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RESUMO 

 
 

O  conhecimento  sobre  a  microflora  fúngica  oral  em  pacientes  com  COVID­19  ainda 
precisam ser avaliadas. Este estudo tem como objetivo mapear e comparar as principais 
espécies de fungos presentes na cavidade oral (com foco nas espécies de Candida) de 
pacientes  com  COVID­19  em  unidades  de  terapia  intensiva  e  seus  profissionais  de 
saúde. A coleta oral foi realizada com swabs em cento e vinte e oito indivíduos (incluindo 
um  grupo  controle).  As  amostras  foram  cultivadas  em  CHROMagar  (CROMOagar, 
Pinhais, PR. Br) e incubadas a 37°C por 7 dias. Seguindo as instruções do fabricante foi 
realizada uma  identificação  inicial das espécies de Candida  isoladas. A  identificação 
final das espécies foi realizada utilizando DNA genômico extraído dos fungos isolados e 
PCR com primers universais 18S SSURNA e sequenciamento genético. A dessorção a 
laser  assistida  por  matriz/tempo  de  voo  de  ionização  (MALDI­TOF)  também  foi 
implementada juntamente com os procedimentos moleculares. Oito espécies diferentes 
de  Candida  (incluindo  espécies  de  Pichia),  Ogataea  polymorpha,  Saccharomyces 
cerevisiae  e  Trichosporum  ashii  foram  identificadas  na  cavidade  oral  da  população 
investigada.  A  análise  comparativa,  usando  dados  filogenéticos  e  MALDI­TOF,  das 
espécies  isoladas de Candida, mostrou uma correlação estatística entre as espécies 
presentes em pacientes e profissionais de saúde, sugerindo transmissão putativa entre 
os dois grupos. Nossos dados pedem medidas sobre estratégias de biossegurança para 
controlar possíveis contaminações de superfícies e a  transmissão de patógenos que 
representam riscos à qualidade de vida em ambientes de saúde. 
 
 
Palavras­chave: Candida spp. COVID­19. Filogenia. MALD­TOF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



 

ABSTRACT 
 
 
Comparative study of oral fungal microbiota in healthcare professionals, patients 
interned in intensive care unit and individuals without hospital contact 

 
 

Information  regarding  oral  fungal  microflora  in  patients  with  COVID­19  has  yet  to  be 
evaluated. This study aims are to map and compare the main species of fungi present in 
the oral cavity  (with  focus on Candida species) of COVID­19 patients in intensive care 
units and  their health providers. The oral collection was carried out with swabs  in one 
hundred twenty­eight individuals (including a control group). The samples were cultured 
on  CHROMagar  (CROMOagar,  Pinhais,  PR.  Br)  and  incubated  at  37°C  for  7  days. 
Following the manufacturer's instructions an initial identification of the isolated  Candida 
species  was  performed.  The  final  identification  of  the  species  was  carried  out  using 
genomic DNA extracted  from  the  isolated  fungi and PCR with 18S SSURNA universal 
primers and genetic sequencing. Matrix­Assisted Laser desorption/Ionization­time of flight 
(MALDI­TOF) was also implemented along with the molecular procedures. Eight different 
Candida  species  (including  Pichia  species),  Ogataea  polymorpha,  Saccharomyces 
cerevisiae, and Trichosporum ashii were  identified in  the oral cavity of  the investigated 
population.  Comparative  analysis,  using  phylogenetic  and  MALDI­TOF  data,  of  the 
isolated Candida species, showed a statistic correlation between the species present in 
patients  and  health  care  providers,  suggesting  putative  transmission  between  the  two 
groups.  Our  data  call  for  measurements  on  biosecurity  strategies  to  control  possible 
contamination of surfaces and the transmission of pathogens that pose risks to the quality 
of life in health care environments. 
 

 

Keywords: Candida species. COVID­19. Phylogenetics. MALDI­TOF. 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 
 
 

A  Odontologia  Hospitalar  no  Brasil  foi  legitimada  em  2004  com  a  criação  da 

Associação  Brasileira  de  Odontologia  Hospitalar  (ABRAOH).  Este  evento  foi  de 

fundamental importância para que em 2008, fosse decretada a Lei n° 2776/2008, exigindo 

a presença do dentista nas equipes multiprofissionais hospitalares e nas UTIs (PONZONI 

et al., 2012; TEIXEIRA, SANTOS, AZAMBUJA, 2019). O papel do cirurgião dentista, no 

ambiente  hospitalar,  está  relacionado  com  o  auxílio  do  controle  das  infecções  orais, 

focado na diminuição da morbidade e mortalidade dos pacientes internados. As principais 

manifestações clínicas na cavidade bucal são: 1) de caráter primário, sendo capaz de 

evoluir para uma doença sistêmica, ou 2) de caráter secundário apresentando­se a partir 

de alterações sistêmicas (GERMANO et al., 2018, SIQUEIRA et al., 2014, WADE, 2013). 

Segundo Ponzoni et al., (2012) e Stramandinoli et al., (2010) pacientes entubados, com 

distúrbios  respiratórios,  com  higienização  bucal  precária  e  outras  comorbidades  (por 

exemplo diabetes, uso de medicamentos como bisfosfonato ­ associado à osteonecrose 

da mandíbula ­ AIDS e portadores do vírus Sars­CoV­2), estão intimamente relacionados 

à alteração da microbiota bucal por fungos leveduriformes, especialmente os do Gênero 

Candida. Em pacientes imunossuprimidos, nos que fazem uso iatrogênico indiscriminado 

de  antibióticos,  corticosteroides,  imunossupressores,  e/ou  nos  portadores  de doenças 

sistêmicas graves, pode ocorrer modulação na microbiota oral, por seleção de espécies, 

ou pela colonização adquirida a partir do ambiente hospitalar (HE et al., 2015, NETO et 

al., 2005). 

Dentro do gênero Candida, a Candida albicans é a principal espécie responsável 

por  infecções em  mucosas  e  na  pele.  Trata­se  de um  fungo  leveduriforme  comensal, 

comumente  encontrada  na  cavidade  oral,  trato  digestivo,  respiratório  e  vaginal 

(CORTIVO et al., 2019; NEVILLE et al., 2009). Em pacientes hospitalizados, a C. albicans 

é a levedura encontrada com maior prevalência na microbiota oral. (AVILA et al., 2009, 

SIQUEIRA et al., 2014, SPOLIDORIO et al., 2003). De acordo com Neto, et al.  (2005) e 

Ghannoum  et  al.,  (2010)  a  candidíase  é  a  infecção  fúngica  mais  frequentemente 

diagnosticada na prática odontológica. As lesões orais causadas por C. albicans podem 
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ser agudas ou crônicas, e a magnitude da expressão clínica destas lesões dependerá da 

resposta  imune  do  hospedeiro  (BAUMGAEDNER,  2019).  Ataídes  et  al.,  (2010), 

Vallabhaneni et al., (2019) e Spivak, Hanson et al., (2018) fazem referência ao aumento 

expressivo de outras espécies de Candida spp com especial relevância para C. tropicalis, 

C. guilliermondii, C. parapsilosis e mais recentemente C. lusitaniae e C. auris, com foco 

principal em pacientes hospitalizados. Os mesmos autores, afirmam que a espécie C. 

auris é hoje considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de 

infecção  fúngica  na  região  orofaringeana  devido  a expressão  da  multirresistência aos 

antifúngicos.  Considerando  a  prevalência  aumentada  dessas  infecções  em  pacientes 

internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI), torna­se preocupante a exposição dos 

profissionais  da  área  de  saúde  e  a  possibilidade  da  transmissão  horizontal  destas 

espécies (PONZONI et al., 2012). As equipes de controle de infecção hospitalar estão 

atentas ao isolamento desses fungos, especialmente os do gênero Candida, e às suas 

implicações clínicas. A interpretação destes isolamentos perpassa pela compreensão da 

microbiota leveduriforme que coloniza as duas populações, pois tanto os pacientes das 

UTIs,  quanto  os  profissionais  da  área  da  saúde,  podem  potencialmente  ser  fonte  de 

contaminação por transmissão horizontal (ATAÍDES et al., 2010, BLISS et al., 2008). Uma 

possível hipótese de via de  transmissão foi apresentada por De Groot et al.,  (2013) e 

Mayer  et  al.,  (2013).  Estes  autores  afirmam  que  as  espécies  de  Candida  têm  a 

capacidade de aderir­se firmemente a superfícies celulares e superfícies abióticas, como 

dispositivos médicos  invasivos. Sua presença nessas superfícies assim como práticas 

inadequadas  de  biossegurança  facilitará  sua  transmissão  intra­hospitalar  (entre 

pacientes e profissionais da área da saúde).  

O espaço bucal é um habitat favorável à presença de uma microbiota diversa, 

com a possibilidade de ter uma grande influência no sistema imunológico do hospedeiro. 

A diversidade de espécies de microrganismos encontradas na mucosa oral, em constante 

competição por nutrientes disponíveis, promove a homeostase bucal, que indiretamente, 

beneficia o  sistema  imunológico.  Quando ocorre  o  desequilíbrio  desta  microbiota  (por 

enfermidade, uso indiscriminados de antibióticos, corticosteroides e outros), as diferentes 

espécies do gênero Candida expressam fatores de virulência, tornando­se patogênicas, 

o que promove lesões locais pela invasão tecidual, contribuindo para a formação de um 
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sistema disbiótico oral (NUNES et al., 2019). Nesse contexto Doi et al., (2016) e Nunes 

et al., (2019) destacam que as infecções fúngicas hospitalares, são responsáveis por um 

índice  elevado  de  óbitos  em  pacientes  de  UTI,  nos  quais  os  casos  de  candidíase 

sistêmica sobrepassam outras micoses. 

A  necessidade  da  compreensão  do  real  papel  da  microbiota  oral  é  de  suma 

importância,  para  que  sejam  elaboradas  estratégias  de  combate  as  infecções 

nosocomiais  geradas  por  esses  microrganismos.  Com  base  na  importância 

epidemiológica, que a transmissão de espécies de Candida possui no contexto hospitalar, 

este estudo tem como objetivo principal a avaliação da microbiota leveduriforme presente 

em pacientes em UTI e nos profissionais da saúde que estão em contato direto com os 

mesmos, comparados a um grupo controle, composto por indivíduos hígidos ausentes de 

contato com a área hospitalar. Conhecer as espécies de Candida existentes na cavidade 

oral, e os possíveis fatores epidemiológicos e de transmissão entre os grupos estudados 

poderá contribuir para o desenvolvimento e melhorias na saúde bucal, beneficiando os 

usuários do Sistema Único de Saúde. Os resultados obtidos poderão subsidiar a revisão 

das  estratégias  de  biossegurança  existentes,  visando  ao  maior  controle  de  possível 

transmissão horizontal de patógenos. Isso torna­se especialmente relevante no cenário 

da  pandemia  de  COVID­19,  que  acarretou  riscos  para  a  qualidade  de  vida  e  saúde 

humana. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral  
 

Identificar  as  principais  espécies  de  Candida  presentes na  cavidade  bucal  de 

profissionais  das  áreas  da  saúde  que  trabalham  na  ala  de  UTI  do  Hospital  da  Baleia 

(PAS),  pacientes  internados  na  UTI  do  Hospital  da  Baleia  (PUB)  e  em  indivíduos 

saudáveis isentos de contato hospitalar (ICH). 
 
 
2.2 Objetivos específicos  

 

1.  Identificar as espécies de leveduras do gênero Candida utilizando metodologias 

de cultivo (CHROMagar) e de MALDI­TOF; 

2.  Analisar os genótipos nos isolamentos de Candida presentes em cada uma das 

populações deste estudo; 

3.  Correlacionar  os  dados  encontrados  para  determinar  possíveis  transmissões 

horizontais nas populações PAS e os PUB, comparando­os com a microbiota 

leveduriforme no grupo de indivíduos controle ICH. 
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA 
 
 
3.1 Desenho do estudo e aspectos éticos 

 

Trata­se de estudo de caso­controle observacional analítico para determinar a 

presença  das  espécies  de  fungos  leveduriformes  na  cavidade  oral  em  indivíduos 

internados na UTI COVID (PUB 30 pacientes) e nos profissionais da área da Saúde que 

trabalham diretamente na ala da UTI (PAS 30 indivíduos) do Hospital da Baleia incluindo 

médicos,  enfermeiros,  técnicos  de  enfermagem,  dentistas  e  farmacêuticos.  O  cálculo 

amostral foi realizado utilizando a metodologia proposta por Fleiss, 1989, e os seguintes 

parâmetros: nível de significância α=5%; o poder do teste (1­β=80%), valor de “d” (risco 

relativo para comparação entre grupos)  sugerido por Cohen, 1988 = 0,5  risco relativo 

para  comparação  entre  grupos)  d”,  O  tamanho  amostral  mínimo  estimado  foi  de  29 

participantes em cada grupo. Esse valor  foi arredondado para 30 participantes, com a 

intenção de facilitar a realização da análise dos resultados e elaboração/organização dos 

dados estatísticos.  

 O  grupo  controle  foi  formado  por  60  indivíduos  saudáveis,  os  quais  foram 

recrutados  da  Comunidade  Morro  Alto  em  Vespasiano.  Foram  incluídos  indivíduos 

isentos  de  contato  com  a  área  hospitalar  (ICH),  selecionados  por  aplicação  de  um 

questionário excludente  (APÊNDICE B). No grupo PUB foram excluídos aqueles que 

estivessem fazendo uso de antifúngicos e a associação de sulfametoxazol + trimetropim 

(fatores que influenciam na recuperação do microrganismo em cultivo). No grupo PAS, 

não  foi  aplicado  o  questionário  excludente,  para permitir  a  avaliação da  transmissão 

horizontal entre PUB e PAS. 

As análises microbiológicas foram realizadas em dois laboratórios. A primeira 

parte relacionada ao isolamento dos cultivos originais dos participantes do estudo foi 

realizada no laboratório de Microbiologia do Hospital da Baleia, Belo Horizonte, Brasil, 

na direção da Profa. Dra. Raquel Vilela. A segunda parte que incluiu a sessão molecular 

e MALDI­TOF foi realizada no laboratório de Micologia Médica, na sessão do Biomedical 
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Laboratory Diagnostics, Michigan State University, East Lansing  – Michigan, Estados 

Unidos, na direção do Prof. Dr. Leonel Mendoza. 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital da Baleia, 

sob o número CAAE: 31806720.0.0000.5123. Na sequência este projeto de pesquisa foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (CEP­UFMG), sob o número 

CAAE:  45240721.4.0000.5149.  Após  a  assinatura  do  termo  de  consentimento  livre 

esclarecido pelos participantes do estudo, as amostras foram coletadas dos três grupos 

(PAS, PUB e ICH).  

 

3.2 Coleta de amostras 
 

A coleta foi realizada utilizando um kit contendo um swab bucal e um tubo de 

ensaio  seco  (RAYSWAB/SWAB  DE  RAYON  em  tubo  seco,  SP,  BR).  O  swab  foi 

posicionado contra a mucosa jugal e a amostra foi coletada com movimentos rotatórios 

por 20 segundos  (Figura 1. Estes  foram  lacrados e  transportados, no mesmo dia da 

coleta, ao Laboratório de Microbiologia do Hospital da Baleia.  

 

Figura 1. Coleta com o swab oral e plaqueamento 
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Fonte: Arquivo pessoal 

3.3 Cultura das amostras clínicas 
 

Após o recebimento das amostras clínicas no laboratório de micologia, os swabs 

foram removidos e utilizados assepticamente (em capela de fluxo laminar) para inocular 

as  placas  de  CHROMOagar  (CROMONEW  CANDIDA,  Pinhais,  PR  BR).  O  meio 

CHROMOagar, para cultura de fungos leveduriformes é seletivo e diferencial. Este meio 

contém antibióticos (cloranfenicol) para eliminar a flora bacteriana oral e uma mistura de 

substâncias  cromogênicas  que  dão  cores  específicas  às  diferentes  espécies  de 

Candida. Por exemplo, as colônias de C. albicans nesse meio apresentam a cor verde, 

C.  tropicalis  azul  e  C.  krusei  rosa,  com  uma  especificidade  e  sensibilidade  de  99% 

(Figura 2). Porém, este meio não pode discriminar espécies emergentes de Candida, 

como  C.  auris  e  C.  lusitaniae,  pois  suas  colônias  são  de  cor  branca,  e  em  alguns 

isolados, podem variar entre rosa, vermelho ou púrpura (JEFFERY­SMITH et al., 2018). 

Todas as colônias  leveduriformes  foram sub cultivadas em  meio  de ágar Sabouraud 

Dextrose 2% para posterior  identificação genômica por sequenciamento, utilizando a 

tecnologia  de  Matrix­Assisted  Laser  Desorption  Ionization­Time  of  Flight,  Mass 

Spectrophotometry (MALDI­TOF MS). 

Para  inocular  as  placas  os  swabs  foram  colocados  delicadamente  contra  as 

placas CHROMOagar e, com movimentos rotativos, o conteúdo do swab  foi distribuído 

por  toda  a  superfície  do  ágar.  As  placas  inoculadas  com  as  amostras  clínicas  foram 

incubadas  a  37°C,  durante  7  dias.  As  cores  das  colônias  de  leveduras  nas  placas 

positivas foram coletadas para análise de PCR e MALD­TOF de acordo com os grupos 

estudados. As placas sem crescimento micológicos, foram descartadas, após 10 dias de 

incubação, e consideradas como crescimento negativo.  
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Figura 2. Esquema de cores no CHROMagar das espécies de Candida 

 
 

 
 

Fonte: Arquivo pessoal 
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3.4 Identificação das espécies de candida por MALDI­TOF 

 

As  amostras  foram  analisadas  em  uma  plataforma  de  espectrofotometria  de 

massa MicroFlex LT (Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA), disponíveis nas instalações da 

Michigan State University, no Veterinary Diagnostic Laboratory  (Este aparelho contém 

parâmetros de identificação para fungos fornecidos pelo Instituto Nacional de Saúde,NIH, 

Bethesda  Maryland,  EUA).  As  amostras  das  leveduras  coletadas  dos  cultivos  foram 

analisadas no aparelho de espectrofotometria de massa de acordo com as indicações do 

fabricante (Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA) (Figura 3, Figura4). Os escores MALDI­

TOF são de 0.0 a 3.0, para a identificação apropriada das espécies, e um escore de 2.0 

ou maior que 2.0 é considerado como  identificação  bem­sucedida. Por exemplo, uma 

colônia branca, sem identificação, submetida a espectrofotometria de massa, dentro dos 

parâmetros de C. glabrata ou C. auris reconhecidos pelo MALDI­TOF, sempre mostrará 

sucesso na identificação dessas espécies, se os escores alcançados forem maiores ou 

iguais  a  2.0.  Escores  menores  que  1.5  foram  interpretados  como  um  isolamento  de 

diferentes espécies de leveduras (espécies diferentes ao gênero Candida sp.) de acordo 

com os parâmetros fornecidos pelo fabricante (Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA).  
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Figura 3. Esquema de funcionamento da plataforma de espectrofotometria de massa 

 
 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

Figura 4. Ionização das amostras e organização da nuvem vaporizada de proteína e 

matriz 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal 
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3.5 Extração de DNA genômico  
 

O rendimento total de DNA genômico de materiais vegetais, depende do volume 

de material processado e da quantidade de DNA genômico no material vegetal utilizado. 

Cada caixa fornecida no Fungi/Yeast Genomic DNA isolation Kti (NORGEN Biotek corp, 

ON, Canada) é projetado para realizar a extração do material genômico das leveduras. 

Os reagentes necessários para gerar lisados de leveduras são fornecidos no kit. Água 

sem nuclease é fornecida para diluir o tampão de ligação no primeiro poço do cartucho 

para otimizar a ligação do DNA genômico. De acordo com o fabricante (NORGEN Biotek 

corp, ON, Canada), as etapas a serem seguidas para a extração do DNA genômico são 

(Figura 7): 

Isolamento de DNA genômico de fungos/leveduras pela NORGEN BIOTEK CORP 
(ON, Canadá) 

Passo 1: 

a)  Em  um  tubo,  transfira  2,5  ml  de  solução  de  NaCl  (preparada  com  água 

destilada) e adicione o fungo a esta solução. 

b) Em outro tubo, coloque 1 ml da solução de NaCl com a célula e centrifugue a 

14.000 RPM por 1 minuto. 

c) Despeje o sobrenadante (o pellet de células ficará abaixo/aderido ao fundo do 

tubo). 

d) No  tubo com as células, adicionar 500µl de Lysis Buffer e adicionar 10µl de 

RNase. Misture com vórtice. 

e)  Transfira  a  mistura  para  um  tubo  de  esferas  fornecido  e  prenda  o  tubo 

horizontalmente em uma almofada de vórtice de leito plano com fita adesiva de 5 minutos. 

f) Incubar o Bead Tube com água a 65°C durante 10 minutos.  

OBS:  Ocasionalmente  misturar  o  lisado  2  ou  3  vezes  durante  a  incubação 

invertendo os tubos. 

g) Transfira o líquido para outro tubo e centrifugue por 2 minutos a 14.000 RPM. 

h) Transfira cuidadosamente o sobrenadante limpo para um novo tubo. 

i) Adicionar igual valor de etanol 100% e misturar com vortex. 
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j)  Adicione  300µl  de  tampão  (solução  da  empresa)  BX  Solution  e  misture  com 

vortex. 

Passo 2: 

a)  Em outro tubo com coletor, coloque 700µl da solução (a solução com o etanol 

e o tampão) e centrifugue por 1 minuto a 10.000 RPM. OBS: Faça este passo 

com o restante da solução para ter todo o DNA disponível. 

 

Etapa 3: 

a)  Aplicar  500µl  da  solução  da  empresa  (Wash  Solution  A)  e  centrifugar por  1 

minuto a 10.000 RPM. 

b) Descarte o fluxo e repita a etapa 3a. 

c) Após descartar o segundo fluxo, gire a coluna por 2 minutos a 14.000 RPM. 

Passo 4: 

a) Remova a coluna para um novo tubo. 

b) Adicione 100µl de tampão de eluição B à coluna. 

c) Centrifugar por 2 minutos a 12.000 RPM. 

d) Colocar o DNA a ­80°C. 
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Figura 5. Passo a passo NORGEN BIOTEK CORP (ON, Canadá) 
 

 
 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

 

 

3.6 PCR e sequenciamento de DNA 

 

As amostras obtiveram um score do MALDI­TOF menores que 1.95 e aquelas 

que apresentaram a mesma espécie nos diferentes grupos estudados foram identificadas 

através de técnicas moleculares, como o PCR e sequenciamento do DNA. O processo 

inicial em toda a técnica molecular, é a extração do DNA genômico. Para este efeito, o 

DNA genômico das Candidas investigadas foram extraídos de acordo com os parâmetros 

fornecidos pelo fabricante do Fungi/Yeast Genomic DNA isolation Kti (NORGEN Biotek 

corp, ON, Canada). Para amplificar o DNA genômico, foram utilizados primers universais 



28 

 

 

específicos  NS1  (5´­GTAGTCATATGCTTGTCTC­3´)  e  NS8  (5´­

TCCGCAGGTTCACCTACGGA­3´)  da  região  do  gene  18S  SSUrDNA  (Figura  5).  Os 

fragmentos esperados  foram entre 1700 a 2000 pares de bases (bp). O ciclo de PCR 

consistiu  em  uma  desnaturação  inicial  de  10  min  a  95°C,  seguida  por  35  ciclos  de 

desnaturação  (30s  a  94°C),  emparelhamento  (30s  a  61°C)  e  extensão  (45s  a  72°C) 

(Figura 5). A PCR finalizou com um alongamento final de 10 min a 72 °C. A amplificação 

da PCR foi realizada com um termociclador de 96 poços (Thermo Fisher, Waltham, MA, 

EUA).  Os  produtos  de  PCR  purificados  foram  sequenciados  com  os  mesmos  primers 

(Figura 6 mostra eletroforese com amplificação da PCR). O sequenciamento do DNA foi 

realizado  nas  instalações  da  Michigan  State  University  no  departamento  Genomics–

Research Technology Support Facility  (www.search.msu.edu). As sequências do DNA 

obtidas  foram analisadas pela  técnica de Basic Local Alignment Search Tool  (BLAST) 

disponível  no  National  Center  for  Biotechnology  Information  (NCBI  – 

www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências de Candida no estudo, com valores de identidade 

entre 99% a 100% das espécies detectadas em BLAST, foram identificadas como tais. 

Já as sequências com os valores de identidade inferiores a 98% não foram consideradas.  
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Figura 6. Emparelhamento do primer universal NS1 com a fita de DNA para 

amplificação 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

Figura 7. Gel com amplificação genômica. 

 

 
 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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3.7 PHILOGENY – Relações evolutivas dos táxons 
 
3.7.1 Candida glabrata 

A  história  evolutiva,  de  acordo  com  Saitou,  Nei,  (1987),  foi  inferida  usando  o 

método  Neighbor­Joining.  A  árvore  ideal  com  a  soma  do  comprimento  do  ramo  = 

0,00913653  é  mostrada.  A  porcentagem  de  árvores  replicadas  nas  quais  os  táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostrados ao lado dos 

ramos (FELSENSTEIN, 1985). A árvore é desenhada em escala, com comprimentos de 

galhos  nas  mesmas  unidades  das  distâncias  evolutivas  usadas  para  inferir  a  árvore 

filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método de 2 parâmetros 

de Kimura (KIMURA, 1980) e estão nas unidades do número de substituições de bases 

por sítio. Esta análise envolveu 46 sequências de nucleótidos. As posições de códon 

incluídas  foram 1º+2º+3º+Não codificante. Todas as posições com  menos de 95% de 

cobertura do site foram eliminadas, ou seja, menos de 5% de lacunas de alinhamento, 

dados  ausentes  e  bases  ambíguas  foram  permitidas  em  qualquer  posição  (opção  de 

exclusão parcial). Houve um total de 894 posições no conjunto de dados final. As análises 

evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018). 

 

3.7.2 Candida albicans 

 

A  história  evolutiva,  de  acordo  com  Saitou,  Nei,  (1987),  foi  inferida  usando  o 

método  Neighbor­Joining.  A  árvore  ótima  com  a  soma  do  comprimento  do  ramo  = 

0,01115998  é  mostrada.  A  porcentagem  de  árvores  replicadas  nas  quais  os  táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostrados ao lado dos 

ramos (FELSENSTEIN, 1985). A árvore é desenhada em escala, com comprimentos de 

galhos  nas  mesmas  unidades  das  distâncias  evolutivas  usadas  para  inferir  a  árvore 

filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método de 2 parâmetros 

de Kimura (KIMURA, 1980) e estão nas unidades do número de substituições de bases 

por sítio. Esta análise envolveu 27 sequências de nucleótidos. As posições de códon 

incluídas  foram 1º+2º+3º+Não codificante. Todas as posições com  menos de 95% de 

cobertura do site foram eliminadas, ou seja, menos de 5% de lacunas de alinhamento, 
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dados  ausentes  e  bases  ambíguas  foram  permitidas  em  qualquer  posição  (opção  de 

exclusão parcial). Havia um total de 932 posições no conjunto de dados final. As análises 

evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018).  

 

3.7.3 Candida parapsilosis 

A  história  evolutiva,  de  acordo  com  Saitou,  Nei,  (1987),  foi  inferida  usando  o 

método  Neighbor­Joining.  A  árvore  ideal  com  a  soma  do  comprimento  do  ramo  = 

0,00584664  é  mostrada.  A  porcentagem  de  árvores  replicadas  nas  quais  os  táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostrados ao lado dos 

ramos (FELSENSTEIN, 1985). A árvore é desenhada em escala, com comprimentos de 

galhos  nas  mesmas  unidades  das  distâncias  evolutivas  usadas  para  inferir  a  árvore 

filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método de 2 parâmetros 

de Kimura (KIMURA, 1980) e estão nas unidades do número de substituições de bases 

por sítio. Esta análise envolveu 12 sequências de nucleótidos. As posições de códon 

incluídas  foram 1º+2º+3º+Não codificante. Todas as posições com  menos de 95% de 

cobertura do site foram eliminadas, ou seja, menos de 5% de lacunas de alinhamento, 

dados  ausentes  e  bases  ambíguas  foram  permitidas  em  qualquer  posição  (opção  de 

exclusão parcial). Houve um total de 985 posições no conjunto de dados final. As análises 

evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018).  

 
3.7.4 Candida dubliniensis 

 

A  história  evolutiva,  de  acordo  com  Saitou,  Nei,  (1987),  foi  inferida  usando  o 

método  Neighbor­Joining.  A  árvore  ideal  com  a  soma  do  comprimento  do  ramo  = 

0,00203149  é  mostrada.  A  porcentagem  de  árvores  replicadas  nas  quais  os  táxons 

associados agrupados no teste de bootstrap (1000 replicatas) são mostrados ao lado dos 

ramos (FELSENSTEIN, 1985). A árvore é desenhada em escala, com comprimentos de 

galhos  nas  mesmas  unidades  das  distâncias  evolutivas  usadas  para  inferir  a  árvore 

filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método de 2 parâmetros 

de Kimura (KIMURA, 1980) e estão nas unidades do número de substituições de bases 

por  sítio.  Esta  análise  envolveu  4  sequências  de  nucleótidos.  As  posições  de  códon 
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incluídas  foram 1º+2º+3º+Não codificante. Todas as posições com  menos de 95% de 

cobertura do site foram eliminadas, ou seja, menos de 5% de lacunas de alinhamento, 

dados  ausentes  e  bases  ambíguas  foram  permitidas  em  qualquer  posição  (opção  de 

exclusão parcial). Houve um total de 986 posições no conjunto de dados final. As análises 

evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018).  

 

3.8 Análise estatística 
 

Análise descritiva das variáveis categóricas (variáveis qualitativas)  foi realizada 

por meio das  frequências absolutas e relativas. Na descrição das variáveis numéricas 

(variáveis  quantitativas)  foram  utilizadas  medidas  de  posição,  tendência  central  e 

dispersão. Os resultados obtidos para os grupos caso e controle foram comparados por 

meio  do  Teste  Qui­Quadrado  (AGRESTI;  KATERI,  2011).  O  nível  de  significância 

adotado foi de 0,05. 
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Abstract 

Background  and  Aim:  Information  regarding  oral  fungal  microflora  in  hospitalized 

patients with COVID­19 has yet to be evaluated. This study investigated fungal species 

present  in  the  oral  cavity  of  COVID­19  intensive  care  units´  patients  and  their  health 

professionals.  

Methods:  Oral  swabs  were  used  to  collect  one  hundred  twenty­eight  individual 

specimens. The samples were cultured on CHROMagar and incubated at 37°C for 7 days. 

Following  the  manufacturer's  instructions,  an  initial  identification  of  the  isolated  fungal 

species was performed. Matrix­Assisted Laser desorption/Ionization­time of flight (MALDI­

TOF) was implemented for the final identification of the fungal isolates. Species with lower 

MALDI­TOF scores were further investigated using PCR and DNA sequencing.  

Findings:  Eight  different  Candida  spp.,  Pichia  spp.,  Ogataea  polymorpha, 

Saccharomyces cerevisiae, and Trichosporum asahii were identified in the oral cavity of 

the  investigated  population.  Comparative  analysis  using  MALDI­TOF  data  and  DNA 

sequences in phylogenetic analyses, showed a statistic correlation between the  fungal 

species  present  in  patients  and  health  care  providers,  suggesting  putative  horizontal 

transmission between the two groups.  

Conclusions:  Our  data  revealed  several  fungal  opportunistic  pathogens  in  COVID­19 

patients and their putative transmission between patients and their physicians. This study 

mailto:mendoza9@msu.edu
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alert the medical community to ensure the implementation of strict biosecurity strategies 

in hospital environments during high demand events. 

 

Introduction 

The  role  of  the  oral  microflora  is  directly  related  to  morbidity  and  mortality  of 

hospitalized patients. In these patients the main clinical manifestations in the oral cavity 

are of a primary nature capable of evolving into a systemic disease, or of a secondary 

nature, the result of systemic changes resulting in the modulation of the oral microbiota 

(1). According to Terezakis et al., (2), intubated patients with respiratory disorders, poor 

oral  hygiene  and  other  comorbidities  (for  example,  diabetes,  use  of  drugs  such  as 

bisphosphonates ­ associated with osteonecrosis of the jaw ­ and AIDS and carriers of 

the Sars­CoV­2 virus), are closely related to the alteration of the oral microbiota by fungi, 

especially those of Candida species. It is important to mention that in immunosuppressed 

patients,  those  who  make  indiscriminate  iatrogenic  use  of  antibiotics,  corticosteroids, 

immunosuppressants, and/or in those with severe systemic diseases, modulation in the 

oral microbiota may occur, by species selection, or by colonization acquired in a hospital 

environment (3). 

  Within Candida species, C. albicans is the main pathogen responsible for mucosal, 

skin, and systemic candidiasis. It is a commensal yeast normally present in the oral cavity, 

digestive, respiratory and vaginal tracts of mammalian hosts (4,5). In hospitalized patients, 

C. albicans is the most prevalent species in the oral cavity (4,6). In addition, candidiasis 

is  the  most  frequently  diagnosed  fungal  infection  in  dental  practice  (7).  Oral  lesions 

involving C. albicans can be acute or chronic, but the clinical manifestations will depend 
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on the host's immune response. Conversely, Ataídes et al., (8) and Vallabhaneni et al., 

(9), refer to the significant increase in other Candida species with specially C. tropicalis, 

C.  guilliermondii,  C.  parapsilosis  and  more  recently  C.  lusitaniae  and  C.  auris  on 

hospitalized patients. These authors stated  that  C. auris  is now considered one of  the 

main risk factors of the oropharyngeal region due to the expression of multidrug resistance 

to most antifungal agents. Considering  the  increased prevalence of  these  infections  in 

patients hospitalized in the Intensive Care Unit (ICU), the exposure of health professionals 

and  the possibility of horizontal  transmission of  these species becomes  worrying  (10). 

Understanding  the  role  of  the  yeast  microbiota  that  colonize  the  two  populations  is  of 

importance, as both ICU patients and health professionals can potentially be a source of 

contamination  by  horizontal  transmission  (8).  A  hypothesis  of  route  transmission  was 

presented by De Groot et al., (11) and Mayer et al., (12). These authors stated Candida 

species  firmly  adhere  to  cell  surfaces  and  abiotic  surfaces,  such  as  invasive  medical 

devices.  Its  presence  on  these  surfaces  could  facilitate  its  intra­hospital  transmission 

(between patients and health professionals) due to inadequate biosecurity practices. 

Medical literature on topics related to the diversity of the oral microbiota is limited. 

The need to understand the role of the oral microbiota in disease is thus, of paramount 

importance. Due to the epidemiological importance of Candida transmission in hospital 

environments, the objectives of this study were to evaluate the yeast microbiota present 

in ICU COVID­19 patients and health professionals, in direct contact with these patients, 

and their role in the horizontal transmission of such microbiota.  
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Methods 

Study design and ethical aspects  

This  analytical  observational  case­control  study  was  designed  to  determine  the 

presence of fungal species in the oropharyngeal cavity of three different populations. This 

included PCR positive COVID­19  ICU patients without antifungal  therapy  (PUB, n=  36 

patients), health professionals working  in  the  ICU ward (PAS, n=  33 individuals) at  the 

Hospital da Baleia, Belo Horizonte, Brazil, and a control group of healthy individuals not 

in contact with  the hospital area (ICH, n= 59). Details of  the investigated population is 

shown in Table 1. Every participant filled up a questionnaire indicating their consent to 

participate in the study following ethical protocols at the involved institutions (see below). 

The sample size calculation was that proposed by Fleiss, (13), with reference to the value 

of  "d"  (size  of  the  relative  risk  factor  for  comparison  between  groups)  with  a  medium 

relative risk defined with the value of 0.5, suggested by Cohen (14). Applying the Fleiss 

formula, considering the significance level values (respectively α= 5%) and the power of 

the test (respectively β= 80%), the number of participants in the study was calculated to 

be 29 participants in each group. Therefore, with the intention of facilitating the statistical 

analysis final data calculations, the value was rounded to 30 participants. The chi­square 

test was used at a 5% significance level and the statistical analyzes in  this report was 

executed in the software R v. 4.0.1 (15,16). 

The protocols of the study were submitted and approved by the Research Ethics 

Committee of Hospital da Baleia (Belo Horizonte, Brazil; CAAE: 31806720.0.0000.5123). 

Subsequently, the research project was also approved by the Research Ethics Committee 

of  the  Federal  University  of  Minas  Gerais,  Belo  Horizonte,  Brazil  (UFMG  CEP­UFMG; 
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CAAE: 45240721.4.0000.5149). After signing the informed consent form for participation 

in the study, samples from the three groups were collected (PAS, PUB and ICH). 

Sample collection and culture of clinical specimens  

Glass  tubes  containing  sterile  swabs  were  used  to  collect  the  specimens.  The 

swabs  were  positioned  in  the  mouth  against  the  buccal  mucosa  and  the  sample  was 

collected with rapid rotational movements for ~20 seconds. Tubes were identified, sealed 

and transported, on the same day of collection, to the Microbiology Laboratory Hospital 

da  Baleia.  The  swabs  were  removed  under  class  II  biosafety  cabinet,  and  the 

CHROMOagar plates (CROMOagar, Pinhais, PR. Br) were aseptically inoculated with the 

swabs. The medium contains antibiotics (chloramphenicol) to eliminate oral bacterial flora 

and a mixture of chromogenic substances that give specific colors to different  Candida 

and  other  fungal  species.  According  to  the  company  instructions,  the  colonies  of  C. 

albicans  are  green,  C.  tropicalis  blue,  and  C.  krusei  pink,  with  high  specificity  and 

sensitivity.  

To inoculate the plates, the swabs were gently placed against the CHROMOagar 

plates and with rotating movements, the swab content distributed over the entire surface 

of  the  agar.  Once  the  plates  were  inoculated  with  the  clinical  specimen,  they  were 

incubated at 37°C for 7 days. Colored colonies, indicating positive plates, were collected 

and  subcultured  on  2%  Sabouraud  Dextrose  agar  for  PCR  and  Matrix­Assisted  Laser 

Desorption  Ionization­Time  of  Flight,  Mass  Spectrophotometry  (MALDI­TOF  MS) 

analyses. Plates without mycological growth were discarded after 10 days of incubation 

and  considered  negative.  Sub­cultured  yeast  colonies  were  kept  in  2%  Sabouraud 

Dextrose agar slant tubes at 25°C until use. 
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Identification of Candida species by MALDI­TOF 

Colonies  kept  in  slant  2%  Sabouraud  dextrose  agar  tubes  were  analyzed  on a 

MicroFlex  LT  mass  spectrophotometry  platform  (Bruker  Daltonics  Inc.  Billerica,  MA), 

available  at  Michigan  State  University's  Veterinary  Diagnostic  Laboratory  facility.  The 

fungal samples collected from the cultures were processed for mass spectrophotometry 

instrument according  to  the manufacturer's  instructions  (Bruker Daltonics  Inc. Billerica, 

MA). Briefly, individual colonies were spotted on duplicate wells and 1uL of freshly made 

70% formic­acid was added on each spots. The fungal spots were allowed to dry and 1 

uL of matrix (HCCA, Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA), was added. Identification of the 

yeast was performed using MBT Compass Explorer 4.1  (Bruker Daltonics Inc. Billerica, 

MA), using Bruker reference library version 11.The MALDI­TOF scores range from 0.0 to 

3.0 for proper species identification, and a score of 2.0 or greater than 2.0 is considered 

successful identification. Scores less than 1.7 were interpreted as an isolation of different 

yeast species (species other than the genus Candida sp.) according to the parameters 

provided by the manufacturer (Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA). The dendogram data 

were constructed using MBT Compass Explorer 4.1 (Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA). 

Fungal isolates with low scores in MALDI­TOF (1.7≥) were subjected to molecular analysis 

for its final identification.  

Molecular and Phylogenetic analyses 

Using  Fungi/Yeast  Genomic  DNA  isolation  Kit  (NORGEN  Biotek  corp,  ON, 

Canada) the genomic DNA from the of the investigated isolates were obtained. Reagents 

needed to generate yeast lysates are provided in the kit. The extraction of total genomic 
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DNA  was  according  to  the  manufacturer´s  instructions  (NORGEN  Biotek  corp,  ON, 

Canada).  The  isolated  total  genomic  yeast  DNA  was  kept  at  ­80oC  until  use.  Fungal 

isolates  with  MALDI­TOF  scores  lower  than  1.7,  were  further  investigated  through 

molecular  techniques  such  as  PCR  and  DNA  sequencing.  The  genomic  DNA  of  the 

investigated  fungal  species  were  PCR  amplified  using  universal  primers  NS1  (5'­

GTAGTCATATGCTTGTCTC­3')  and  NS8  (5'­TCCGCAGGTTCACCTACGGA­3') 

targeting the 18S SSUrDNA gene region (Gargas & DePrist, 1996 [17]). The PCR cycle 

consists of an initial 10 min denaturation at 95°C, followed by 35 cycles of denaturation 

(30s to 94°C), annealing (30s to 61°C) and extension (45s to 72°C). PCR ends with a final 

elongation  of  10  min  at  72°C.  PCR  amplification  was  performed  with  a  96­well 

thermocycler  (Thermo  Fisher,  Waltham,  MA,  USA).  Purified  PCR  products  were 

sequenced in both directions with the same primers. DNA sequencing was performed at 

Michigan  State  University's  Genomics–Research  Technology  Support  Facility 

(www.search.msu.edu).  The  DNA  sequences  obtained  were  analyzed  using  the  Basic 

Local  Alignment  Search  Tool  (BLAST)  technique  available  at  the  National  Center  for 

Biotechnology  Information  (NCBI  –  www.ncbi.nlm.nih.gov).  The  DNA  sequences    of 

Candida spp. in the study, with identity values ranging from 99% to 100% of the species 

detected in BLAST, were identified as such. Sequences with identity values  lower than 

98% were not considered. 

The  DNA  sequences  were  aligned  in  MEGA  X  (18)  with  other  Candida  DNA 

sequences  trees  were  inferred  by  Maximum  Likelihood  (ML)  and  Kimura­2  parameter 

model  using  MEGA  X  (19).  The  topologies  generated  for  ML  analysis  were  fully 

compatible and branches were considered supported when boots­strap values exceeded 
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70%.  Initial  tree(s)  for  the  heuristic  search  were  obtained  automatically  by  applying 

Neighbor­Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the 

Maximum Composite Likelihood (MCL) approach, and then selecting  the  topology with 

superior log likelihood value. Evolutionary analyzes were performed on MEGA X (18). 

 

Results 

Fungal Species Recovered in culture 

Fungal  species  growing  on  CHROMOagar  plates  were  properly  identified  by 

MALDI­TOF  and  DNA  sequencing  analyses.  Thirteen  different  fungal  species  were 

identified: Candida albicans, C. dubliensis, C. glabrata, C. guillermondii, C. orthopsilosis, 

C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, Ogataea polymorpha, Pichia kudriavzevii, P. 

manshurica, Saccharomyces cerevisiae, and Trichosporon asahii (Figure 1, Table 2). 

Candida  spp.  and  other  fungal  species  were  found  in  colonized  individuals 

(including hospital individuals and control group) with positive results in culture (Figure 1). 

The most prevalent species  in all examined  fungal  specimens  (n= 223) were Candida 

albicans  (30.5%)  followed  by  C.  glabrata  (23.3%),  C.  parapsilosis  (10.3),  C.  tropicalis 

(4%),  C.  orthopsilosis  and  C.  dubliensis  (3.1%  each),  Pichia  kudriavzevii  and 

Trichosporon  asahii  (1.3%  each),  C.  guilliermondii  (0.9%),  C.  lusitaniae,  Ogataea 

polymorpha,  Pichia  manshurica,  and  Saccharomyces  cerevisiae  (0.4%  each) 

respectively. In the examined specimens 19.7% showed negative growth in the first stage 

of the study (Figure 1, Table 2). 

When  the  number  of  isolates  recovered  from  individuals  related  to  hospital 

environment and those from the control group were compared, C. albicans was the most 
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prevalent species in the group control, with 26.4% in group case and 56.5% in the group 

control respectively (Figure 1, Table 2).  Relevant to the study was the high number of C. 

albicans isolates recovered from individuals in the control group (Figure 1). In contrast, C. 

glabrata was significantly prevalent among patients and hospital workers  (46.4%) than 

the control group (1.4%). Candida parapsilosis was isolated in 10% of hospital individuals 

and 17.4% in the control group, whereas C. tropicalis showed a similar percentage in both 

groups  (4.5%  hospital  versus  5.8%  control  group)  (Figure  1).  Candida  dubliensis  was 

more prevalent in hospital individuals (4.5%) than those in the control group (2.9%). In 

contrast, C. orthopsilosis showed 0.9% in hospital personnel and 8.7% in the control group 

(Figure  1,  Table  2).  Interestingly,  Pichia  kudriavzevii,  was  isolated  only  in  individuals 

related to the hospital environment (2.7%) but not in the control group (Figure 1, Table 2). 

Similar results were observed with Ogataea polymorpha and Pichia manshurica both with 

0.9% of frequency. The percentage of Trichosporon asahii recovered in both groups were 

in some way similar (1.8% and 1.4% respectively). Comparable results were obtained in 

C.  guiliermondii  in  both  groups  (0.9%  versus  1.4%  respectively).  Candida  lusitaniae 

(1.4%)  and  Saccharomyces  cerevisiae  (1.4%)  were  recovered  in  culture  only  from 

individuals in the control group (Figure 1, Table 2). Negative cultures were recorded in all 

investigated groups as follows: hospital workers (n= 28), control group (n= 9) and ICU 

patients (n= 7) (Figure 1). 

 

Statistical analysis 

According to statistical data, the fungal species found in Health Professionals and 

the group of ICU patients did not differ significantly, maintaining equivalent proportions in 
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both groups. For example, the proportion of C. glabrata found in healthcare professionals 

is similar to the ratio found in ICU patients (Table 3). This trend can also be observed in 

C. albicans as well other species in this study (Table 3).  

 

MALDI­TOF analysis 

The identity of the fungal isolates was determined by the use of MALDI­TOF (Figures 1­

3). Candida species (n= 175) spectra profile in cladistic analysis these species clustered 

in a similar pattern to that in phylogenetic analysis (see below). For instance, MALDI­TOF 

dendograms  using  C.  glabrata  (n=  50)  and  C.  albicans  (n=  29)  (Figures  2,3)  protein 

spectra profiles, showed these two species grouped into several monophyletic clusters. 

Each cluster was subdiviedd in to several sub­groups, each containing isolates from ICU 

patients  (orange)  along  with  that  of  their  health  professionals  (green)  (Figures  2,3). 

Interestingly,  some  ICU  patients  (orange)  displayed  the  same  fungal  patterns  as  that 

associated to their physician (green), suggesting horizontal transmission. 

 

Molecular and phylogenetic analyses 

The evolutionary history, according to Saitou and Nei, (20), was inferred using the 

Neighbor­Joining method. The ideal trees with the sum of branch lengths = 0.00913653 

(Figure 4), branch = 0.01115998 (not shown), branch = 0.00584664 (not shown), branch 

= 0.00584664 (not shown), branch = 0.00203149 (not shown) were used. The percentage 

of  replicated  trees  in  which  the  associated  taxa  grouped  in  the  bootstrap  test  (1000 

replicates) are shown next to the branches. According to their nucleotide polymorphism, 

the phylogenetic trees showed C. glabrata separate in several clusters, each holding ICU 
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patients  and  health  professionals  (Figure  4).  A  similar  result  was  also  observed  in  C. 

albicans  and  C.  parapsilosis  (data  no  shown).  Based  on  the  DNA  sequencing  and 

phylogenetic analysis of Candida species isolated in this study, a correlation was found 

between  Candida  species  polymorphic  sites  and  the  health  professionals  (green) 

interaction with those ICU patients (orange) with identical Candida genotypes (Figure 4). 

 

Discussion  

  Within the hospital environment, a wide variety of microorganisms with the ability 

to initiate debilitating infections in patients with a weakened immune system are commonly 

reported  (1­4,21­23).  Thus,  it  is  of  fundamental  importance  to  understand  the 

epidemiology of such infections, in particular those caused by Candida species, especially 

with the emergence of antifungal resistant strains, such as C. auris (24, 25). Candida auris 

is an emerging fungus developing yeast cells with serious threat to public health due to 

formation of biofilms and its intrinsic resistance to antifungal drugs commonly used to treat 

Candida infections (24). In October 2016, the Pan American Health Organization/World 

Health Organization (PAHO/WHO) published an epidemiological alert based on reports of 

C. auris outbreaks in Latin American health care systems, recommending that Member 

States adopt several measures to prevent and control outbreaks caused by this pathogen 

(26). In December 2020, the first case of C. auris was identified in Brazil (27). The resistant 

isolate  was  recovered  from  the  tip of  a  catheter  in  a patient admitted  to  the  ICU  of  a 

hospital in Salvador/BA/Brazil, this was the first case of 15 other outbreaks. The cases in 

Brazil were confirmed as C. auris by MALDI­TOF analysis (27). 
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The three investigated groups (health professionals, ICU COVID­19 patients, and 

the control group) harbored several Candida species, with C. albicans and C. glabrata 

being the most frequently isolated (Table 2, Figure 1). Studies such as those by Ataídes 

et al.,  (8) and Vallabhaneni et al.,  (9),  refer  to  the significant increase  in Candida spp. 

species in hospitalized patients, with special relevance to C. tropicalis, C. guilliermondii, 

C. parapsilosis and more recently C. glabrata and C. auris (8,24­26,28). Although we did 

no isolate C. auris, this study found C. glabrata with a prevalence of 46.4% in ICU patients 

and their health professionals (26 patients and 25 health professionals) (Table 2, Figure 

1). Subsequently, C. albicans was in second place with 26.4%, from which 14 were ICU 

patient and 15 health professional. In third place, C. parapsilosis has a prevalence of 10% 

of the total sample, with five ICU patients and six health professionals (Table 2). Candida 

tropicalis and C. dubliensis with fourth (4.5%), fifth with Pichia kudriavzevii (2.7%), sixth 

with Trichosporon asahii  (1.8%), seventh with C. orthopsilosis, C. guilliermondii, Pichia 

manshurica, and Ogataea polymorpha (0.9%). In the control group, C. albicans was first 

with a prevalence of 56.5%, followed by C. parapsilosis with 17.4%. In third place is C. 

orthopsilosis with 8.7%, in fourth place C. tropicalis  is present with 5.8% followed by C. 

dubliensis  with  2.9%  in  fifth  place.  The  last species  were  identified  as  C.  glabrata,  C. 

guilliermondii, C. lusitaniae, Trichosporon asahii, and Saccharomyces cerevisiae (Table 

2, Figure 1). 

  According  to  Silva  et  al.  (29)  hospitalized  patients  can  be  colonized  by  yeast 

species, some of  them with multiresistance to antifungals,  such as C. glabrata species 

that displays intrinsic resistance to Fluconazole, Itraconazole, and Amphotericin B (29). 

Our  data  showed  C.  glabrata  is  present  not  only  in  ICU  patients,  but  also  in  health 
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professionals  taking  care  of  those  patients,  a  data  consistent  to  that  in  other  studies 

(29,30) (Figures 1,2,4). As previously described, C. glabrata horizontal transmission is a 

strong possibility, since some of the health professionals were in close contact with those 

ICU patients with  identical MALDI­TOF profiles (10) (Figure 2). A similar outcome was 

recorded in 2.7% of the participants with Pichia kudriavzevii (Table 2). According to Xi et 

al.,  (31)  Candida  spp.  possess  the  ability  to  transfer  genetic  information,  such  as 

antifungal resistance, to other species. 

One  of  the  main  features  of  Candida  species  is  their  ability  to  adhere  abiotic 

surfaces  developing  biofilms,  and  to  decrease  basal  metabolism  production  to  survive 

outside  the  host  (11,12,23).  Our  study  found  that  some  health  professionals  (green) 

(pharmacists and pharmacy technicians; participants 62, 63, 64, 65 and 68) without direct 

contact  with  COVID­19  patients  (orange)  displayed  the  same  MALDI­TOF  spectra 

between the two groups (Figure 2,3). For instance, these participants displayed the same 

polymorphic DNA sequences of C. glabrata in the phylogenetic tree with DNA sequencing 

(Figure  4)  and  in  MALDI­TOF  protein  profile  dendograms  (Figures  2,3)  to  that  in  ICU 

patient (participants. 40, 43, 44, 47, 51, 57, 70, 71, and 72) (Figure 2). A similar situation 

occurs with participant number 50, a  laboratory worker without direct contact with  ICU 

patients but, according to the MALDI­TOF analysis, the laboratory worker displayed the 

same Candida profile of participant 44, an ICU patient (Figure 3). This interesting finding 

was observed also on non­health professionals (ICU secretary, number 4 and 13) sharing 

the same protein profile as that of ICU patients (number 5, 21, and 61) (Figures. 2,3). Also 

C. parapsilosis displayed a similar pattern where a professional responsible for cleaning 

the  site  (number  16),  has  the  same  polymorphic  DNA  sequence  as  two  ICU  patients 
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(numbers 25 and 59) (data not shown). These observations agree with  the statements 

made  by  several  authors  investigating  horizontal  transmission  of  normal  flora  within 

hospital environments (11,12,23,32,33).  In addition, patients admitted to  the COVID­19 

ICU included in this study did not show clinical symptoms of Candida spp. infection. 

Our  data  showed  the  possibility  of  fungal  microbiota  horizontal  transmission 

between ICU patients and their health professionals. The finding can be explained by the 

excess  of  hospital  admissions  in  the  ICU  during  the  COVID­19  pandemic  and  by  the 

inclusion of new health professionals with short­term training to meet the growing hospital 

admission demands. These unusual events possibly have had an impact on the results 

encountered  in  this  study.  For  instance, during  the  pandemic,  the elevated  number  of 

patients with COVID­19 without  the possibility of a place in  the  ICU, were relocated to 

other places no prepared to receive high number of patients with COVID­19. This was a 

feature in common with other health centers around the globe, thus breaking the barriers 

of hospital biosafety (22­24). The importance of this study is to draw the attention of public 

health authorities on the unseen risks hospital could face during catastrophic events. 

 

Conclusion 

Using MALDI­TOF protein profile and DNA sequencing of the fungal microbiota present 

in the oral cavity of health professionals and ICU patients, our study showed the possibility 

of yeast species horizontal transmission in hospital environments. The finding of identical 

fungal profiles using MALDI­TOF and phylogenetis analyses, among health professionals 

and  ICU  COVID­19  patients,  suggests  there  is  a  need  to  review  existing  biosafety 

strategies  and  propose  new  measures  to  ensure  better  control  on  the  spread  of 
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opportunistic microbiota during high demand events. There is a lack of data on the risks 

Candida species pose to the quality­of­life on infected COVID­19 patients, and thus, this 

study  called  the  attention  on  potential  nosocomial  Candida  species  horizontal 

transmission that could impact human health.   
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Figure 1. The chart shows the number of fungal species recovered during the study and 

the correlation with their health professional involvement,  including culture positive and 

negative individuals, and the control group (ICU= Intensive Care Unit). 
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Figure 2. Dendogram based on protein spectra profile (MALDI­TOF) of Candida glabrata 

showing several clusters comprising intensive care unit (ICU) patients (orange) and health 

professionals  (green).  Numbers  on  the  right  colum  represent  different  ICU  patiens 

(orange) and health professionals (green).    
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Figure 3. Dendogram based on protein spectra profile (MALDI­TOF) of Candida albicans 

showing  several  clusters  comprising  intensive  care  unit  patients  (orange)  and  health 

professionals  (green).  Numbers  on  the  right  colum  represent  different  ICU  patiens 

(orange) and health professionals (green).    
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Figure 4. Phylogenetic tree using 18S SSUrDNA sequences of C. glabrata recovered from 

hospital patients and their health professionals. The figure shows C. glabrata divided into 

several  monophyletic  clusters,  each  containing  ICU  patients  (orange)  and  health 

professionals  (green).  Numbers  on  the  tree  branches  represent  different  ICU  patiens 

(orange)  and  health  professionals  (green).  The  scale  bar  indicates  nucleotide 

substitutions per site.   
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Table 1­ Variables and characterization of the selected individuals in the study 

Variables  Individuals  Number  % 

Group 
Cases  69  53,90 

Control  59  46,10 

 

Subgroups 

Patients ICU  36  28,12 

Health Professionals   33  25,78 

Control group  59  46,10 

Sex 
Females  81  63,28 

Males  47  36,71 

Age 
Adult  115  89,84 

Senior (> 65 year­old)  13  10,16 

Profession 

Administration ICU  1  0,8 
Pharmacy assistant  4  3,1 
Biomedical  1  0,8 
COVID patient  36  28,1 
Dentist  1  0,8 
Nurse  4  3,1 
Medical Student  1  0,8 
Pharmaceutical  1  0,8 
Physiotherapist  1  0,8 
Speech therapist  1  0,8 
G. Control  59  46,1 
Cleaning personnel  1  0,8 
Physician (female)  1  0,8 
Physician (male)  1  0,8 
Nutritionist  1  0,8 

Nursing assistant  13  10,2 

Growth          
Negative   

Case  35  79,54 
Control  9  20,46 

ICU= Intensive care unit 
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Table 2. Cross comparison between isolates recovered from hospital individuals versus 

control group  

Species  Hospital (%)  Control (%)  Total (%) 
Candida albicans  29 (26,4%)  39 (56,5%)       68 (38,0%) 
C. glabrata  51 (46,4%)  1 (1,4%)  52 (29,1%) 
C. parapsilosis  11 (10,0%)  12 (17,4%)  23 (12,8%) 
C. tropicalis  5 (4,5%)  4 (5,8%)  9 (5,0%) 
C. dubliensis  5 (4,5%)  2 (2,9%)  7 (3,9%) 
C. orthopsilosis  1 (0,9%)  6 (8,7%)  7 (3,9%) 
Pichia kudriavzevii  3 (2,7%)  0 (0,0%)  3 (1,7%) 
Trichosporon asahii  2 (1,8%)  1 (1,4%)  3 (1,7%) 
C. guilliermondii  1 (0,9%)  1 (1,4%)  2 (1,1%) 
C. lusitaniae  0 (0,0%)  1 (1,4%)  1 (0,6%) 
Ogataea polymorpha  1 (0,9%)  0 (0,0%)  1 (0,6%) 
Pichia manshurica  1 (0,9%)  0 (0,0%)  1 (0,6%) 
Pseudomonas   0 (0,0%)  1 (1,4%)  1 (0,6%) 
Saccharomyces cerevisiae  0 (0,0%)  1 (1,4%)  1 (0,6%) 
Total  110 (100,0%)  69 (100,0%)  179 (100,0%) 

 

Table 3. The use of Chi­square test to investigate differences between Subgroups. 

Species   Patient 
ICU 

Health Care 
workers 

Total 

Candida glabrata  26(23,6%)a  25(22,7%)a  51(46,4%) 
C. albicans  14(12,7%)a  15(13,6%)a  29 (16,5%) 
C. parapsilosis  5(4,5%)a  6(5,5%)a  11(10,0%) 
C. tropicalis  4(3,6%)a  1(0,9%)a  5(4,5%) 
C. dubliensis  3 (2,7%)a  2 (1,8%)a  5 (4,5%) 
Pichia kudriavzevii  1(0,9%)a  2(1,8%)a  3(2,7%) 
Trichosporon asahii  1(0,9%)a  1(0,9%)a  2(1,8%) 
C. guilliermondii  1(0,9%)a  0(0,0%)a  1(0,9%) 
Ogataea polymorpha  0(0,0%)a  1(0,9%)a  1(0,9%) 
C. orthopsilosis  1(0,9%)a  0(0,0%)a  1(0,9%) 
Pichia manshurica  1(0,9%)a               0(0,0%)a  1(0,9%) 
Total  57(51,8%)  53(48,2%)    110(100,0%) 

a Do not differ significantly from each other at the 0.05 level by the chi­square test. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

A partir dos resultados dessa pesquisa, torna­se relevante reforçar a necessidade 

da  compreensão  do  real  papel  da  microbiota  oral,  demonstrando  a  importância  de 

elaborar estratégias de biossegurança para combater  infecções nosocomiais geradas 

pelos microrganismos estudados nessa pesquisa. A capacidade de aderir a superfícies 

abióticas e de diminuir o metabolismo basal para sobreviver fora do hospedeiro por um 

longo período, salienta esse indício de que possa existir uma transmissão horizontal de 

leveduras no ambiente hospitalar, enfatizando a necessidade de  rever as estratégias 

existentes de biossegurança hospitalares. É importante refletir que a transmissão entre 

paciente e profissional é de grande preocupação, já que além das características citadas 

acima, o gênero Candida  tem a capacidade de se  reproduzir de  forma sexuada, um 

tanto quanto problemático, no que se  refere a nova espécie desse gênero notificada 

pela  ANVISA,  a  Candida  auris,  a  qual  apresenta  resistência  a  vários  antifúngicos 

existentes no mercado. Essa resistência a antifúngico poderia ser facilmente transmitida 

se essa espécie e outras espécies desse gênero que apresentam resistência intrínseca 

a antifúngicos  trocarem  informações com outras espécies que não apresentam essa 

característica.  Em  destaque  a  uma  dessas  espécies  com  resistência  intrínseca  a 

antifúngico, no grupo caso (PUB, no qual se encontram os pacientes com COVID­19, e 

PAS, de profissionais que atuam na UTI), a espécie com maior prevalência foi a Candida 

glabrata, a qual apresenta resistência intrínseca a fluconazol (medicamento de primeira 

escolha para tratamento de infecções fúngicas). Já o grupo controle, Candida albicans 

apresentou  maior  prevalência,  sendo  considerada  uma  espécie  comum  e  sem 

resistência intrínseca a antifúngicos.   

Com os dados obtidos nessa pesquisa, devem ser propostos novos protocolos 

que possam culminar com um maior controle de transmissão desses microrganismos, 

visando  prevenir,  controlar  e  eliminar  riscos  de  contaminação  de  superfícies  e 

transmissão de patógenos para o controle de infecções secundárias a COVID­19 que 

apresentam  riscos  para  a  qualidade  de  vida  e  saúde  humana,  resultando  em  mais 

segurança tanto para os pacientes internados quanto para os profissionais da área de 

saúde responsáveis por seus cuidados. 
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APÊNDICE A – FIGURAS 

 
Figura 8 – Sequência laboratorial do plaqueamento a extração genômica. 

 
A­  Plaqueamento. B­ Coleta de amostras. C­ Coleta de amostras. D, E e F 

Extração genômica.   
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Figura 9 ­Sequência Laboratorial do PCR. 

 
G, H, I e J­ Extração genômica. K e L­ PCR 
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APÊNDICE B ­ QUESTIONÁRIO EXCLUDENTE PARA POPULAÇÃO ISENTA DE 

CONTATO HOSPITALAR 
 

Seleção de pacientes para a pesquisa 

Número de identificação:______ 

Sexo biológico: ______ 

Idade:______ 

(  )Adultos entre 20 e 55 anos 

­ Foi realizado tratamento odontológico nos últimos 6 meses? 

         (  ) Sim                                                   (  ) Não 

­ Está fazendo uso de algum medicamento atualmente? 

         (  ) Antibióticos  (  ) Corticoides (  ) Imunossupressores.  

­ É portador de doenças Crônicas, Diabetes, Lúpus, Doenças Infecciosas? 

      (  ) Sim                                      (  ) Não  

 Se sim, qual?  

___________________________________________ 

­ É Etilista? 

      (  ) Sim                                   (  ) Não 

­ É Fumante? 

      (  )Sim                                   (  )Não 
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ANEXO A ­ CARTA DE ACEITE DA MICHIGAN STATE UNIVERSITY PARA 

DESENVOLVIMENTO DO PROJETO DE PESQUISA 
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ANEXO B – PARECER APROVAÇÃO CEP – HOSPITAL DA BALEIA E UFMG 
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