes de dados acerca de novas moléculas ou
microrganismos também devem ser adquiridas de tempos em tempos, diferente dos
bancos de dados de acesso gratuito utilizados no desenvolvimento de primers nas
técnicas de biologia molecular.

Tendo em vista as possiveis vantagens da utilizacdo da técnica de LAMP
para o diagnostico de Cl e o desconhecimento da técnica em nosso meio, bem
como a possibilidade de utilizacdo em laboratérios clinicos sem a necessidade de
aquisicdo de equipamentos especificos e de alto custo, o presente trabalho teve os

objetivos apresentados a seguir.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade da utilizacdo da metodologia de amplificacédo isotérmica

de DNA mediada por loop (LAMP) para identificacdo de Candida spp. e N. glabrata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer e otimizar as condicbes da utilizacdo da técnica de LAMP no
Laboratorio de Biologia Molecular da UFCSPA;

e Determinar a especificidade da reacdo de LAMP na identificacdo de Candida
spp. e N. glabrata;

e Determinar a sensibilidade da reacdo de LAMP na identificacdo de Candida
spp. e N. glabrata;

e Determinar o limite de deteccdo da reacdo de LAMP na identificacdo de
Candida spp. e N. glabrata;

e Comparar o custo-efetividade das técnicas de LAMP in house e utilizando kit
comercial na identificacdo de Candida spp. e N. glabrata;

e Analisar a viabilidade da aplicacdo da técnica de LAMP diretamente em

matriz biolégica.
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Abstract

Candida genus is the main etiological agent of invasive and serious diseases caused
by opportunistic fungi. Invasive candidiasis has mortality rates of up to 70 % and
laboratory diagnosis remains difficult and time-consuming, which prevents adequate
treatment, especially in high-risk patients. The LAMP technique is a promising
alternative to conventional diagnosis because it is fast, accurate and inexpensive.
The aim of this study was to evaluate the feasibility of the use of the LAMP assay in
the identification of Candida species and Nakaseomyces glabrata. Fungal isolates
were boiled with Chelex-100 to enable DNA release and LAMP reaction was
performed using primers targeting the ITS2 and SAP1 gene regions. The specificity
of the assay was evaluated with the inclusion of other fungal genera and its lower
limit detection was determined with a serial dilution of isolated DNA. The
methodology was also tested in blood inoculated with the fungi in hemoculture
bottles and EDTA tubes. A cost-effectiveness analysis was carried out, comparing
both the commercial kit and the in house protocols. We found 100 % specificity for
every species tested and sensibility values between 75 % and 100 %. Lower limit
detection was 100 pg / pL. The LAMP reaction of samples in EDTA tubes showed
satisfactory results. Cost-effectiveness analysis showed more advantages in using
the commercial kit protocol. The LAMP technique shows as a promising method for
resource-limited laboratories in identifying Candida species due to its great

sensibility and specificity together with low cost.
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Introduction

Candida spp. is the major pathogen involved in opportunistic invasive fungal
infections all over the world, with high mortality rates. In October 2022, the World
Health Organization classified Candida albicans and Candida auris as top priority
fungal agents to public health due to their ability to cause serious illness.* Invasive
candidiasis (IC) has an incidence of up to 2.49 / 1000 hospitalizations and it mainly
affects immunosuppressed patients and those hospitalized in the intensive care unit
(ICU).? 3 Classically, IC can be divided into candidemia (disseminated infection in the
blood) and deep seated candidiasis (with or without candidemia). Clinical features of
the IC are common to other invasive infections, so laboratory diagnosis plays an
essential role to confirm the disease and prognosis of IC patients.®

During the Covid-19 pandemic, IC was the second most common fungal infection
associated with Sars-Cov-2 and had an incidence increase of up to 10-fold in Covid-
19 patients compared to non-Covid-19 patients.* Candida albicans is still the most
frequent species isolated from patients with IC worldwide. However, there has been
an increase of detection of non-albicans species over the past years, including C.
parapsilosis, C. tropicalis, the multidrug resistant C. auris, and Nakaseomyces
glabrata (C. glabrata).> ® The great relevance of this increase of non-albicans
species is their lower susceptibility against common antifungal drugs, leading to a
more difficult treatment and a worse prognosis.>

Traditional diagnosis of IC involves culture isolation of Candida from blood samples,
which is time consuming and has a low sensitivity (around 40 %), because it only
detects active fungal structures.> ’ In order to overcome these disadvantages,

molecular methods derived from the polymerase chain reaction (PCR) have been
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introduced into IC diagnosis in the last decades. These techniques have high
sensitivity (around 91 %) and specificity (up to 99 %) levels.> However, they require
sophisticated equipment and are expensive to perform, so their implementation is
unfeasible in many routine laboratories.> 2 °

In the early 2000s, Notomi et al.'° developed a new isothermal reaction to amplify
DNA, the loop-mediated isothermal amplification (LAMP). The reaction uses at least
four primers, two inner primers (FIP and BIP) and two outer primers (F3 and B3),
and two loop primers (LF and LB) can be added to the reaction, which improve
LAMP’s performance. Reaction occurs at a temperature around 65 °C and can be
performed at a water bath with no need of using a thermocycler.*

Since the LAMP methodology was first described, it has been applied in many
different areas, including detection of viruses, bacteria and fungi.® **' 2 1314 Fallahi
et al. (2019)™ evaluated the performance of the LAMP reaction in identifying C.
albicans, revealing 100 % agreement with traditional methods of Candida
chromogenic medium and germ tube test. Notwithstanding, other studies
demonstrated the effectiveness of this technique in the detection of medically
important yeasts, such as C. albicans, N. glabrata (C. glabrata), C. tropicalis, C.
parapsilosis complex, C. auris and Saccharomyces cerevisiae.? 112 16

The LAMP reaction is a simple, fast and cheap technique which has high levels of
sensitivity and specificity.® '’ Thus, the aim of this study was to evaluate the
feasibility of using the LAMP technique for the identification of Candida spp. and N.
glabrata (C. glabrata), taking in consideration its specificity, sensibility and laboratory

costs.
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Materials and Methods

Candida spp. isolates

Candida spp. and N. glabrata (C. glabrata) isolates were obtained from the Mycology
Laboratory of Federal University of Health Sciences of Porto Alegre and Hospital de
Clinicas of Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. Isolates were previously
identified by matrix associated laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF
MS) or PCR and included 20 isolates of each C. albicans, C. tropicalis and N.
glabrata (C. glabrata), 16 isolates of each C. parapsilosis and C. orthopsilosis, and

two isolates of C. metapsilosis.

DNA isolation

The isolates were grown in Candida chromogenic agar (Condalab, Spain) for 24 - 72
hours and boiled with Chelex-100 Resin (Sigma-aldrich, Missouri, USA) as follows. A
0.5 McFarland suspension of fungi was prepared in saline; one part of this
suspension and one part of Chelex-100 5% (suspended in ultrapure water) were
added to a microtube, vortexed for 30 s - 45 s and boiled at 90 - 95 °C for 30
minutes, with vortexing for 30 s - 45 s in the middle of this period. Afterwards,
samples were centrifuged at 12,000 rpm for 2 minutes and the supernatant was

transferred to a new microtube and used in the LAMP reaction.

LAMP reaction
LAMP primers targeting internal transcribed spacer 2 (ITS2) or secreted aspartyl

proteases 1 (SAP1) gene regions for each species of Candida spp. were retrieved

12, 16, 18

from the literature and are described in Table 1. LAMP reaction was
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performed using the WarmsStart Colorimetric LAMP Mastermix 2X (New England
Biolabs, United Kingdom). Manufacturer’s protocol was adapted to a final volume of
10 pL, as follows: 5 pL of the LAMP mix, 1 pL of a 10-fold primer mix (final
concentration of each primer: 0.2 uM of F3 / B3, 0.4 puM of FIP / BIP and 1.6 uM of
LF / LB), 3 pL of ultrapure water and 1 pL of the sample (isolated DNA). Reactions
were carried out at 65 °C and time of reaction varied between 30 min and 50 min.

Furthermore, LAMP in house reaction was tested using the following protocol to a
final volume of 10 pL: 1 pL of reaction buffer 10x, 0.6 puL of MgSQOg, 1.4 pL of dNTP
(10 uM), 0.4 uL of Bst polymerase (8 U/uL), 0.8 uL of betaine (5 M), 1 pL of a 10-fold
primer mix, 3.8 pL of ultrapure water and 1 pL of the sample (isolated DNA).
Reactions were carried out at 63 °C for 60 minutes and LAMP products were
visualized under the UV light after the addition of 1 uL of SYBRGreen (Invitrogen,

USA) 10-fold diluted.

Specificity of LAMP reaction

To evaluate the specificity of LAMP reaction (commercial kit protocol), isolates of
Cryptococcus neoformans and Rodothorula spp. were submitted to LAMP, and each
primer set was tested on other species of Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis and C. auris) and N. glabrata (C.
glabrata). In addition, each primer set sequence was hybridized in silico with
GenBank data using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) from National
Center for Biotechnology Information (NCBI), to verify possible alignments with other

fungi species.
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Lower limit detection of LAMP reaction

To evaluate the lower limit detection of the reaction, LAMP (commercial kit protocol)
was performed in duplicate to a 10-fold dilution series (from 10 ng / uL to 1 fg / pL) of
extracted DNA of two isolates of C. albicans. DNA was extracted from a 0.5
McFarland suspension of the fungi using the PureLink Genomic DNA Mini Kit

(Invitrogen, California, USA) and following manufacturer's instructions.

LAMP reaction in biological specimens

We also aimed to evaluate the possibility to perform the LAMP reaction in biological
specimens, such as blood culture samples and whole blood collected in EDTA tubes.
So, five parts of human blood and one part of the 0.5 McFarland suspension of the
fungi (four isolates of Candida albicans) were added to the sample bottle (BD Bactec
Plus Aerobic/F Culture Vials, Becton, Dickinson and Company, Maryland, USA).
Three different DNA isolation protocols were tested and LAMP reactions were
performed in duplicate using 1 pL of the 10-fold primer mix and were incubated at 65
°C for 30, 40 and 50 minutes. Protocol 1 consisted of boiling the sample with Chelex-
100 5 % (suspended in ultrapure water) in the same way as applied to the isolates.
In protocol 2, based on Lim et al. (2022)%, we used a lysis buffer before boiling the
sample with Chelex-100 10 % (suspended in 1-fold Tris-EDTA), as follows: 300 pL of
the sample add to 900 pL of Tris-HCL 20 mM, vortex for 10 s and incubation at room
temperature for 10 minutes followed by a centrifugation (10,000 rpm / 5 minutes).
After the centrifugation, we resuspended the pellet with Chelex-100 10 %
(suspended in 1-fold Tris-EDTA) and continued the boiling process: boil the sample
for 30 minutes, vortexing for 15 s every 10 minutes, centrifugate (12,000 rpm / 2

minutes) and transfer supernatant to a new microtube. Finally, in protocol 3, based
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on Singh et al. (2018)*°, we boiled the Chelex-100 5 % (suspended in 1-fold Tris-
EDTA) for 10 minutes before adding the same amount of sample in the microtube,
boiling for 8 minutes, vortexing for 15 s and boiling for 7 minutes. We centrifuged the
sample (12,000 rpm / 1 minute and 30 seconds), transferred the supernatant to a
new microtube, added 200 pL of ammonium acetate 7.5 M and incubated on ice for
5 minutes. Then, we centrifuged the sample (12,000 rpm / 10 minutes), transferred
540 pL of the supernatant to a new microtube, added 60 pL of sodium acetate (3 M)
and 200 pL of cold ethanol, vortexed for 15 s and incubated overnight at - 20 °C.
After that, we centrifuged the sample (11,000 rpm / 10 minutes / 4 °C), discarded
supernatant and washed the pellet (11,000 rpm / 10 minutes / 4 °C) two times with
200 pL of cold ethanol (75 %) and one time with 200 pL of cold isopropanol. After the
last wash, we removed the supernatant, waited 7 - 10 minutes and resuspended the

pellet with 10 pL of 1-fold Tris-EDTA or ultrapure water.

Results

Specificity of the LAMP reaction

The first primer set tested for C. albicans (Kasahara et al., 20148, described in
Table 1) showed amplification for both C. albicans and N. glabrata (C. glabrata). To
be sure that the primer set was not specific for our isolates, we performed a PCR
using F3 and B3 primers, which showed amplification of both species, each one with
a different fragment size. Then, we performed DNA sequencing of these products
which confirmed that the primer set was amplifying both C. albicans and N. glabrata
(C. glabrata) (Figure 1). Therefore, we tested another primer set for C. albicans (Lin

et al., 2021*?, described in Table 1) which showed 100 % specificity in our isolates.
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No other primer set showed any cross-reaction and LAMP’s specificity was 100 %
for all of the Candida species tested and N. glabrata (C. glabrata), as shown in Table
2. Furthermore, BLAST results for each LAMP primers set showed no alignment with

other species than the target ones.

Sensitivity of the LAMP reaction

LAMP sensitivity ranged among species and according to time of reaction, as shown
in Table 3. N. glabrata (C. glabrata) and C. metapsilosis reactions achieved the
highest sensitivity (100 %), while C. tropicalis had the lowest (75 %). Best reaction
time for C. parapsilosis and C. metapsilosis was 30 minutes, while for C. albicans
and C. orthopsilosis was 40 minutes and for C. tropicalis and N. glabrata (C.
glabrata) was 50 minutes. In addition, LAMP could not be performed in a 50 minutes
reaction for C. albicans and C. parapsilosis because the time window between the
color change in positive samples and negative controls is small, and after 50 minutes
the negative controls frequently present color change to yellow. Based on these
results, we considered 40 minutes as the best time of reaction for LAMP commercial

kit protocol.

Lower detection limit of LAMP reaction
LAMP reaction (commercial kit protocol) showed a detection limit of 100 pg / pL

(Figure 2).

LAMP reaction in biological matrix
In order to evaluate the feasibility of performing LAMP directly on biological matrix,

we spiked samples of whole blood and hemoculture bottles with C. albicans isolates.
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LAMP results for samples from EDTA tubes were satisfactory, however for
hemoculture bottle samples the reproducibility was low (Table 4). Considering the
results for EDTA tubes, we propose protocols 2 and 3 as the best ways for DNA
isolation and 50 minutes as the ideal reaction time. LAMP's sensitivity using protocol
2 was 100 %, however reproducibility was 75 %. When using protocol 3 to isolate

DNA, LAMP’s sensitivity and reproducibility were 100 %.

Cost-effectiveness of the LAMP commercial kit protocol and the in house protocol

A single LAMP reaction using the commercial kit protocol costs US$ 1.26, while
using the in house protocol the cost was US$ 1.09 (2022). We considered the cost of
LAMP reagents and primers in this analysis and data are shown in Table 5.

In order to calculate LAMP’s time consumption, we considered a reaction time of 40
minutes for the commercial kit protocol and 60 minutes for the in house protocol.
Also, we considered the same Chelex-100 DNA isolation protocol (described above)
for both procedures. Thus, including DNA isolation, pipetting and visualization times,
the whole LAMP process for a single reaction using commercial kit protocol took
85.5 minutes, while the in house protocol took a total time of 115 minutes (Figure 3
and Table 5).

Furthermore, we classified both protocols according to their execution complexity.
Once the commercial kit protocol involves the use of a single ready-to-use reagent
(kit), it was defined as a very easy protocol. The in house protocol requires pipetting
each reagent separately (isothermal DNA polymerase, betaine and dNTPs), which
could lead to pipetting errors, as well as the SYBRGreen to visualize the reaction

result, so it was considered as an easy protocol.
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Discussion

Invasive candidiasis (IC) affects mostly hospitalized and immunocompromised
patients and it is one of the main opportunistic fungal infections. Mortality rates of IC
can reach up to 70 %, depending on clinical conditions of the patient and on which
species is causing the infection. 2 No wonder, in 2022, the World Health
Organization (WHO) classified C. albicans and C. auris as top priority in global public
health®. Early adequate antifungal treatment can reduce mortality rates, yet it
depends on the rapid diagnosis of the infection.

Since clinical symptoms of IC are nonspecific and common to other infections,
laboratory techniques play a very important role in the diagnosis. However,
laboratory diagnosis remains difficult and time-consuming, leading to a delay in
patient treatment and a worse prognosis in many cases. Traditional laboratory
methods have low sensitivity and most clinical laboratories in mostly low/middle
income countries do not have access to sophisticated methodologies, such as PCR
and MALDI-TOF MS. The LAMP technique is a fast, simple and low cost promising
method for microbiological diagnosis. Thus, this study aimed to evaluate the
performance of the LAMP technique in the Candida spp. and N. glabrata (C.
glabrata) identification.

Proposed by Notomi et al. (2000)*°, LAMP reaction occurs in a single temperature
and it has been described as a promising technique because of its great specificity
and sensibility. Studies revealed 100 % specificity on diagnosing microorganisms
from the culture, including Candida spp., and sensitivity values that vary from 63 %
to 100 % for different fungi species.® 1620~ |n this study, we found a specificity of

100 % for every species of Candida spp. tested and N. glabrata (C. glabrata). Our
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results for LAMP’s sensitivity varied among species (within 75 % and 100 %) and
according to time of reaction. We found 40 minutes as the best time of reaction once
most species tested achieved their best sensibility results by this time. Lin et al.
(2021)*? also found 40 minutes as the best reaction time in their study using a
commercial kit and the same C. albicans primer set. Also, Fallahi et al. (2019)®
reached a reaction time of 45 minutes for C. albicans, although they used the in
house LAMP methodology and a different primer set.

The lower limit detection of LAMP reaction was 100 pg / pL, which is a higher value
than reported by other authors different fungal genera.® > ?* 2> To the extent of our
knowledge, our study is the first one to use this Chelex-100 DNA isolation protocol
for Candida spp. Chelex-100 is a resin with the capability to chelate metal ions.
When a sample is boiled with the resin, the high temperature promotes DNA release
from the cells and the resin chelates the magnesium ions that may act as cofactors
of deoxyribonucleases, preventing DNA degradation by these enzymes.?® We did not
apply any DNA purification method in our samples before performing the Chelex-100
isolation protocol or the LAMP reaction, which could explain the difference between
our results and those from literature. Also, none of these authors used this specific
commercial kit to perform the LAMP reaction which could either lead to different
results.

We also performed the LAMP reaction in a biological specimen and achieved good
results for samples in EDTA tubes. As the Chelex-100 5 % isolation protocol alone
(protocol 1) did not work in these samples, we performed two other protocols for a
better separation of the fungal cells from blood compounds (protocols 2 and 3).
Although we only tested four isolates of C. albicans inoculated with human blood in

EDTA tubes and hemoculture bottles, purification steps really improved LAMP
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results of sensitivity and reproducibility, showing that applying the technique in
clinical samples should be promising. Furthermore, other authors found promising
results using Chelex-100 protocols before performing the LAMP reaction. Lim et al.
(2022)8, developed a Chelex-100/boiling method using a lysis buffer to remove blood
cells and a filter to concentrate the amount of C. albicans DNA and achieved better
results for LAMP technique than the gPCR method. Also, Wang et al. (2022)° tested
the LAMP in C. albicans samples and found results suggesting that it could be an
accurate, specific and sensitive way to detect the fungus.

Cost-effectiveness analyses of the LAMP reaction showed that although the in house
protocol is cheaper than using the commercial kit, this last one has more
advantages. The in house protocol is more susceptible to pipetting errors when
adding every reagent to the reaction tube, while the commercial kit is a simple ready-
to-use reagent that already allows the analyst to visualize the result. Also, one of the
biggest problems of the LAMP reaction is the risk of contamination when opening the
reaction tube after amplification, once a big amount of copies of the genetic material
is formed. The in house protocol demands the addition of SYBR Green to visualize
the results after the reaction, which can lead to problems with contamination. Finally,
the commercial kit protocol is faster, and considering the use of the Chelex-100
protocol to isolate the DNA, results could be achieved in about one hour and a half.
Polymerase chain reaction and MALDI-TOF MS methodologies are widely studied
and used around the world, as they show great results in the diagnosis of Candida
species. Some PCR kits and protocols allow the identification of Candida species
directly from whole blood, but they demand the use of expensive reagents and
equipment that do not justify their use in small laboratories.” MALDI-TOF MS

technology enables to identify a Candida species in a few minutes from a colony,
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which greatly reduces the time of diagnosis. Nevertheless, this method is initially
expensive and requires an investment that is not possible in many laboratories,
mostly in low/middle income countries.® ** Thus, LAMP technique shows a promising
alternative to these laboratories because of its low cost, agility and quality results.
This study has some limitations. Although we tested a larger number of Candida spp.
isolates than other studies, we tested only two isolates of C. metapsilosis. Also, to
verify the possible interference of the main biological matrix collected for the
diagnosis of candidemia, we inoculated a large amount of C. albicans cells in blood,
which does not entirely mimic real situations such as small number of fungal cells in
peripheral blood and presence of more than one microorganism in blood circulation.
Finally, we did not test the specificity of the LAMP in the biological matrix.

The LAMP technique is a promising alternative for resource-limited laboratories in
terms of microbiological diagnosis. Our results reinforce LAMP’s quality and agility in
identifying Candida species with great specificity and sensitivity. Also, the Chelex-
100 isolation protocol is a cheap and fast alternative to isolating fungal DNA before
the LAMP reaction, resulting in a considerably small time of identification. Although
our tests in the biological matrix are preliminary, they showed satisfactory results for
whole blood in EDTA which indicates the feasibility of performing LAMP reaction
directly in clinical samples. As a future perspective for this study, we aim to apply

LAMP in clinical samples collected from patients with invasive candidiasis.
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Table 1. LAMP primers used in this study.
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Candida species

Primers

Source

Candida albicans

Candida tropicalis

Nakaseomyces

glabrata

Candida parapsilosis

Candida orthopsilosis

Candida metapsilosis

F3 TCTGGTATTCCGGAGGGC

B3 AGTCCTACCTGATTTGAGGT

FIP CTACCGTCTTTCAAGCAAACCCATGAGCGTCGTTTCTCCCT

BIP TTGACAATGGCTTAGGTCTAACCAAAAGATATACGTGGTGGACGTTAC
LB CTCAACACCAAACCCAGCGG

F3 GTTGGCAAAAATATCAATGGTAA

B3 GTAAACTCAGAAGCTGGAAC

FIP AGCTTGGAAGGCATCAATAATATCTATCGATGTTCTTTTAGATTCTGGT
BIP GACGGTCAAGGTCATACTTTCTATGAAATCTTGGCGTTGTTGTC

LF TGAGCAACATCTTGTTGAAGATAAGT

LB TTACTGATTGTCAAACTTCTGGAACT

F3 TTTGGTATTCCAAAGGGC

B3 AGTCCTACCTGATTTGAGGT

FIP CCTAGCGTATTGCTCAACACCAAATGCCTGTTTGAGCGTCA

BIP ACGTGGAAACTTATTTTAAGCGACTATAAATTGTGGTGGCCACTAG
LF CCGGGGGTTTGAGGGAGAAA

F3 TGGTAGTGAGTGATACTCGTT

B3 CTTAAAGACGTCTGTCTGCC

FIP GCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTGAGTTAACTTGAAATTGTAGGCC
BIP GCGGCGGGGGTTAATACTGTCACAAAACACTCACTTATCCCT

LF GGTTTTACCAACTCGGTGTTGATCT

F3 TGATCTTTGTGGTACGGTAA

B3 CATCACTGACAGCAAACG

FIP ACCTCTCCTTGATTGCTTTAACATACATCTATCTCAATGACAAGCGA
BIP CCAGAGCCAGAAGGAGAAGGCCACTTCCCATCTTTCGT

LF CATAGCTCTTGAAGCTAGTGACGGG

LB CCCAAGAATTACACCACAATTGTAC

F3 TTGTCGCTTCTGACAACT

B3 TTGTTCCATCTTTTGTACCTG

FIP TGGCATTGGCAATATCACGGTAATCAGCCGTGTATTAAGGAC

BIP ACGAGGATAAAGCATTGCAAAAAGCTTTATTTGCGTCTACTAAATTGAC
LF ATCTTTTCAGCTATCCCA

LB GAAACTGCGTATCAAAGGTC

F3 CATTGAAAATCCCGCATTCA

B3 CTTCCGTCAACTTTTTGCA

FIP GGCTACGAATTTTTCTTTACCTCCACATCCCAAACAAAGGAGCA
BIP ACCTTATTGCCCGTGTATTGAAAGCCTTATCTTCATTAGCGTTG
LF GAGACACCTTTGTTGTTAG

LB CCGGAATAGCTGAAAAGATTCG

Kasahara et al.,
2014

Lin et al., 2021"

Kasahara et al.,
2014

Kasahara et al.,
2014

Trabasso et al.,
2014

Trabasso et al.,
2014

Trabasso et al.,
2014




Candida albicans
Candida albicans
Nakaseomyces glabrata
Nakaseomyces glabrata

Candida albicans
Candida albicans
Nakaseomyces glabrata
Nakaseomyces glabrata

Candida albicans
Candida albicans
Nakaseomyces glabrata
Nakaseomyces glabrata

Candida albicans
Candida albicans
Nakaseomyces glabrata
Nakaseomyces glabrata

Candida albicans
Candida albicans
Nakaseomyces glabrata
Nakaseomyces glabrata

———-CGTTGAGCGYGTTTCTCCCTCAACCGCTGGGTTTGGTGTTGAGCAATACGACTTGGG
———ATTTGAGCGYGTTTCTCCCTCAACCGCTGGGTTTGGTGTTGAGCAATACGACTTGGG
——-CTAAGRCGTCAKTTCCTTCTCAACACGTTGTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCGTTT
CTTAAGRCGGTCAKTTCCTTCTCAACACGTTGTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCGTTT

* *h Kkk K * * ok Kk kkkohkkokk Kk Kok * ok k
- TCERTERRRA - ———- GACGETACTCRRAGEC G-~ rmm—mmmm—m—m e
1/ — TCERTCANA - ——— - GACGGTAGTGEMAAGGCG ————————————————————

TTGAGTTAACTTGAAATTGTAGGCCATATCAGTATGTGGGACACGAGCGCAAGCTTCTCT
TTGAGTTAACTTGAAATTGTAGGCCATATCAGTATGTGGGACACGAGCGCAAGCTTCTCT

* % * ok kk ok k K * K * * * kK Kk *

——————————————————————————— GGATCGCTTTGACAATGGCTTAGGTCTAACCAA
——————————————————————————— GGATCGCTTTGACAATGGCTTAGGTCTAACCAA
ATTAATCTGCTGCTCGTTTGCGCGAGCGGCGGGGGTTAATACTGTATTAGGTTTTACCAA
ATTAATCTGCTGCTCGTTTGCGCGAGCGGCGGGSGKTAATACTGTATTAGGTTTTACCAA

** * * ok ok kk kkkkkk Kk kkkokk
AAACATTGCTTGCGGCGGTAACGTCCA-—————————————————————— CCACGTATAT
ARAACATTGCTTGCGGCGGTAACGTCCA-—————————————————————— CCACGTATAT

CTCGGTGTTGATCTAGGGAGGGATATGTGAGTGTTTTGTGCGTGCTGGGMAGACAGACGT
CTCGGTGTTGATCTAGGRAGGRATAAGTGAGTGTTTTGTGCGTGCTGGGMAGACAGACGT

* * * * * * * *

CTTCAAACTTTGACCTCAAATCARAGTAGGACT 189
CTTCAAACTTTGACCTCARATCAGRGTAGGACT 189
—~CTTTAAGTTTGACCTCARATCRGGWA-GRACT 269
~CTTTAAGTTTGACCTCAAATAGGKWA-GRACT 271

* Hk kokk ok ok ok ok ok ok okok *  kok ok

Figure 1. Sequence alignment.
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Table 2. Specificity of the LAMP reaction in the identification of Candida species and N. glabrata.
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Microorganism tested

LAMP result

Candida albicans
Candida tropicalis
Nakaseomyces glabrata
Candida parapsilosis
Candida orthopsilosis
Candida metapsilosis
Candida auris
Cryptococcus neoformans

Rodothorula spp.

Candida albicans
Positive
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative

Negative

Candida tropicalis
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative

Negative

Nakaseomyces glabrata
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative

Negative

Candida parapsilosis
Negative
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Negative

Negative

Candida orthopsilosis
Negative
Negative
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative

Negative

Candida metapsilosis
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative

Negative




43

Table 3. Sensitivity of LAMP in the identification of each Candida species and Nakaseomyces

glabrata according to time of reaction.

Candida species 30 minutes 40 minutes 50 minutes
Candida albicans 90 % (18 / 20) 95 % (19 / 20) NA
Candida tropicalis 0% (0/20) 75 % (15/ 20) 85 % (17 / 20)
Nakaseomyces glabrata 0% (0/20) 90 % (18/ 20) 100 % (20/ 20)
Candida parapsilosis 93,75 % (15 / 16) 93,75 % (15 / 16) NA
Candida orthopsilosis 87,5 % (14 / 16) 93,75 % (15/ 16) 93,75 % (15/16)
Candida metapsilosis 100 % (2/ 2) 100 % (2/ 2) 100 % (2/2)

NA = not aplicable
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10 ng/pL 1ng/pL 100 pg / pL 10pg/pL 1pg/pL 100fg/pL 10fg/pL 1fg/pL NC

Figure 2. Lower limit detection of Candida albicans LAMP reaction.
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Table 4. LAMP results for three different DNA isolation protocols of human blood and fungi samples inoculated in blood culture bottles and EDTA tubes.

Protocol 1 Protocol 2 Protocol 3
Blood Culture Bottle EDTA Tube Blood Culture Bottle EDTA Tube Blood Culture Bottle EDTA Tube
Reaction Time
(qu in”g“;fs) / 30 40 50 30 40 50 30 40 50 30 40 50 30 40 50 30 40 50
Sample
1 - - - - + + - + + - + + - - - - - +
2 - - - - + + - - - + + + + + + + + +
2 - - - - - + - - - - + + - - - + + +
3 - - - - + + - - - + + + + + + + + +
3 - - - - - - - - - + + + - - - + + +
4 + + + - - - + + + + + + + + + - + +
4 - - - - - - - - - - - + - - - - - +

+ positive LAMP reaction
- negative LAMP reaction



Table 5. Cost-effectiveness of LAMP.
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Commercial kit protocol

In house protocol

Number of reactions*

Cost (US$)*

Cost (US$) / reaction

Time (minutes) / reaction®
DNA isolation time (minutes)*

Complexity®

1250

1,569.51
1.26
45.5

40

+

500

545.34

1.09

75

40

++

" Final volume of 10 uL
“LAMP reagents and primers (2022)

®Total time of pipetting, reaction and visualization

* Chelex-100 5% boiling isolation protocol

®+ very easy; ++ easy; +++ moderate; ++++ difficult
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Figure 3. Time consumption of the commercial kit protocol and the in house protocol.
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4 DISCUSSAO

No final de 2022, a OMS? emitiu um alerta em relacdo ao género Candida,
classificando as espécies C. albicans e C. auris como “prioridade critica” mundial
gracas a relevancia das infec¢gdes provocadas por esses microrganismos. De fato,
a Cl representa um importante problema de saude publica em todo o mundo. A
espécie predominante nos achados laboratoriais € C. albicans; contudo, esse
perfil tem se modificado, havendo um aumento na incidéncia de espécies nao-
albicans, como C. parapsilosis, e da N. glabrata (C. glabrata).” ® Essas espécies
sd80 menos suscetiveis e até resistentes ao tratamento convencional com
fluconazol, levando a um pior progndstico especialmente em pacientes
imunocomprometidos. Dessa maneira, um resultado laboratorial rapido e preciso
se torna essencial para garantir o diagndstico precoce e a terapéutica adequada.

As metodologias tradicionais de isolamento e identificacdo de Candida
spp., apesar de amplamente utilizadas, sdo demoradas e pouco sensiveis. Ja 0s
métodos moleculares e o MALDI-TOF MS apresentam o6timos resultados de
sensibilidade e especificidade com um tempo menor de execugdo, porém
necessitam de equipamentos de alto custo, inviabilizando sua ampla
implementacdo. A fim de superar as limitagcbes das metodologias disponiveis, a
técnica de LAMP se mostra uma alternativa bastante promissora. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de utilizacdo desta técnica na
identificacdo das espécies mais prevalentes de Candida spp. e da N. glabrata (C.
glabrata), analisando-a quanto a especificidade, sensibilidades analitica e
diagnéstica e custo-efetividade.

Proposta por Notomi et al.l’” (2000), a reacdo de LAMP ocorre em
temperatura constante e permite obter 6timos resultados em pouco tempo com o
auxilio de apenas um banho-maria convencional. A técnica vem sendo estudada e
utilizada na micologia ha alguns anos e se destaca pelo excelente desempenho.
Estudos revelaram 100% de especificidade no diagndstico a partir de isolados, e
resultados de sensibilidade entre 63% e 100% para diversos fungos.** 182931 -34

Neste estudo, encontramos 100% de especificidade para as diferentes
espécies de Candida testadas e para a N. glabrata (C. glabrata). Ja os resultados
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de sensibilidade diagndstica variaram de acordo com o fungo e conforme o tempo
de reacdo, ficando entre 75% e 100%. Uma vez que a maioria das espécies
atingiu sua melhor sensibilidade em 40 minutos, determinamos este como o
melhor tempo de reacéio. Isso corrobora resultados de Lin et al.'® (2021), que
encontraram 40 minutos como melhor tempo de reacdo utilizando um kit
comercial e 0 mesmo conjunto de primers para C. albicans. Além disso, Fallahi et
al.?® (2019) obtiveram o melhor tempo de reacdo em 45 minutos, apesar de terem
utilizado uma técnica in house e outros primers.

A sensibilidade analitica, ou limite de deteccdo, da reacdo de LAMP foi de
100pg/uL. Esse resultado € maior ao encontrado por outros autores para
diferentes géneros de fungos.™ # > % Contudo, o nosso estudo é o primeiro a
utilizar este protocolo com Chelex-100 para o isolamento do DNA e este kit
comercial de LAMP. Ainda, ndo aplicamos nenhuma etapa de purificagcdo da
amostra prévia ao isolamento do material genético ou antes de realizar a reacao
de LAMP. Isso tudo pode justificar a diferenca de resultados entre os estudos.

As reacfes de LAMP direto em matriz bioldgica atingiram resultados
satisfatérios para as amostras de sangue em EDTA. Foram aplicados trés
diferentes protocolos de isolamento do DNA e concluiu-se que os protocolos em
que se adicionaram etapas para melhor separacdo dos componentes do sangue
conquistaram melhores resultados de sensibilidade e reprodutibilidade (protocolos
2 e 3). Apesar de as amostras testadas ndo mimetizarem completamente a
situacdo real de uma ClI, e de nao ter sido avaliada a especificidade da reacéo
nessas amostras, os resultados sdo bastante promissores e corroboram achados
de outros autores.**

Através da analise de custo-efetividade percebeu-se que, apesar de a
técnica in house ser mais barata, a reacdo de LAMP utilizando kit comercial
possui mais vantagens. A primeira vantagem reside na facilidade de execucéo e
no menor risco de erros, pois consiste na utilizagdo de um Unico reagente que ja
permite a visualizacdo do resultado final. Esta caracteristica constitui, inclusive,
outra vantagem: devido a grande quantidade de produto formado na reac&o, um
dos problemas da técnica de LAMP € justamente a possibilidade de contaminacao

das amostras quando os tubos sao abertos para a adicdo de algum reagente que
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permita a visualizacdo do resultado. A técnica in house testada exige esta etapa
final de visualizac&o do resultado através da adicdo do SYBER Green, o que pode
levar aos problemas de contaminacdo. Finalmente, a terceira vantagem é o menor
tempo de execucdao, pois, considerando a utilizacao do protocolo Chelex-100 para
o isolamento de DNA, os resultados podem ser obtidos em cerca de uma hora e
meia.

Para a maior parte dos isolados, os dados foram obtidos a partir de um
namero amostral considerado minimo para validacdo de ensaios laboratoriais
(20).*" Dessa forma, os resultados corroboram o fato de que a técnica de LAMP é
rapida, barata e eficaz para identificar espécies de Candida e a N. glabrata (C.
glabrata) e sua implementacdo em laboratérios pequenos e que dispdem de
poucos recursos, como muitos no Brasil, parece ser uma boa alternativa. Ainda,
eles suportam a possibilidade de utilizagdo da reagdo direto em amostras de
sangue, o que diminui ainda mais o custo e o tempo de identificacdo do fungo.
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5 CONCLUSAO

A técnica de LAMP foi descrita em 2000 e sua utilizacdo na microbiologia
tem crescido nos ultimos anos, principalmente desde a pandemia do Sars-Cov-2.
Inclusive, laboratorios brasileiros ja padronizaram seu uso para o diagndéstico da
COVID-19 e de outras doencas infecciosas. Apesar disso, sua aplicagdo para o
diagnéstico da Cl ainda € pouco explorada.

As metodologias mais eficazes para a identificacdo das espécies de
Candida e da N. glabrata (C. glabrata) exigem um investimento inicial com
equipamentos que € alto e inalcancavel para muitos laboratérios no Brasil. Dessa
forma, apenas grandes laboratdrios de centros especializados dispdem dessas
tecnologias, atuando como apoio para outros menores. Contudo, essa logistica
gue envolve o encaminhamento de amostras para outros locais dificulta e atrasa
ainda mais o diagndstico de uma infecgéo que é tao grave para muitos pacientes.
A utilizacdo da técnica de LAMP no diagnostico da Cl € bastante promissora, uma
vez que o método € pouco custoso, de simples e rapida execucdo e apresenta
Otimas sensibilidade e especificidade. Sua implementacdo em laboratérios
menores que dispdem de poucos recursos € extremamente viavel, uma vez que
exige apenas um banho-maria convencional.

Além de contribuir para a area de diagndstico, este trabalho possibilitou a
implementacdo da técnica de LAMP no Laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre. Dessa forma, a
metodologia esta disponivel para ser estudada em diversas areas das biociéncias,
em pesquisa e inovacdo. Finalmente, os resultados obtidos aqui indicam a
possibilidade de aplicar a técnica de LAMP diretamente em amostras clinicas de
sangue total. Dessa forma, pretende-se continuar o estudo a fim de padronizar
uma metodologia que permita o diagnostico da Cl a partir dessas amostras.
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