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RESUMO

Leveduras do género Candida sdo integrantes da microbiota do corpo humano e,
quando hd um desequilibrio entre microbiota e hospedeiro, podem se tornar patégenos
oportunistas, sendo C.albicans a espécie mais frequente. A candidiase sistémica
apresenta sintomatologia infecciosa localizada que se dissemina a outros 6rgdos por via
hematogénica. O antifungico fluconazol inibe a sintese de ergosterol — componente
essencial da membrana da célula fungica — e € amplamente utilizado para profilaxia e
tratamento de infec¢Oes causadas por espécies de Candida. Enquanto algumas sdo
geneticamente resistentes (C.krusei) ou facilmente adquirem resisténcia (C.glabrata) a
fluconazol, ndo ha muitos relatos de resisténcia em C.albicans. Porém, esta levedura
pode desenvolver mecanismos de resisténcia a fluconazol, incluindo mutacdes no gene
ERGI1, codificador da producdo da enzima que atua na biossintese do ergosterol. O
presente estudo realizou a caracterizacdo do perfil de suscetibilidade frente a
antifingicos de isolados de C.albicans obtidos de hemoculturas, bem como a
investigacdo da ocorréncia de mutagdes no gene ERG1I de dois isolados de C.albicans
(LIF-E10 e LIF 12560) que apresentaram resisténcia fenotipica in vitro a fluconazol. O
estudo contou com 147 isolados de C.albicans provenientes de hemoculturas realizadas
no Hospital de Clinicas/yUNICAMP no periodo de 2006 a 2010 e também com os
isolados LIF-E10 e LIF 12560, que sdo procedentes de outros materiais clinicos
(escovado esofdgico e cavidade bucal, respectivamente). Os isolados estavam
previamente identificados segundo metodologia micologica manual e automacgdo
(equipamento Vitek® 2 bioMérieux). Foram reativados por meio de cultura em 4gar
Sabouraud dextrose e posteriormente depositados em painéis para identificacdo no
equipamento BD Phoenix®. Os testes de suscetibilidade in vitro aos antifingicos
micafungina, anfotericina B, S5-flucitosina, fluconazol, voriconazol, itraconazol e
caspofungina foram realizados por microdiluicdo em caldo segundo os documentos
M27-A3 e M27-S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A triagem de
mutacdes no gene ERGII de LIF-E10 e LIF 12560 ocorreu pela amplificacdo de trés
regides génicas, com os iniciadores ERGSec1A/1B, ERGSec2A/2B e ERGSec3A/3B. O
produto resultante foi submetido a sequenciamento e andlise dos fragmentos de DNA
amplificados por meio da comparacdo a uma cepa padrdo suscetivel a fluconazol
(C.albicans ATCC 90028). Dos 147 isolados clinicos que passaram por reativagdo, 143
foram recuperados e quatro ndo apresentaram crescimento. Dos 143 submetidos a
reidentificacio no equipamento BD Phoenix®, 128 (89,5%) foram identificados como
C.albicans e 15 (10,5%) foram identificados como Candida dubliniensis. Com o
resultado divergente apresentado pelo BD Phoenix® em relacio a identificacio anterior
feita pelo Vitek® 2, foi necessdria a realizacdo do sequenciamento (iniciadores
ITS4/1TSS e NLI/NL4), que resultou na confirmagdo dos 15 isolados como
pertencentes a espécie C.albicans. Nos testes de suscetibilidade in vitro, todos os
isolados de hemocultura foram caracterizados dentro da faixa suscetivel (S) frente a
todos os antifingicos testados, corroborando com dados epidemioldgicos mundiais que
demonstram o predominio do perfil suscetivel de C.albicans. O sequenciamento do
gene ERGI1 dos isolados LIF-E10 e LIF 12560 revelou seis mutagdes (G448V e G464S
para LIF-E10 e E116D, T128K, E266D e A298V para LIF 12560), todas descritas na
literatura como associadas ao fendmeno de resisténcia de C.albicans a fluconazol.

Palavras-chave: Candida albicans; antifingicos; candidemia.



ABSTRACT

Candida species are present in the human body microbiota and, when there is an
imbalance in the relationship between microbiota and host, these yeasts can become
opportunistic pathogens, being Candida albicans the most frequently found species. The
systemic candidiasis presents localized infectious symptoms and is able to spread to
other organs through the haematogenous route. The fluconazole antifungal inhibits the
synthesis of ergosterol — an essential component of the fungal cell membrane — and is
the most common prophylactic choice when treating candidiasis. While some species
are intrinsically resistant to fluconazole (C.krusei) or are more prone to develop
resistance (C.glabrata), reports on the resistance of C.albicans to fluconazole are rare.
However, this species is in fact able to develop such resistance mechanisms, including
the mutations of the ERGI1 gene, which codifies the production of the enzyme that acts
in the biosynthesis of the ergosterol. This report aimed to perform an antifungal
susceptibility surveillance study on C.albicans bloodstream samples, as well as
investigating mutations in the ERG11 gene on two clinical C.albicans isolates (LIF-E10
and LIF 12560) that had previously presented in vitro resistance to fluconazole. This
experiment was provided with 147 samples of C.albicans isolates from hemocultures
that had been conducted in the Hospital and Clinics of the State University of Campinas
from 2006 to 2010, as well as the LIF-E10 and LIF 12560 isolates, obtained,
respectively, from oral cavity and esophageal cavity. The bloodstream isolates had been
previously identified by conventional methods and Vitek " 2 Systems (bioMérieux), and
were reactivated through Sabouraud dextrose agar cultures, being subsequently placed
in identification panels in the BD Phoenix equipment. The in vitro tests to
susceptibility to antifungals micafungin, amphothericin B, 5-flucytosine, fluconazole,
voriconazole, itraconazole and caspofungin were performed by the broth microdilution
methodology in accordance with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
documents M27-A3 and M27-S4. The screening of the ERG11 gene mutations of the
LIF-E10 and LIF 12560 isolates was obtained by amplifying three genic regions
through specific PCR primers ErgSeclA/1B, ErgSec2A/2B and ErgSec3A/3B. The
resulting product was submitted to both sequencing and analysis of the DNA fragments,
amplified by comparing them to the standard fluconazole-sensible sample C.albicans
ATCC 90028. From the 147 clinical isolates that went through reactivation, 143 were
recovered, whereas four did not present any growth. From the 143 submitted to
reidentification in the BD Phoenix equipment, 128 (89.5%) were identified as
C.albicans, and 15 (10.5%) were identified as Candida dubliniensis. Since such result
presented by the BD Phoenix  differed from the previous identification by the Vitek 2,
the sequencing was necessary (primers ITS4/ITS5 and NLI1/NL4), resulting in the
confirmation of the 15 isolates as belonging to the C.albicans species. Regarding the in
vitro susceptibility tests, all hemoculture isolates were characterized within the
susceptible range (S) when facing all of the tested antifungals, corroborating with the
epidemiological data that shows the dominance of the susceptible profile of the
C.albicans. The nucleotide sequence analysis of the ERG11 gene of both C.albicans
isolates LIF-E10 and LIF 12560 revealed 6 nucleotide mutations (E116D, T128K,
E266D, A298V, G448V, and G464S to LIF 12560), all of them previously reported on
the data as associated to the phenomenom of the C.albicans fluconazole resistance.

Keywords: Candida albicans; antifungal drugs; candidemia.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Aspecto macromorfolégico de cultura de Candida sp. em dgar Sabouraud

AEXETOSE. .ttt ettt e ettt e et e e et e e eab e e e st e e e bt e s ebteesneeesabaees 21
Figura 2: Prova do Tubo Germinativo positiva para C.albicans ..............cccccceeeueen... 21
Figura 3: Filamentacdo de C.albicans em agar fubd...........cccccooviiiiniiiniiiiniieiieee 21
Figura 4: Equipamentos BD Phoenix® (A) € Vitek® 2 (B) .......ovvevevveeereeeeseeeeeenen. 22
Figura 5: Esquema ilustrativo do DNA ribossomal fingico...........ccecceevverieeniinneennne. 23

Figura 6: Espelho de leitura com placa de microdilui¢do posicionada..............cc........ 35



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Orienta¢des interpretativas do CLSI para testes de suscetibilidade in vitro de
Candida spp. frente a0s antifingiCoS .........cooeeriiiiiiiiiiiieieeee e 25

Tabela 2: Descricao dos iniciadores utilizados ..........ccoecveeriiiiiniiieiniiieiniieeeeeeee e, 37

Tabela 3: Sequenciamento ITS4 e ITS5 — Comparacdo com Genbank, ISHAM e CBS
........................................................................................................................................ 41

Tabela 4: Sequenciamento NL1 e NLL4 — Comparacdo com Genbank e CBS .............. 41

Tabela 5: Intervalos de leitura da concentracio inibitéria minima e valores de CIMsg e
CIMyy dos isolados de hemocultura frente aos agentes antifingicos micafungina,
anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol e caspofungina....... 42

Tabela 6: Intervalos de leitura da concentragdo inibitéria minima dos isolados LIF
12560 e LIF-E10 frente aos agentes antifiingicos micafungina, anfotericina B, 5-
flucitosina, fluconazol, itraconazol € VOIriCONAZOL .......ccouuueeveeeeeeeeeeeee e 42

Tabela 7: Mutagdes nucleotidicas e substituicdes correspondentes nos aminoécidos .. 43



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ABC: ATP-Binding Cassette

AMB: anfotericina B

ASD: agar Sabouraud dextrose

ATCC: American Type Culture Collection

BHI: Infusdo de Cérebro e Coracdo (Brain Heart Infusion)

BLAST: Basic Local Alignment Tool

CASP: caspofungina

CDR: Candida Drug Resistance

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

DNA: 4cido desoxirribonucléico

EDTA: 4cido etilenoaminotetracético

SFC: 5-flucitosina

FCL: fluconazol

FCM: Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP

HC-UNICAMP: Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP

h: horas

ISHAM: International Society for Human and Animal Mycology
ITS: Internal Transcribed Spacer

ITC: itraconazol

LaCTAD: Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da
Vida - UNICAMP

LEMDI: Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencas Infecciosas -
FCM/UNICAMP

LIF: Laboratério de Investigacdo em Fungos — FCM/UNICAMP
MCFG: micafungina

MDR: Multidrug Resistance

MOPS: icido morfolinopropanosulfonico

mL: mililitro

mM: milimolar

pL: microlitro

ng: nanograma

pb: pares de bases

PCR: reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)
rDNA: DNA ribossdmico

rpm: rotacdes por minuto

UFC: unidades formadoras de colonia

V: volts

VRC: voriconazol



SUMARIO

1.

INTRODUCAO . 12
1.1.  Candida albicans e outras espécies de Candida................ccccceveuivivenvecnuennnne. 12
1.2.  Patogenia das infeccdes por Candida SPP.........cecueeveeeueenieeiieeiienieenieeieeee 13
1.3 Candidemias.......ccceeeiiiiiierieeiieeieeie ettt sttt st 15
L4, ADTUNZICOS. coiuiiiiiiiieeiite ettt ettt e st e st e st esaneeen 16
1.5. Diagnéstico das infeccdes fUngicas .........oocueevuierieinieniieinieieeeeeeee e 20

1.5.1. Identificac@o das espécies de Candida ...............cccooceevoueiiiinienieenucnnannn. 20
1.6. Teste de suscetibilidade frente aos antifingiCos ...........cceecveerrieeinieennieenineenn. 24
1.7, JUSHEICATIVA .ottt ettt st 26

OBJETIVOS 27
ODbjJetiVO PriNCIPAL....ccc.eeiiiiiiiiiieeiie ettt ettt e e e e s e ens 27
ODbjetivOs ESPECTIICOS ...veeruiiiiiiieiiiie ettt ettt e e s 27

MATERIAL E METODOS 28
3.1, Local de trabalho ...........cooouiiiiiiiiiiiiiecec e 28
3.2.  Isolados clinicos para €StUAO ........c.eeeviieeriieiniieeiie ettt 28
3.3. Reativacdo dos micro-organismos selecionados para o estudo ............cce..e..... 29
3.4. Identificacdo dos 1501ad0OS CIINICOS ..cccuveirriiiiiiiiiiiiiiiiciceec e 29

3.4.1. Identificagcdo dos isolados clinicos utilizando o BD Phoenix® ................ 30

3.5. Sequenciamento dos isolados clinicos que apresentaram resultados divergentes

ENLTE OS SQUIPAMECIILOS ...eevuvrreruireeririeenireeesteeeseteeessreessreesssreessseeesseessseesssseesssseessseesns 30
3.5.1.  Extrac@o de DINA.....cccoooiiiiieeee e e 30
3.5.2. Amplificacdo do DNA alvo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) 31
3.5.3. Purificag@o dos produtos de PCR ..........c.ccooviiiviiiiniiiiiiee e 31
3.5.4. Reacdo de SeqUeNCIAMENLO .......cc.eeeriieeriieeriieerieeerieeeieeeeiteeeieeesaeee e 32
3550 ANALISE vttt 32

3.6. Testes de suscetibilidade aos antifungicos in vitro pelo método de

MIiCrodiluic0 €M CALAO .....eviieiiieiie e e 33
3.6.1. Meio de CULtUIA......couiiiiiiiiiiiiciicccececeee e 33
3.6.2. INOCULO ..ttt 33
3.6.3. Preparo das placas de microdiluigao ..........ccoceeevueeriiriiienicenienienieceee 34
3.6.4.  Leitura das CIM......ccccociiiiiiiiiniiiiiiciecieetecee ettt 35
3.6.5. Controle de QUAalidade.............ccoovvvumrreiiiiiiiiiiieeiee e 36

3.7. Sequenciamento do gene ERG1I dos isolados LIF-E10 e LIF 12560............. 36



S.

6.
7.
8.

3.7.1. EXtrag@o de DINA.....coo ottt et e 37
3.7.2. Amplificagdo do DNA alvo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) 37

3.7.3. Purificag@o dos produtos de PCR ............ccooiiiiiiiiiiiiiiiieecee 38
3.7.4. Reacdo de SeqUENCIAMENLO ......cccueeervieerrieeriieerreeeeieeesreeesereeeareeeeaeeenens 38
375, ADALISE ..o s 39
RESULTADOS ..cuuiiiitiinintisssnisnissssessissssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40
4.1. Reativacao dos iS0lados CIINICOS........eeeruriieiiieeeiiieeiie et 40
4.2. Identificacdo dos isolados clinicos utilizando o BD Phoenix®........................ 40

4.3. Sequenciamento dos isolados clinicos que apresentaram resultados divergentes

ENLTE OS CQUIPAMECIILOS ...eeuvrieriiieeirieeriieeeriteeeseteeessteestteesteeesseeessseeesaseesssseessnseesasseesns 40
4.4. Testes de suscetibilidade frente aos antifingiCos...........cccevveervieernieerneeennnen. 41
4.4.1. Isolados obtidos de amostras de hemoculturas............cceceevieeeniieennneens 41
4.4.2. Isolados LIF-E10 € LIF 12560 ......cccooiiiiimiiiniiniiinieeieeee e 42
4.5. Sequenciamento do gene ERG1] dos isolados LIF-E10 e LIF 12560............. 43
DISCUSSAO 44
5.1.  Reativaco dos 1S01ad0s CHNICOS.......ccvuierriieriiieriieeeiieeeite et 44

5.2. Identificacdo dos isolados que apresentaram divergéncia entre os equipamentos

45
5.3. Teste de suscetibilidade frente aos antifungiCos .........cccceevveeeviieriieennieennieenns 46
5.4, Mutagdes N0 ZENE ERGII .....cc..ovevueieiiiieiieeieeeieeeteee et et 49
CONCLUSAO 51
ANEXOS 52

REFERENCIAS 59




12

1. INTRODUCAO

1.1. Candida albicans e outras espécies de Candida

Segundo Sidrim e Rocha (2004), a primeira documentacdo de leveduras do
género Candida spp. como patégeno € atribuida a Langenbeck que, em 1839, observou
e isolou, da cavidade oral de um paciente com afta bucal, um micro-organismo que
atualmente € a mais importante levedura patogénica do homem, a Candida albicans.
Antes de Langenbeck, Hipdcrates (460 a 337 a.C.) e Galeno (200 a 130 a.C.)
descreveram pela primeira vez a presenga de lesdes orais esbranquicadas compativeis
com candidiase bucal. Posteriormente, David Gruby em 1842 definiu esta micose oral e
deu inicio a classificacdo taxondmica da levedura. Ao longo dos tempos, esta levedura
recebeu mais de 100 designacdes. Em 1853, Charles Robin determinou a primeira
denominacdo do micro-organismo como Oidium albicans que, posteriormente, em 1890
foi reclassificado por Zopf e passou a ser reconhecido por Monilia albicans. Mais tarde,
Berkhout (1923) classificou a levedura no género Candida e espécie Candida albicans.
Posteriormente, Virchow (1821-1902) demonstrou sua capacidade de invasdo nos
tecidos. Em 1861, Zenker descreveu o primeiro caso de candidiase cerebral que
provavelmente teve como foco original leveduras presentes em lesdes esofdgicas e
orais, disseminadas por via hematogénica. Em 1940 foi descrito o primeiro caso de
isolamento da levedura em corrente sanguinea (1-3).

Na classificacdo taxondmica, as leveduras do género Candida fazem parte do
reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Deuteromycetes,
ordem Cryptococcales, familia Cryptococcacea e género Candida. E neste grupo dos
deuteromicetos que estd incluida a maioria dos fungos patogénicos ao homem. Sdo
fungos predominantemente unicelulares, tipicamente esféricos ou ovais, que se
reproduzem sexuadamente e/ou assexuadamente por brotamento, cissiparidade ou uma
combinacdo dos dois dltimos processos. Considerados seres cosmopolitas e amplamente
distribuidos pela natureza, podem ser encontrados na dgua, no ar atmosférico, no solo,
sobre os animais e vegetais vivos, na matéria organica em decomposi¢ao, nos produtos
alimenticios e industriais (3-5).

Alguns géneros caracterizam-se por apresentar apenas blastoconidios (também

conhecidos como “brotos”), enquanto outros formam, além de blastoconidios, pseudo-
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hifas e/ou hifas verdadeiras (5). A fase unicelular leveduriforme pode gerar um
blastoconidio e desenvolver hifas verdadeiras (como é o caso da espécie Candida
albicans) por meio de um processo denominado filamentagcdo. Entre o brotamento e a
filamentacdo, o fungo ainda exibe uma variedade de morfologias durante o seu
crescimento — como as pseudo-hifas, que sdo leveduras alongadas unidas entre si (3, 5-
7). Lacaz e colaboradores (2002), em seu Tratado de Micologia Médica, caracterizam a
pseudo-hifa como uma estrutura constituida por blastoconidios alongados, ligados uns
aos outros em cadeia, formando filamento semelhante a uma hifa.

As alteracdes morfoldgicas representam uma resposta ou condicdo adaptativa
das leveduras para sobreviver em condicdes bioldgicas diversificadas, como
temperatura ¢ pH, que variam em demasia do ambiente externo para o interno do
organismo humano. Além disso, a habilidade de modificar-se morfologicamente (broto,
pseudo-hifa e hifa verdadeira) colabora para a viruléncia destes fungos, tornando-os

capazes de invadir os tecidos durante os processos infecciosos (4).

1.2. Patogenia das infeccoes por Candida spp.

As leveduras estdo presentes em diversas regides do corpo humano como
integrantes de sua microbiota normal, como a pele, as unhas e o leito subungueal, os
tratos genital e gastrointestinal, as mucosas oral e nasal (3, 5, 6). Espécies de Candida
sdo as isoladas em maior frequéncia e, quando hd um desequilibrio na relacdo entre a
microbiota e o organismo, essas leveduras podem se tornar patégenos oportunistas e
causar infecgdes superficiais ou sistémicas conhecidas como candidiases (3, 5, 8).

Das quase 200 espécies de Candida existentes, aproximadamente 10% sao
consideradas agentes etioldgicos de candidiase humana e as principais de interesse
clinico sdo: C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis, C.glabrata, C.krusei,
C.guilliermondii e C.lusitaniae. C.albicans € a espécie mais frequentemente isolada de
infeccdes superficiais e invasivas em diversos sitios anatdmicos e como causa de
candidiase em todas as partes do mundo (6, 9-12).

Com relacdo a patogenia das infec¢Oes causadas pelas espécies de Candida, o
inicio se dd pelas provaveis modificacdes das defesas do hospedeiro que alteram a
relacdo parasito/hospedeiro. Infecgdes que acometem a pele e as mucosas sao
principalmente devidas a mudangas na hidratacdo, no pH, nas concentragdes de

nutrientes e alteragdes na microbiota (13). Por outro lado, as candidiases sistémicas
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estdo habitualmente associadas a uma imunossupressao ligada ao sistema fagocitario do
hospedeiro e acometem pacientes internados em unidades de oncologia, hematologia,
unidades de tratamento intensivo ou, ainda, pacientes submetidos a antibioticoterapia de
amplo espectro (3, 5, 10, 11, 14).

Existem basicamente duas classificagdes para as manifestagdes clinicas das
candidiases: cutdneo-mucosa e sist€mica ou invasiva (5, 15). Na primeira, incluem-se as
formas intertriginosa, onicomicose, oral, vulvovaginite, balanopostite e cutaneo-mucosa
cronica. Para tratar tais apresentacdes provocadas pelas espécies de Candida, uma
grande quantidade de antiftingicos pode ser utilizada e a apresentacio medicamentosa
empregada, bem como a forma de administra¢do, deve ser varidvel na dependéncia da
gravidade da manifestacdo clinica (3, 5, 10).

J4 a candidiase sistémica ou invasiva apresenta sintomatologia infecciosa
localizada e que, em algum periodo de sua evolugdo, disseminou-se a outros 6rgaos por
via hematogénica. Determinados fatores predispdem o hospedeiro nesse tipo de
disseminagdo, tais como portadores de doencas que comprometem o sistema
imunolégico, idosos e rupturas de barreiras mecanicas (cateterismo, queimaduras,
sondagens). Fatores relacionados ao micro-organismo também colaboram para a
instalacdo do processo infeccioso, como a capacidade de maior adesividade as células
do hospedeiro, a producdo de pseudo-hifas, a presenca de toxinas e de enzimas
proteoliticas (3, 5, 16).

A candidiase sist€émica possui manifestacOes clinicas bastante varidveis e, em
geral, ndo especificas. Dessa forma, podem ser encontrados quadros com sintomatologia
cardiaca, digestiva, esofagica, respiratéria, hepatica, renal e do sistema nervoso central.
Por serem mais graves, requerem tratamento com antifiingicos administrados por via
sisttmica (10, 17, 18). Os principais antifingicos prescritos para o tratamento das
infeccOes fungicas sist€micas sdo o fluconazol e a anfotericina B (10).

Com relacdo aos casos de candidiase orofaringea e esofdgica em pacientes
portadores de candidiase recorrente e imunossuprimidos, o uso repetitivo ou a
exposicdo prolongada aos antifingicos utilizados para tratamento e profilaxia estd
ligado a aquisicao de resisténcia das espécies de Candida, correlacionando este evento a
falha terapéutica (19-21). Diferentemente da administracdo intravenosa, a via oral,
utilizada no tratamento desses casos de candidiase, acarreta em um contato direto e

constante do antifungico com a levedura, originando um ambiente adverso para este
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micro-organismo, selecionando positivamente cepas mais resistentes e fazendo com que

os tratamentos nao sejam mais eficazes (22).

1.3. Candidemias

Em todo o mundo, infec¢des fungicas invasivas provocadas por leveduras do
género Candida sdo importantes causas de morbidade e mortalidade. O nimero de
casos desse tipo de infeccdo € crescente, principalmente entre pacientes
imunossuprimidos, sob antibioticoterapia, sob nutricdo parenteral ou expostos a
procedimentos médicos invasivos. Entre as espécies patogénicas, C.albicans é a mais
frequentemente associada a infec¢des, principalmente em casos de infeccdo de corrente
sanguinea — complicacdo conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica (23,
24).

O termo candidiase hematogénica engloba um espectro amplo de situagdes
clinicas, incluindo desde episddios isolados de candidemia até casos em que a levedura
presente na corrente sanguinea dissemina-se para um ou vdrios 6rgdos do hospedeiro
infectado. Esta complicacdo requer diagndstico clinico-laboratorial répido e eficaz para
que o tratamento possa ser iniciado (10).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via
enddgena, pela translocagao do patégeno por meio do trato gastrointestinal — local onde
ha rica colonizacao por espécies de Candida em até 70% da populacdo (23, 25). A maior
parte das candidemias € precedida por uma colonizacdo pela mesma espécie de Candida
que ird causar a infeccdo na corrente sanguinea. Qualquer varidvel que provoque
desequilibrio da microbiota ou lesdo da mucosa gastrointestinal pode ser um agente
facilitador de translocacdo da levedura até os capilares mesentéricos. Sendo assim,
fatores que aumentem a colonizagdo intestinal por Candida sp. (uso de antibidticos,
oclusdo intestinal) ou determinem atrofia ou lesdo de mucosa intestinal (jejum
prolongado, nutri¢do parenteral total, hipotensao, quimioterapia) podem potencializar o
fendomeno de translocacdo no tubo gastrointestinal. Infeccdes hematogénicas por
Candida sp. também podem ser adquiridas por via exdgena, por meio do contato das
maos de profissionais de saude com pacientes portadores de cateteres vasculares em
posicdo central, implante de préteses contaminadas, bem como pela administracao
parenteral de solu¢des contaminadas (26).

A ocorréncia de casos de candidemia em hospitais tercidrios aumentou



16

substancialmente nas ultimas décadas em diferentes partes do mundo e s3o um grande
problema devido as altas taxas de prevaléncia e mortalidade (10, 11). No Brasil, a
incidéncia de candidemias em hospitais publicos tercidrios constitui aproximadamente
2,5 casos a cada 1000 pacientes (10). Devido a este fato, o emprego de medidas
profildticas tem aumentado com intuito de prevenir infeccdes fingicas em pacientes
imunocomprometidos. Essa intensa profilaxia €, muitas vezes, responsavel pela sele¢ao
de micro-organismos resistentes aos antifingicos — principalmente ao fluconazol (10,

22,27).

1.4. Antifingicos

Os antifingicos sdo agentes que realizam prevengdo contra infeccdes flingicas,
inibem a proliferacdo dos fungos no organismo ou causam sua destrui¢do, dividindo-se
em vdrias classes de acordo com o seu mecanismo de agdo (3, 5).

Durante o desenvolvimento fiingico, um dos processos mais importantes € a
biossintese do ergosterol — componente fundamental na constituicdo da membrana dos
fungos. Inicialmente, a substincia esqualeno sofre acdo da enzima esqualeno epoxidase,
transformando-se em uma nova substiancia chamada esqualeno epdxido. Esta, por sua
vez, € substrato de outras enzimas até se transformar em lanosterol. O lanosterol
também sofre a acdo de outra enzima (a 14-o-desmetilase), transformando-se em
ergosterol. Dessa forma, alguns antifingicos atuam diretamente no ergosterol ou
interrompem sua sintese, em alguma fase da cascata, para conter a replicacao fungica (3,
5, 28).

Os derivados poliénicos sdao a classe de antifingicos em que se inclui a
anfotericina B e a nistatina. S3o responsdveis por ligar-se ao ergosterol presente na
membrana da célula fungica, produzindo poros e/ou canais que resultam no aumento da
permeabilidade da membrana. Consequentemente, a c€lula fungica sofre perda grande
de pequenas moléculas e eletrdlitos e tem sua homeostasia alterada (5, 29).

A flucitosina (5-FC) penetra na célula fingica por intermédio de uma citosina-
permease especifica, ndo encontrada em células de mamiferos, denominada citosina
desaminase. Em seguida, € convertida em 5-fluoracil, que, por sua vez, é um
antimetabolico que inibe a enzima timidilato-sintetase e, portanto, a sintese de DNA (5,
29).

Os azo6is sdo compostos sintéticos heterociclicos, suficientemente apolares para
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se difundirem pelos tecidos infectados, subdivididos em imidazéis (cetoconazol,
miconazol, econazol, clotrimazol) e triazdis (fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol, ravuconazol e albaconazol) com base no nimero de nitrogénios presentes
no anel azol, cuja diferenca estrutural resulta em diferentes afinidades de ligacdo do
composto antifingico ao sistema enzimdtico citocromo P-450 do fungo. Essas
substancias sdo dotadas de alta versatilidade e possuem amplo espectro de atividade
antiftingica (5, 9, 29).

O mecanismo de a¢do dessa ampla classe de antiftingicos consiste na inibicao da
desmetilacdo do carbono 14 do esterol da membrana celular do fungo impedindo,
consequentemente, a biossintese normal do ergosterol e alterando a composi¢do
bioquimica desta, com perda de constituintes celulares (proteinas, aminodcidos,
nucleotideos, cdtions monovalentes), aliada a falhas na absor¢do de nutrientes
extracelulares importantes (35, 28, 29).

A prevaléncia de infec¢Oes fungicas tem aumentado consideravelmente nas
ultimas duas décadas, principalmente apds o surgimento da pandemia causada pelo
virus HIV e o aumento de procedimentos médicos invasivos, bem como o uso de
medicamentos imunossupressores. Dessa forma, houve também uma maior utilizacdo
dos antifungicos tanto profilatica quanto terapeuticamente (24).

No comeco dos anos 90, uma nova geracao de medicamentos azdis — os triazdis
— foi introduzida para combater a alta incidéncia das infec¢des fungicas. O fluconazol,
em particular, mudou a face da terapia antiftingica devido a sua baixa toxicidade, boa
penetrabilidade na maioria dos tecidos e também boa tolerancia pelo organismo, ja que
possui efeitos colaterais reduzidos e mais brandos (30). Porém, com a introducdo e a
implementacdo do uso do fluconazol para profilaxia e tratamento de infeccdes pelo
género Candida, houve aumento de relatos de resisténcia desses micro-organismos aos
azois.

As equinocandinas constituem uma nova classe de antifingicos de uso
exclusivamente parenteral: anidulafungina, caspofungina e micafungina sao os
representantes dessa classe terapéutica. Elas inibem o complexo enzimatico 1,3-B-D-
glucana sintetase, responsdvel pela sintese da 1,3-B-D-glucana, que € um polissacarideo
essencial para a formagdo da parede fungica. Esses antifingicos sdo considerados
fungicidas para espécies de Candida (10, 29).

Caspofungina foi a primeira das trés equinocandinas a se tornar disponivel para
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o tratamento de infec¢des flngicas invasivas. Inicialmente introduzido em 2001, este
antifingico € aprovado para o tratamento de candidemia e de outras formas de
candidiase invasiva em pacientes que sao refratdrios ou intolerantes ao tratamento por
outros antifiingicos (31, 32). Desta forma, a potente atividade de amplo espectro da
caspofungina contra Candida spp. levou a ampla utilizacdo deste agente para o
tratamento de todas as formas de infecgcdes graves por espécies de Candida ao longo

dos ultimos 4 anos (10, 31).

1.4.1. Mecanismos de resisténcia de Candida sp. a azdis

A resisténcia intrinseca (ou primdria) é uma caracteristica herdada e natural de
certas espécies, ndo sendo a exposicdo prévia a antifingicos um fator interferente.
Candida krusei, por exemplo, € intrinsicamente resistente a fluconazol e Cryptococcus
neoformans a equinocandinas. Ja a resisténcia adquirida (ou secunddéria) ocorre quando
uma espécie suscetivel desenvolve uma resisténcia fenotipica resultante, em grande
parte, do tratamento prolongado com antifingicos e decorre geralmente de alteracdo
génica (22, 28, 33).

A resisténcia fungica observada nos testes de suscetibilidade in vitro se refere ao
fendomeno de “ndo-suscetibilidade” de um fungo frente a um agente antifingico no qual
a concentracdo inibitéria minima (CIM) excede o ponto de corte (breakpoint)
estabelecido para aquele micro-organismo, ou seja, o micro-organismo € inibido com
uma concentragdo de antifiingico muito maior que aquela que poderia ser seguramente
administrada ao paciente, associando-se a este fato uma grande probabilidade de falha
terapéutica (34, 35).

Diversos estudos tém sido realizados para a elucidagdo dos mecanismos
moleculares responsédveis pelo desenvolvimento de resisténcia a azéis em isolados
clinicos de espécies de Candida. Embora esses mecanismos possam oOcorrer
simultaneamente na célula flingica, os mais comumente relatados sd@o: mutagdes no gene
ERGI1, superexpressdo do gene ERGII e superexpressdo de genes codificadores de
proteinas transportadoras de membrana (ou bombas de efluxo) (9, 22, 36, 37).

Alteracdes na via de biossintese do ergosterol (p.ex., a inativacdo da enzima
C5,6-desaturase) podem levar a resisténcia aos azdis por evitarem o acimulo de
metabolitos toxicos do esterol — que, normalmente, acumulam-se na membrana na

presenca dos azdis. Nos micro-organismos mutantes, o ergosterol ndo € sintetizado.
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Dessa forma, como o ergosterol € alvo da anfotericina B, pode ser observada resisténcia

cruzada entre anfotericina B e fluconazol em consequéncia dessas alteragdes.

Mutacoes no gene ERGI1

Uma causa frequente de resisténcia é decorrente da alteracdo na configuragdo
espacial da enzima 14-a-desmetilase. Mutagdes em seu gene codificante, o ERGII,
podem resultar em alteracdes pOs-traducionais na sequéncia de aminodcidos e,
consequentemente, na estrutura tridimensional da enzima em questdo. Isso gera
decréscimo na afinidade de ligacdo entre o componente azdlico e a 14-a-desmetilase,
sem impedir sua fun¢do, porém, gerando leveduras com fendtipo alterado resistente aos

azois (9, 33, 38).

Superexpressdo do gene ERG11

Em presenca de fluconazol, C.albicans aumenta a expressdo do gene ERGII,
provavelmente por mecanismo compensatério a deple¢do do ergosterol. O aumento da
expressao do gene ERGII resulta em aumento da concentracdo da enzima 14-o-
desmetilase no ambiente intracelular e, consequentemente, acarreta a necessidade de

quantidades maiores de antifungico para inibir a atividade da enzima (9, 38).

Superexpressdo de genes codificadores de proteinas transportadoras de
membrana (ou bombas de efluxo)

A reducio do acumulo intracelular do medicamento na célula fungica colabora
para que este seja um importante mecanismo de resisténcia a azdis. O fluconazol, por
exemplo, € ativamente transportado ao meio externo pelas células flingicas de uma
maneira dependente de energia, € o maior efluxo deste antifingico € causado pela
superexpressdao de genes que codificam proteinas transportadoras de membranas — os
genes CDRI e CDR2 (Candida Drug Resistance) (9, 16, 39).

Esses genes codificam proteinas transportadoras do tipo ABC (ATP-Binding
Cassette), que atuam como bombas de efluxo transmembranas e utilizam a hidrélise do
ATP para mobilizar uma variedade de pequenos compostos hidrofébicos para fora da
célula (16, 39).

Além de CDRI e CDR2, outro gene conhecido como MDRI (Multidrug

Resistance) também estd envolvido no sistema de transporte dependente de energia. A
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proteina codificada por MDRI atua como transportadora de membrana do tipo MFS
(Major Facilitator Superfamily), pertencente a superfamilia das permeases, e utiliza

gradiente de prétons para o transporte de compostos (16, 39).

1.5. Diagnéstico das infeccoes flingicas

O diagndstico das infeccdes flingicas tem como base a combinag¢do de dados
clinicos e laboratoriais e inclui a demonstragdao do fungo na amostra bioldgica — seja por
meio de exame direto do material ou pelo crescimento do agente em cultura.
Paralelamente, o diagndstico pode contar também com a deteccio de antigenos,
anticorpos e metabdlitos circulantes do fungo. Todavia, a cultura ainda se mostra o
método de baixo custo mais eficaz para manter nas rotinas laboratoriais que realizam
diagndstico micoldgico (40).

Existem métodos modernos de isolamento e identificacdo que utilizam recursos
mais rdpidos e tecnoldgicos, porém sao mais onerosos para a rotina laboratorial. O
CHROMagar® Candida, por exemplo, é um meio de isolamento primdrio capaz de fazer
a identificagdo presuntiva das espécies de leveduras mais comumente isoladas dos
materiais clinicos, bem como facilitar o reconhecimento de culturas mistas. Seu
principio é a producdo de cor nas colOnias por reacdes enzimdticas espécie-especificas,
com um substrato cromogénico do meio (3, 5, 9).

Em infeccdes fiungicas invasivas provocadas por espécies de Candida, a
identificacdo de sua espécie € essencial, uma vez que a patogenicidade e o perfil de
suscetibilidade frente a um determinado antifiingico sdo varidveis entre as diferentes
espécies. Além disso, a identificacdo também auxilia na investigacdo de surtos de

infeccdo e na caracteriza¢do epidemioldgica das espécies patogénicas (10, 41).

1.5.1. Identificacio das espécies de Candida

1.5.1.1. Identificacao morfoldgica classica
O critério tradicional que permite distinguir as espécies de leveduras é o
morfolégico. Deste modo, é possivel avaliar a macromorfologia das colonias para
caracteriza-las quanto a cor e textura, por exemplo, bem como a micromorfologia, que
analisa o formato das células leveduriformes e a formag¢dao ou ndo de pseudo-hifas e

hifas verdadeiras (3).
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As coldnias de leveduras do género Candida obtidas a partir de cultura em 4gar
Sabouraud dextrose (ASD) possuem coloragdo branco-amarelada e aspecto cremoso,
podendo variar em opacidade e brilho conforme a espécie (Figura 1). Quando
submetidas a prova do Tubo Germinativo, as leveduras podem formar pseudo-hifas ou
hifas verdadeiras, a depender da espécie (Figura 2). Além desta técnica, existe também a
filamentacio em d4gar fubd (Corn Meal), que permite verificar o arranjo

micromorfolégico formado pela levedura e, assim, distinguir a espécie a qual pertence

(Figura 3) (3, 5-7).

Figura 1: Aspecto macromorfologico de cultura de Candida sp. em agar Sabouraud
dextrose (Laboratério de Investigacdo em Fungos - FCM/UNICAMP)
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Figura 2: Prova do Tubo Germinativo positiva para C.albicans (Laboratério de
Investigacao em Fungos — FCM/UNICAMP)
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Figura 3: Filamentacido de C.dlbzcan& em aga-r. f’ubé (Labbratério de Investigacio em
Fungos - FCM/UNICAMP)

1.5.1.2. Identificacao por métodos automatizados
Métodos automatizados como o BD Phoenix® (Becton, Dickinson and Company
— BD Diagnostics, Sparks, MD) e o Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy L'E toile, Franga) sdao
sistemas que realizam a identificacdo de leveduras e, no caso do Vitek® 2, além da

identificacdo, pode-se realizar também o teste de suscetibilidade frente aos antiftingicos.
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O sistema Vitek® 2 (Figura 4) é um sistema modular integrado composto por
uma unidade de enchimento seladora, um leitor-incubador, um moédulo de controle
computadorizado, um terminal de dados e uma impressora. O equipamento utiliza
substratos cromogeénicos desidratados depositados em finos cartdes de plastico que, ao
entrarem em contato com a suspensdo do micro-organismo a ser identificado, sdo
reidratados. Esse sistema detecta o crescimento do agente etioldgico e a ocorréncia de
reacoes metabdlicas nas microcavidades dos cartdes de plastico utilizando uma
tecnologia baseada na fluorescéncia, na mudanga de coloracdo promovida pelas reagcoes
bioquimicas e também pela densidade Optica. Sua utilizacdo ndo requer o uso de
reagentes adicionais e os resultados das identificacdes de leveduras sdo disponibilizados
dentro de um periodo de 4 a 18 horas (42, 43).

O equipamento BD Phoenix® (Figura 4) utiliza painéis descartdveis que contém
pequenos po¢os nos quais sdo armazenados substratos cromogénicos e fluorogénicos.
Os painéis sdo manualmente preenchidos com a suspensdo do micro-organismo e
levados ao interior do equipamento para que este realize a leitura das diferentes reacoes
bioquimicas e enzimadticas baseadas no crescimento microbiano e na degradacdo dos
substratos. Este sistema também ndo requer o uso de reagentes adicionais € OS
resultados das identificagdes de leveduras sdo disponibilizados dentro de um periodo de

4 a 16 horas (43, 44).

(A) (B)

Figura 4: Equipamentos BD Phoenix® (A) e Vitek® 2 (B)

1.5.1.3. Identificacio molecular
As ferramentas moleculares apresentam elevadas sensibilidade e especificidade
na deteccdo dos micro-organismos por meio de seu DNA (4cido desoxirribonucléico),
permitindo resolver as limitacdes do diagndstico convencional e, desta forma, podendo

ser empregadas tanto na identificacdo como na tipagem para epidemiologia molecular
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desses micro-organismos. O alvo mais frequente das pesquisas que utilizam a reagdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) sdo os DNA ribossomais
(rDNA), cujos genes sdo encontrados em todos esses micro-organismos (45).

Para identificar o micro-organismo por sequenciamento de DNA, o gene alvo
deve conter as regides altamente conservadas que podem servir como locais de ligacao
de iniciadores, e estas regides conservadas devem conter regides com variabilidade de
sequéncia suficiente para permitir a discriminagdo ao nivel de géneros e espécies. Desta
forma, o sequenciamento das regides Internal Transcribed Spacer (ITS), constituintes
do DNA ribossomal, sdo alguns exemplos do que vem sendo estudado e utilizado em
relacdo a identificacdo molecular das espécies flingicas (46).

Para fins de diagndstico a estrutura geral da regido génica do rDNA fiingico
consiste de quatro genes ribossomais (subunidade pequena 18S, subunidade 5.8S,
subunidade grande 25-28S e subunidade 5S) separados por regides ITS por meio do

rRNA, como mostra a Figura 5.

Subunidade menor Subunidade maior =

(188) do RNA (25-285) do RNA \/
Regioes ITS (Internal D1-D2-D3 Regibes IGS (Intergenic
Transcribed Spacer) Spacer)

Figura 5: Esquema ilustrativo do DNA ribossomal fiingico (adaptado de Wengenack e
Binnicker, 2009) (46)

O sequenciamento da regido ITS € muito utilizado para identificacido de espécies
mais comuns de fungos — inclusive do género Candida — e essa regiao foi considerada o
“codigo de barras” para a identificacio molecular dos fungos. Os alvos mais
frequentemente empregados nos métodos de sequenciamento sdo as regides ITSI e
ITS2 (amplificada pelos iniciadores ITS4-ITSS5), localizadas entre as subunidades
ribossomais 18S e 28S, e a regido D1-D2, constituinte da subunidade ribossomal 12-
28S (46).
O sequenciamento da regido D1/D2 (geralmente amplificada pelos iniciadores

NLI1-NL4) foi demonstrado ser satisfatorio para a identificacdo exata da maioria das
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espécies de leveduras. Entre C.albicans e C.dubliniensis, por exemplo, existem 13
diferengas relatadas entre os nucleotideos da regidao D1/D2, o que se considera ser uma
variacdo suficiente para diferenciar essas duas espécies (47).

Por meio de andlises das regides ITS e D1/D2 € possivel a identificacdo de
leveduras em género e espécie e também a verificacdo de alteragdes entre as espécies e

se hd alguma inter-relacdo entre elas (46).

1.6.  Teste de suscetibilidade frente aos antifiingicos

A partir dos dados e da frequéncia de casos de falha terapéutica, houve a
necessidade de novos métodos que avaliassem com mais acurécia a suscetibilidade dos
fungos frente aos agentes antiftingicos (17). No ano de 2002, o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) langou o documento M27-A2 (48), padronizando o teste de
suscetibilidade a antifiingicos para leveduras. Esse teste possui grande importancia por
guiar as decisdes clinicas com o objetivo de promover melhores resultados para o
paciente e talvez, mais do que isso, poder determinar os agentes antifliingicos que nao
vao funcionar no tratamento (34, 35).

A interpretacdo dos resultados visa aprimorar a correlagdo entre a clinica e os
valores de concentragdo inibitoria minima de Candida spp., com a finalidade de
melhorar a capacidade preditiva dos testes de suscetibilidade. Neste aspecto, no novo
documento do CLSI (M27-S4) ja sao avaliados pontos de corte especificos de alguns
antifungicos para cada espécie dentro do género Candida, o que torna cada vez mais
imprescindivel a correta identificacdo das espécies (49).

De acordo com as orientagdes interpretativas do CLSI (Tabela 1) pode-se dizer
que isolados de Candida albicans inibidos por >8 pg/mL de fluconazol, >1pg/mL de
voriconazol e >1 pg/mL de caspofungina sdo considerados resistentes a estes agentes. Ja
os isolados desta espécie inibidos <2pg/mL de fluconazol, <0,125ug/mL de voriconazol
e <0,25ug/mL de caspofungina sdo considerados suscetiveis.

E importante observar que, de forma geral, a correlacio entre valores de CIMs
e evolucdo clinica frente a terapéutica antifungica € apenas parcial. O valor da CIM de
um determinado antifingico nio define, isoladamente, o resultado final do tratamento
em questdo. Capacidade de resposta imunolégica do hospedeiro, estdgio avangado de
doenca antes do diagndstico, formacao de cole¢des purulentas em visceras ou cavidades

e persisténcia de préteses ou cateteres infectados sdo todos exemplos de fatores que
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interferem na eficdcia do tratamento a despeito da atividade inibitéria ou microbicida da
terapia usada (24, 50, 51). Por estes motivos, observa-se apenas uma correlagao parcial
entre falha ou eficdcia terap€utica de tratamento com o perfil de suscetibilidade in vitro
obtido com determinado antifiingico. Diante desta limitacdo dos valores absolutos de
CIM, pode-se inferir que, se existe resisténcia in vitro, maior a chance de haver falha
terapéutica. Por outro lado, se os dados in vitro forem de sensibilidade, existe maior

probabilidade de eficicia no tratamento (24, 50, 51).

Tabela 1: Orientacoes interpretativas do CLSI para testes de suscetibilidade ir vitro de
Candida spp. frente aos antifiingicos (M27-A3 e M27-S4 - Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2008)

Interpretacio da concentracio inibitéria minima (ug/mlL) ap6s 48h

Antifiingico Suscetivel (S) Suscetivel-dose dependente (S-DD) Resistente (R)
Anfotericina BY - - >1
Caspofungina®® <0,25 - >1
Fluconazol® <2 4 >8
5-Flucitosina <4 - >32
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1
Micafungina <2 - -

Voriconazol” <0,125 0,25-0,5 >]
NOTAS: D a metodologia proposta pelo CLSI ndo permite a atribui¢io dos parfimetros S e S-DD para a

anfotericina B e conclui que os isolados que apresentarem CIM >1ug/mL sdo tidos como provavelmente resistentes a

tal antifiingico.
@ a leitura dos testes de suscetibilidade frente a caspofungina deve ser realizada apés 24h de

crescimento.
® os valores de CIM descritos para fluconazol, voriconazol e caspofungina sdo especificos para a

espécie Candida albicans e estdo propostos no documento M27-S4 (49) do CLSL
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1.7.  Justificativa

A ocorréncia de candidemias causadas por outras espécies de Candida que nao
Candida albicans tem sido alvo de grande preocupacio em instituicdes de saide devido
a conhecida resisténcia de alguns de seus representantes. Em um estudo recentemente
realizado por Moretti e colaboradores (2013), durante o periodo de 2006 a 2010, foram
descritos 313 isolados de Candida sp. em hemoculturas, sendo 138 (44%) deles
causados por C.albicans. Apesar de ser uma porcentagem significativa, o estudo de
Moretti et al. analisou apenas as espécies de Candida que ndo C.albicans. Desta forma,
a preocupacdo com a ocorréncia de resisténcia em isolados de Candida albicans
motivou a verificagdo do perfil de suscetibilidade desses 44% de isolados, que
representam nossos casos mais criticos.

O fendmeno da resisténcia a fluconazol é também relatado em isolados de
C.albicans (52, 53). Em instituigdes que fazem uso profildtico de fluconazol, como o
HC-UNICAMP, esta € uma preocupacao constante. Pacientes que fazem uso terapéutico
prolongado de azdis (principalmente fluconazol) também estdo sujeitos ao
desenvolvimento de resisténcia de suas cepas. Em nossa institui¢do, dois recentes
isolados de C.albicans — um de escovado esofédgico (LIF-E10) e outro de cavidade oral
(LIF 12560) — apresentaram fenotipo de resisténcia in vitro a fluconazol, ja comprovado
por meio de avaliagdo de suscetibilidade. Tal fato causou preocupacgao, intensificando o

interesse em desvendar os mecanismos envolvidos neste processo de resisténcia.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Principal
Verificar o perfil de suscetibilidade frente aos antifungicos de isolados de
Candida albicans obtidos de hemoculturas realizadas no Hospital de Clinicas da
UNICAMP durante o periodo de 2006 a 2010. Além disso, realizar o estudo do gene
ERG]11 dos dois isolados LIF-E10 e LIF 12560 que apresentaram resisténcia in vitro a

fluconazol para investigar se existem mutagcdes em tal gene.

Objetivos Especificos

e Reativar e confirmar a identificacdo de isolados clinicos de Candida albicans
provenientes de hemoculturas processadas no periodo de 2006 a 2010.

e Avaliar a suscetibilidade in vitro dos isolados provenientes de hemocultura e dos
recentes isolados LIF-E10 e LIF 12560 pelo método de microdilui¢do em caldo
frente aos antifingicos micafungina, anfotericina B, S5-flucitosina, itraconazol,
fluconazol, voriconazol e caspofungina.

e Realizar o sequenciamento do gene ERGI! dos dois isolados LIF-E10 e LIF 12560
para investigar a ocorréncia de possiveis mutacdes associadas a resisténcia ao
fluconazol.

e Realizar o sequenciamento do gene ERGII dos isolados de hemocultura que
apresentarem resisténcia in vitro a fluconazol para investigar a ocorréncia de

possiveis mutagdes associadas a este antiftingico.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com suporte financeiro provido pela Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP, sob processo nimero

14/08693-8.

3.1. Local de trabalho

Os locais de desenvolvimento deste estudo foram o Laboratério de Investigagdo
em Fungos (LIF), do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM/UNICAMP), e o Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencas
Infecciosas (LEMDI), da Disciplina de Moléstias Infecciosas da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM/UNICAMP).

Os isolados obtidos das hemoculturas e o de cavidade bucal (LIF 12560) foram
coletados para fins de exame de rotina diagndstica e, ao serem submetidos ao Comité de
Etica em Pesquisa da FCM — e por recomendacio deste —, foram retirados da
Plataforma Brasil, uma vez que ndo houve utilizacdo de material clinico de pacientes e
nem consulta a informagdes de prontudrios, apenas a avaliagcdo dos micro-organismos.

O isolado LIF-E10 também faz parte de outro projeto de pesquisa, sob
responsabilidade da Dr* Cristiane Kibune Nagasako Vieira da Cruz, que foi aprovado

pelo Comité de Etica sob nimero CEP 1316/2011 — CAAE 1218.0.146.000-11.

3.2. Isolados clinicos para estudo

Para a realizacdo deste trabalho, 147 isolados clinicos de Candida albicans
mantidos na Micoteca do LIF, previamente obtidos de amostras de hemocultura de
diversos pacientes a partir dos exames processados na rotina laboratorial, foram
selecionados para serem reativados. Destes, 138 compreendem os isolados presentes no
estudo de Moretti e colaboradores (27) e nove sdo provenientes dos ambulatérios de
Neonatologia e Pediatria do Hospital de Clinicas, que ndo estdo incluidos nos estudos
dos autores citados. Os nove micro-organismos foram incluidos porque ocorreram no
periodo que abrange este estudo e com o intuito de fazerem parte da vigilancia de
resisténcia proposta no trabalho.

Os 1solados clinicos de hemoculturas sdo provenientes de pacientes atendidos no



29

HC-UNICAMP durante o periodo de janeiro 2006 a dezembro 2010 e estavam
armazenados pelo método de Castellani (54) sendo, portanto, conservados a temperatura
ambiente em frascos de vidro contendo dgua destilada estéril. Foi selecionado apenas
um isolado clinico de cada paciente.

Além destes, foram utilizados um isolado clinico proveniente de uma amostra de
escovado esofdgico (LIF-E10) e outro proveniente de uma amostra de cavidade bucal
(LIF 12560). Ambos sdo de dois pacientes diferentes e foram obtidos nos anos de 2002
e 2014, respectivamente, estando previamente armazenados na Micoteca do LIF.

As cepas C.albicans ATCC 90028, C.parapsilosis ATCC 22019 e C.krusei
ATCC 6258 foram empregadas para o controle de qualidade.

3.3. Reativacao dos micro-organismos selecionados para o estudo

Para a etapa de reativagdo, os isolados armazenados em &4gua destilada estéril
nos frascos de vidro foram levemente agitados e uma aliquota de ImL foi transferida
para uma placa de Petri contendo dgar Sabouraud dextrose (ASD). As placas contendo
os repiques foram incubadas durante 24h a 35°C e, posteriormente, deixadas em
temperatura ambiente (+25°C) por mais 48h para viabilizar o crescimento das colonias.

Para os isolados que ndo apresentaram crescimento apos duas tentativas de
reativacdo, foram adicionados, em tubo de vidro estéril, SmL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e o conteddo remanescente do isolado mantido no frasco com dgua estéril,
sendo posteriormente incubado durante 24h a 35°C. Apos incubagdo, foi feita a
semeadura deste material em placa de Petri contendo ASD com a finalidade de auxiliar

0s micro-organismos a acionar o metabolismo de crescimento.

3.4. Identificaciao dos isolados clinicos

Todos os isolados foram previamente identificados (género e espécie) no
Laboratério de Micologia do HC-UNICAMP de acordo com metodologia classica, que
utilizou a combinagdo de caracteristicas macroscopicas e micromorfoldgicas em provas
como Tubo Germinativo e filamentacdo em 4agar fubd (Corn Meal), bem como
metodologia automatizada, que empregou os equipamentos Vitek® e Vitek® 2
(bioMérieux), antes do processo de armazenagem.

No ano de 2014, o Vitek® 2 foi substituido pelo equipamento BD Phoenix®.

Desta forma, tornou-se necessdria a reidentificacdo dos isolados deste projeto no BD
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Phoenix®, que estd atualmente em uso na rotina do Laboratério de Microbiologia da

Divisdo de Patologia Clinica do HC-UNICAMP.

3.4.1. Identificacio dos isolados clinicos utilizando o BD Phoenix®

Para a etapa de identificacdo dos isolados clinicos utilizando o equipamento BD
Phoenix®, as leveduras foram submetidas a crescimento em placa de Petri contendo
ASD. As placas contendo os repiques foram incubadas em estufa bacteriolégica durante
24h a 35°C.

Posteriormente, a partir da cultura, foi feita uma suspensio de cada levedura em
caldo préprio para o equipamento (Phoenix ID Broth), ajustando a suspensdo ao
intervalo de 2.0 — 2.4 da escala de McFarland, com o auxilio do nefeldbmetro BD
Phoenix Spec®. As suspensdes foram depositadas nos painéis de identificacdo (YST-ID
Phoenix) e, apOs o cadastramento dos codigos dos painéis no sistema da maquina, estes
foram incubados no BD Phoenix® durante o periodo necessdrio para a identificacao
(aproximadamente Sh). Os isolados para os quais houve divergéncia de identificacdo
entre os equipamentos Vitek® 2 e BD Phoenix® foram submetidos ao método de

sequenciamento (item 4.5.) para comprovar a espécie a qual pertencem.

3.5. Sequenciamento dos isolados clinicos que apresentaram resultados
divergentes entre os equipamentos

Dos 147 1solados clinicos, foi possivel a reativacdo de 143. Dos 143 isolados
submetidos ao equipamento BD Phoenix®, 15 foram identificados por este como
Candida dubliniensis, havendo assim a necessidade da realizacdo da técnica de
sequenciamento para que fosse confirmada a espécie a qual estes isolados pertencem. O
sequenciamento utilizou os pares de iniciadores ITS4-ITSS5 (regido ITS1/ITS2) e NLI1-
NLA4 (regido D1/D2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em duas reacdes distintas.

3.5.1. Extracio de DNA
Para a extracdo do DNA foi uitlizado o método de lise alcalina modificado (55,
56). Em um tubo de polipropileno de 1,5mL foram adicionados 50uL de agua destilada
estéril e uma alca com o micro-organismo. A essa suspensao foram adicionados S0uL de
NaOH (100 mM). A amostra foi submetida a agitagao vigorosa por 10 segundos e, apds

a agitacdo, submetida a uma temperatura de 95°C por 15 minutos em banho seco. Em
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seguida, foram adicionados 11uL de Tris HCl (pH 7,0) a amostra, que foi entdo
submetida a centrifugacdo a 5000 rotacdes por minuto (rpm) durante 2 minutos a
temperatura de 20°C. O DNA da amostra (presente no sobrenadante) foi transferido para

outro tubo para ser utilizado nas técnicas moleculares.

3.5.2. Amplificacado do DNA alvo pela reacio em cadeia da polimerase
(PCR)

A deteccio de DNA fungico foi realizada pela amplificacdo utilizando os
iniciadores universais forward 1TSS (5° GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e
reverse 1TS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") em uma reagdo, e os iniciadores
universais forward NL4 (5° GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) e reverse NL1 (5’
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) em outra reagao.

A amplificagdo das amostras por PCR foi realizada em um tubo de polipropileno
de 200uL contendo 12,5uL. de PCR Master Mix (Promega, Fitchburg, WI, EUA), que
contém a enzima Taqg DNA polymerase (50U/mL), S0mM de cada iniciador, 50ng de
DNA e dgua milli-Q para um volume final de 25uL.

Cada reagdo continha 12,5uL de PCR Master Mix (Promega, Fitchburg, WI,
EUA), 10mM de cada iniciador, 100ng de DNA e 4dgua milli-Q para um volume final de
25uL. Cada ciclo de reacdo de amplificagdo consistiu na desnaturacao inicial a 95°C por
5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 57°C por
45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, além de uma extensao final a 72°C por 2
minutos em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2%, em corrida a 100V por 25 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio

e as bandas de DNA foram observadas em iluminacao ultravioleta.

3.5.3. Purificacao dos produtos de PCR
Foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR pela adi¢ao de 2uL. da enzima
Exosap-1T (USB®C0rp0ration, Cleveland, OH, EUA) a cada SuL de produto de PCR. A
mistura foi mantida a 37°C por 30 minutos e a 80°C por 15 minutos para inativar a
enzima Exosap-1T. A reacdo de purificacdo foi realizada em termociclador Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram

submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, em corrida a 100V por 30 minutos. O
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gel foi corado com brometo de etidio e as bandas foram observadas em iluminagdo

ultravioleta.

3.5.4. Reacao de sequenciamento

Os produtos de PCR foram sequenciados com os iniciadores ITS4/ITS5 e
NLI/NL4 utilizando o Big Dye™ Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para o sequenciamento, foram
preparadas reacdes contendo 1uL de Big Dye Terminator, 1unL. de tampdo, 1uL dos
iniciadores ITS4/ITS5 e NL1/NL4 (cada iniciador em tubo diferente) a 1,6mM, 2uL do
produto de PCR purificado e 4gua milli-Q para um volume final de 10uL.

O ciclo consistiu de desnaturacdo inicial a 96°C por 1 minuto e 30 ciclos de
96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. A reagdo de
sequenciamento foi realizada em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Apés a reacdo de sequenciamento, as amostras passaram por precipitacdo e
lavagem com etanol. Na primeira etapa, em cada amostra foram adicionados SuL de
EDTA (125mM) e 60uL de etanol 100%. As amostras foram centrifugadas a 13.000
rpm, a temperatura de 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e, em
seguida, foram adicionados 60uL de etanol 70% as amostras que foram centrifugadas a
13.000 rpm, a temperatura de 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
amostras passaram por secagem a vacuo.

Apds a precipitacdo e lavagem com etanol, foram acrescentados 10uL de
formamida HI-DI® (Applied Biosystems, Warrington, UK) as amostras, que foram
incubadas em banho seco a 95°C por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram
colocadas em gelo durante 2 minutos.

As amostras foram aplicadas na placa de sequenciamento e levadas ao
Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD) da UNICAMP. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador automdtico 3730XL DNA Analyzer

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

3.5.5. Analise
As sequéncias de DNA forward e reverse de cada isolado para cada um dos dois

pares de iniciadores (ITS4/ITS5 e NL1/NL4) foram editadas e alinhadas no programa
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Geneious® versdo 9.0.2 (http://www.geneious.com) (57).
A sequéncia consenso foi alinhada com sequéncias padrdo de Candida albicans

com a ferramenta Clustal W (58) no préprio programa Geneious®

e, posteriormente,
foram inseridas nos bancos de dados GenBank, ISHAM (International Society for
Human and Animal Mycology ITS Database) e CBS (CBS-KNAW Fungal Biodiversity

Centre) para verificacdo da espécie.

3.6. Testes de suscetibilidade aos antifiingicos in vitro pelo método de
microdiluicao em caldo

A avaliag@o da suscetibilidade in vitro frente aos antiftingicos foi realizada de
acordo com o documento M27-A3 (35) e de seu suplemento M27-S4 (49), do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), pelo método de microdiluicdo em
caldo para determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM). Os antifiingicos
avaliados foram micafungina (MCFG), anfotericina B (AMB), 5-flucitosina (5-FC),
fluconazol (FCL), voriconazol (VRC), itraconazol (ITC) e caspofungina (CASP).

3.6.1. Meio de cultura
Para todos os testes de suscetibilidade aos antifungicos foi utilizado o meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) com L-glutamina, sem
bicarbonato de sédio, tamponado com 0,165 M de 4cido morfolinopropanossulfénico

(MOPS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.6.2. Inéculo

3.6.2.1. Indculo para testes em placa pré-preparada (dry plate)

Os testes de suscetibilidade frente aos antifungicos micafungina (MCFQG),

anfotericina B (AMB), 5-flucitosina (5-FC), fluconazol (FLC), voriconazol (VRC) e

itraconazol (ITC) foram realizados com a utilizagdo de placas de microdiluicdao pré-
preparadas (dry plates) (Eiken Chemical Co., Tokyo, Japan).

Ap6s o crescimento fungico de 24h a 35°C em placas de Petri contendo o meio

de cultura ASD, o in6culo foi preparado adicionando-se SmL de solucdo de salina

0,85% a um tubo de ensaio no qual foi acrescentada de uma a duas unidades formadoras

de colonia (UFC) do micro-organismo. Esta suspensdo foi equiparada visualmente a
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turbidez de 0,5 da escala Mc Farland.

3.6.2.2. Indculo para testes com caspofungina

O antiftingico caspofungina ndo faz parte da grade de antiflingicos da dry plate,
portanto os testes foram feitos separadamente em placas de microdiluicao estéreis.

Ap6s o crescimento flingico de 24h a 35°C em placas de Petri contendo o meio
de cultura ASD, o inéculo foi preparado adicionando-se SmL de solucdo de salina
0,85% a um tubo de ensaio no qual foi acrescentada de uma a duas UFC do micro-
organismo. Posteriormente, foi realizada a contagem das leveduras no reticulo central
de uma camara de Neubauer. O objetivo foi a obten¢do de inculo com a concentracio

final de 0,5 a 2,5x 10°UFC/mL.

3.6.3. Preparo das placas de microdiluicao

3.6.3.1. Sistema dry plate

Nesse método, diluicdes seriadas dos agentes antifingicos estdo adsorvidas na
base dos pocos da placa de 96 pocos. Duas colunas de pocos ndo contém antifungicos e
nessas colunas sdo dispostos os controles de qualidade positivo (contendo apenas o
in6culo no meio de cultura RPMI) e negativo (contendo apenas o meio de cultura
RPMI). Para os testes, foram adicionados 100uL do meio de cultura RPMI contendo o
in6culo na concentracao final de 0,5-2,5 x 103UFC/mL, inclusive na coluna do controle
positivo (11? coluna). Na coluna do controle negativo (12%) s@o adicionados 100uL de
RPMI. Foram avaliados MCFG (faixa de concentra¢do 0,015-8ug/mL), AMB (faixa de
concentracdo 0,03-16pug/mL), 5-FC (faixa de concentracdo 0,125-64ug/mL), FLC
(0,125-64pg/mL), VRC (faixa de concentracdo 0,015-8ug/mL) e ITC (faixa de
concentra¢ao 0,015-8ug/mL).

3.6.3.2. Placas de microdiluicdo para caspofungina
O teste para determinagdo da CIM-CASP foi realizado separadamente, pois esse
antifungico ndo faz parte da grade de antifingicos das dry plate. O antifungico CASP
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi preparado de acordo com a ficha de
especificacdo do fabricante, ajustando-se na concentracio desejada.

O teste foi realizado em placas de microdilui¢do com fundo em “U” estéreis, nas
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quais foram transferidos todos os componentes preparados anteriormente da seguinte
forma: 20uL do antifingico diluido nas diferentes concentracdes até a 10* coluna;
160uL do meio de RPMI 1640 em todas as fileiras e mais 20uL de in6culo em todos os
pocos, exceto nos da 11* coluna, que corresponde ao controle negativo. Na 12* coluna,
por se tratar do controle positivo de crescimento, ndo foi adicionado o antiftingico.
Totalizou-se um volume final de 200uL, resultando em uma concentragdo final do
inéculo de 0,5-2,5 x 10°UFC/mL. A faixa de concentracdo utilizada para CASP foi
<0,015-8pug/mL, seguindo recomendacao do CLSIL.

3.6.4. Leitura das CIM
As placas foram incubadas na temperatura de 35°C, sendo a leitura realizada
apos 24 e 48 horas de incubacgdo. Para a leitura, comparou-se o crescimento flingico de
cada poco com o do controle positivo de acordo com os documentos M27-A3 e M27-S4

do CLS], sendo esta leitura realizada com o auxilio de um espelho de leitura (Figura 6).

.....
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Figura 6: Espelho de leitura com placa de microdiluicio posicionada (Laboratério de
Investigacao em Fungos — FCM/UNICAMP)

O crescimento dos micro-organismos estudados foi numericamente determinado
de acordo com os seguintes critérios:

e score 4: quando ndo houve nenhuma redugdo no crescimento, ou seja, 100% de
crescimento e 0 % de inibi¢do do crescimento;

e score 3: quando ocorreu leve reducdo no crescimento — 80% de crescimento e
apenas 20% de inibicdo de crescimento em comparacdo ao do obtido no
controle positivo;

e score 2: quando houve significante reducdo no crescimento, isto € 50% de
crescimento em comparacao com o controle positivo do teste e 50% de inibi¢ao

de crescimento;
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e score 1: quando ocorreu 20% de crescimento e 80% de inibicdo de crescimento
em comparagao ao crescimento obtido no controle positivo;

e score 0 (zero): para auséncia de crescimento visivel. Resultado esperado para
antifingicos com mecanismo de acdo fungicida.

Segundo o documento M27-A3 do CLSI, a CIM para a AMB foi definida como
sendo a menor concentracdo deste antifingico capaz de inibir 100% do crescimento
(score 0). As CIMs dos demais agentes antifingicos (MCFG, 5-FC, FCL, VRC, ITC e
CASP) foram determinadas como sendo a mais baixa concentra¢do desses agentes que

causou 50% (score 2) de inibi¢ao do crescimento.

3.6.5. Controle de Qualidade
Para validagdo dos testes com antifungicos, foram utilizadas as cepas padrdo de
Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258, como recomendado
pelo CLSI. Para cada diluicao de antifiingicos realizou-se o teste de suscetibilidade com
as cepas padrdo, tendo seus resultados de CIM comparados com os valores

estabelecidos pelo documento M27-A3 do CLSI.

3.7.  Sequenciamento do gene ERGII dos isolados LIF-E10 e LIF 12560

Os iniciadores utilizados para amplificar o gene ERGII de C.albicans
(ERGSecl1A/1B, ERGSec 2A/2B e ERGSec 3A/3B) foram descritos previamente por
Xu e colaboradores (2008) e amplificam trés regides, com cerca de 480 pares de bases

cada, conforme a Tabela 2.
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Tabela 2: Descriciao dos iniciadores utilizados

Espécie Gene Start/Stop Iniciadores Regido
Codon amplificada
C.albicans ERGSeclA (5°- 295 a 777pb

(GenBank 1851pb 148/1734pb TTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTT-3’) forward
2503) (38)
ERGSec1B (5°-
TCTCATTTCATCACCAAATAAAGATC-3’) reverse

ERGSec2A (5°- 723 a 1204pb
ACCAGAAATTACTATTTTCACTGCTTCA-3")
forward

ERGSec2B (5°-
AAGTCAAATCATTCAAATCACCACCT-3’)
reverse

ERGSec3A (5°- 1179 a 1667pb
AGGTGGTGATTTGAATGATTTGACTT-3")
forward

ERGSec3B (5°-
GAACTATAATCAGGGTCAGGCACTTT-3)

reverse

3.7.1. Extracao de DNA
Vide item 3.5.1.

3.7.2. Amplificacdo do DNA alvo pela reacio em cadeia da polimerase
(PCR)

A amplificagdo do DNA fungico extraido foi realizada com a utilizacdo dos
iniciadores ERGSec1A/1B, ERGSec2A/2B e ERGSec3A/3B (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA).

A PCR das amostras foi realizada em um tubo de polipropileno de 200uL
contendo 12,5uL de PCR Master Mix (Promega, Fitchburg, WI, EUA), que contém a
enzima Taqg DNA polymerase (50U/mL), 5S0mM de cada iniciador, 50ng de DNA e dgua
milli-Q para um volume final de 25uL.

Cada ciclo de reacao de amplificacdo foi realizado segundo Xu e colaboradores
(38) e consistiu em: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 33 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, 33 ciclos de anelamento (extensdo) a 58°C por 1
minuto ¢ a 72°C por 1 minuto, além de uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. As
reacoes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal

Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Os produtos da reagdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2%, em corrida a 100V por 25 minutos. O gel foi corado com brometo de

etidio e as bandas foram observadas em iluminagdo ultravioleta.

3.7.3. Purificacdo dos produtos de PCR

Foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR pela adi¢ao de 2uL. da enzima
Exosap-IT (USB®C0rporati0n, Cleveland, OH, EUA) a cada SuL de produto de PCR. A
mistura foi mantida a 37°C por 30 minutos e a 80°C por 15 minutos para inativar a
enzima Exosap-1T. A reacdo de purificacdo foi realizada em termociclador Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, em corrida a 100V por 30 minutos. O
gel foi corado com brometo de etidio e as bandas foram observadas em iluminagdo

ultravioleta.

3.7.4. Reacao de sequenciamento

Os produtos de PCR foram sequenciados com a utilizagdo dos iniciadores
ERGSeclA/1B, ERGSec2A/2B e ERGSec3A/3B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), utilizando o Big Dye™ Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para o sequenciamento, foram
preparadas reacdes contendo 1uL de Big Dye Terminator, 1uL de tampdo, 1uL dos
iniciadores ERGSecl1A/1B, ERGSec2A/2B e ERGSec3A/3B (cada iniciador em tubo
diferente) a 1,6mM, 2uL do produto de PCR purificado e d4gua milli-Q para um volume
final de 10uL.

O ciclo consistiu de desnaturacdo inicial a 96°C por 1 minuto e 30 ciclos de
96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. A reacdo de
sequenciamento foi realizada em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Apés a reacdo de sequenciamento, as amostras passaram por precipitacdo e
lavagem com etanol. Na primeira etapa, em cada amostra foram adicionados 5uL de
EDTA (125mM) e 60uL de etanol 100%. As amostras foram centrifugadas a 13.000
rpm, a temperatura de 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e, em
seguida, foram adicionados 60uL de etanol 70% as amostras que foram centrifugadas a

13.000 rpm, a temperatura de 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
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amostras passaram por secagem a vacuo.

Apds a precipitacio e lavagem com etanol, foram acrescentados 10uL de
formamida HI-DI® (Applied Biosystems, Warrington, UK) as amostras, que foram
incubadas em banho seco a 95°C por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram
colocadas em gelo durante 2 minutos.

As amostras foram aplicadas na placa de sequenciamento e levadas ao
sequenciador do Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencas Infecciosas
(LEMDI/UNICAMP). O sequenciamento foi realizado no sequenciador automético ABI
Prism®3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

3.7.5. Analise

As sequéncias de DNA forward e reverse de cada isolado para cada um dos trés
pares de iniciadores ERGSec foram editadas e alinhadasno programa Sequencher®
versao 5.2.4 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, EUA) para formacdo de uma sequéncia
consenso.

A sequéncia consenso foi alinhada com a sequéncia obtida para a cepa Candida
albicans ATCC 90028 com a ferramenta Clustal W (58) no software MEGAG (59) para
verificar as mutacdes que ocorreram nos nucleotideos.

Com o programa Gene Runner (Hastings Software Inc., Hastings, NY,
USA; http://www.generunner.net/), as sequéncias consensos foram transcritas para
verificar as substituicdes que ocorreram nos aminodcidos resultantes e que sdo,

portanto, consequentes de mutacdes ocorridas nos nucleotideos.
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4. RESULTADOS

4.1. Reativacao dos isolados clinicos

Do total de 147 isolados clinicos provenientes de amostras de hemocultura, 143
foram reativados. Os quatro isolados nao reativados tiveram auséncia de crescimento ou
contaminac¢do por bactérias apds sucessivas tentativas de reativacao. Além dos isolados
de hemocultura, os dois isolados LIF-E10 e LIF 12560 também foram reativados.
Portanto, a taxa de recuperagao dos 145 isolados clinicos (143 provenientes de amostras
de hemocultura, um de amostra de escovado esofdgico e um de amostra de cavidade

bucal) foi equivalente a 97%.

4.2. Identificaciio dos isolados clinicos utilizando o BD Phoenix®

Dos 143 isolados clinicos que passaram pela etapa de identificacdo no BD
Phoenix®, 128 (89,5%) foram identificados pelo equipamento como Candida albicans e
15 (10,5%) foram identificados como Candida dubliniensis (como demonstrado no

Anexo 1).

4.3. Sequenciamento dos isolados clinicos que apresentaram resultados
divergentes entre os equipamentos

Dos 143 isolados clinicos submetidos ao equipamento BD Phoenix®, 15 foram
identificados por este como Candida dubliniensis, apresentando divergéncia em relagdo
ao resultado do Vitek® 2, em que a espécie dos 143 isolados foi classificada como
C.albicans. Desta forma, foi realizado o sequenciamento desses isolados para
confirmacao da espécie.

O resultado do sequenciamento confirmou que todos isolados pertencem a

espécie C.albicans, como mostram as tabelas 3 e 4.
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Tabela 3: Sequenciamento 1TS4 e ITSS — Comparaciao com Genbank, ISHAM e CBS

N° LIF Sequenciamento Genbank ISHAM CBS
ITS4 e ITSS N° acesso Homologia (%) N° acesso Homologia (%) N° acesso Homologia (%)
7585 C.albicans KJ651883 99.9 MITS464 100 CBS8838 100
7707 C.albicans KJ651883 100 MITS464 100 CBS8838 100
7794 C.albicans KJ651883 99.9 MITS464 100 CBS2698 100
8123 C.albicans KP341542 100 MITS464 100 CBS5982 100
8780 C.albicans KJ651883 100 MITS464 100 CBS8838 100
9564 C.albicans KJ651883 100 MITS464 100 CBS8838 100
10007 C.albicans KF241845 98.8 MITS446 98.8 PYCC3436 98.7
10159 C.albicans KJ651883 100 MITS464 100 CBS8837 100
10593 C.albicans KJ651883 100 MITS464 100 CBS8758 100
10599 C.albicans KJ651883 100 MITS464 100 CBS6426 100
10681 C.albicans KP341542 100 MITS459 100 CBS2690 100
10759 C.albicans KC954541 100 MITS473 100 CBS5990 100
10951 C.albicans KP341542 100 MITS459 100 CBS5982 100
11060 C.albicans KP341542 99.9 MITS447 100 CBS5982 99.8
11080 C.albicans KJ739863 100 MITS466 100 CBS8757 100

Tabela 4: Sequenciamento NL1 e NLL4 — Comparaciao com Genbank e CBS

N° LIF Sequenciamento Genbank CBS
NL1eNL4 N° acesso Homologia (%) N° acesso Homologia (%)
7585 C.albicans KM103003 100 CBS2249 100
7707 C.albicans KM103003 100 CBS2249 100
7794 C.albicans KJ651883 99.5 JN882314 100
8123 C.albicans KJ624046 100 CBS5982 100
8780 C.albicans KJ624050 100 CBS2691 100
9564 C.albicans KJ624050 100 CBS2691 100
10007 C.albicans KM102998 99.9 CBS2717 99.8
10159 C.albicans KM103004 99.9 CBS2689 100
10593 C.albicans KJ624062 100 CBS2691 100
10599 C.albicans KJ624050 100 CBS2691 100
10681 C.albicans L28817 100 CBS5982 100
10759 C.albicans KF214331 100 CBS5703 100
10951 C.albicans L28817 100 CBS5982 100
11060 C.albicans KP780462 99.9 CBS2249 99.8
11080 C.albicans L28817 99.8 CBS5703 99.6

4.4. Testes de suscetibilidade frente aos antifiingicos

4.4.1. Isolados obtidos de amostras de hemoculturas

Para os isolados de hemocultura, as faixas de intervalos de CIM encontradas

para cada antiftingico avaliado podem ser observadas na Tabela 5. Além disso, também

sao descritos os valores de CIMsy e CIMgy dos antifiingicos, que correspondem aos

valores de CIM em que 50 e 90% dos isolados foram inibidos, respectivamente.

Conforme as orientagOes interpretativas do CLSI, todos os isolados de
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hemocultura foram caracterizados dentro da faixa suscetivel (S) frente a todos os

antiflingicos testados.

Tabela 5: Intervalos de leitura da concentracio inibitéria minima e valores de CIMj;, e
CIMy, dos isolados de hemocultura frente aos agentes antifiingicos micafungina,
anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol e caspofungina

Antifiingicos Intervalo de leitura 48h (ug/mL) CIM;,(ug/mL) CIMy, (ug/mL)
Micafungina <0,015-0,03 <0,015 <0,015
Anfotericina B 0,125 -1,00 0,25 0,5
5-Flucitosina <0,125 - 1,00 <0,125 0,25
Fluconazol <0,125-0,5 0,25 0,25
Itraconazol <0,015-0,125 0,03 0,06
Voriconazol <0,015-0,06 <0,015 0,06
Caspofungina <0,015-0,125 0,06 0,125

4.4.2. Isolados LIF-E10 e LIF 12560

Para o isolado LIF-E10, foram obtidos os seguintes resultados de CIM: MCFG
<0,015pg/mL; AMPH 0,25ug/mL; 5-FC <0,125pg/mL; FCL 64ug/mL; ITC 0,25pg/mL;
VRC Ipg/mL. Segundo as orientagdes interpretativas do CLSI, o isolado clinico em questao
¢ suscetivel (S) frente aos antifungicos MCFG e 5-FC, suscetivel-dose dependente (S-DD)
frente a ITC e resistente (R) frente a FCL e VRC. Nao foi avaliado o antifingico
caspofungina para LIF-E10 (Tabela 6).

Ja para o isolado LIF 12560 foram obtidos os seguintes resultados de CIM: MCFG
0,03pg/mL; AMPH 0,25pug/mL; 5-FC <0,125ug/mL; FCL 8ug/mL; ITC 0,125ug/mL; VRC
0,25pg/mL. Segundo as orientacdes interpretativas do CLSI, o isolado clinico em questdo €
suscetivel (S) frente aos antifungicos MCFG, 5-FC e ITC, suscetivel-dose dependente (S-
DD) frente a VCZ e resistente (R) frente a FCL. Nao foi avaliado o antifingico
caspofungina para LIF 12560 (Tabela 6).

Tabela 6: Intervalos de leitura da concentracio inibitéria minima dos isolados LIF 12560 e
LIF-E10 frente aos agentes antifiingicos micafungina, anfotericina B, 5-flucitosina,
fluconazol, itraconazol e voriconazol

Antiflngicos CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) Parametro suscetivel (S)
LIF 12560 LIF-E10 segundo o CLSI (ug/mL)

Micafungina 0,03 <0,015 <2

AnfotericinaB 0,25 0,25 *

5-Flucitosina <0,125 <0,125 <4

Fluconazol 8 (R) 64 (R) <2

Itraconazol 0,125 0,25 (S-DD) <0,125

Voriconazol 0,25 (S-DD) 1(R) <0,125

* A metodologia proposta pelo CLSI ndo permite a atribuicio dos pardmetros S e S-DD para a
anfotericina B e conclui que os isolados que apresentarem CIM >1pg/mL sdo tidos como provavelmente
resistentes a tal antifingico.
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4.5. Sequenciamento do gene ERGI11 dos isolados LIF-E10 e LIF 12560
O sequenciamento do gene ERG11 dos isolados LIF-E10 e LIF 12560 resistentes

a fluconazol revelou um total de 10 muta¢des nucleotidicas, das quais 6 geram

substituicao no aminoacido resultante (Tabela 7). Todas essas substitui¢cdes relatadas no

presente estudo ja foram descritas na literatura como associadas ao fendmeno de

resisténcia de C.albicans a fluconazol.
No caso do isolado LIF 12560, foram encontradas as mutagdes E116D, T128K,
E266D e A298V. Para o isolado LIF-E10 as mutagdes encontradas foram G448V e

G464S.

Tabela 7: Mutacoes nucleotidicas e substituicées correspondentes nos aminoacidos

Isolados Posicao do Mutacio nucleotidica Substituicdo gerada no Referéncias
nucleotideo no aminoacido resultante
gene ERG11
LIF 12560 349 GAA—GAT (349A>T) E116D (60, 61)

358 AAG—AAA (358A>QG) Sinénima (K/K, aal19) -—-
384 ACA—AAA (384A>C) T128K (60)
550 CAT—CAC (550C>T) Sindnima (H/H, aal83) -—-
799 GAA—GAC (799A>C) E266D (60, 62)
894 GCT—GTT (894 C>T) A298V (63)
1204 TAC—TAT (1204C>T) Sinénima (Y/Y, aa401) ---
1471 AAC—AAT (1471C>T) Sindnima (N/N, aa490) ---

LIF E10 1343 GGG—GTG (1343G>T) G448V (38, 64)
1390 GGT—AGT (1390G>A) G464S (64, 65)
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5. DISCUSSAO

Apesar dos avancos nas intervengdes preventivas, no diagndstico e na
terapéutica, infec¢des filingicas invasivas t€m causado morbidade e mortalidade
significativas em pacientes imunocomprometidos (66). O surgimento de resisténcia a
antifingicos em leveduras fornece um excelente exemplo de que a evolucdo desses
micro-organismos teve profundas consequéncias para a saide humana (29).

Ao mesmo tempo, nestes ultimos anos, o conhecimento das bases moleculares
da resisténcia antifingica progrediu bastante, contribuindo para a identificacio dos
mecanismos responsdveis pela resisténcia aos antifingicos em Candida albicans e

outras espécies de Candida (67, 68).

5.1. Reativacao dos isolados clinicos

Do total de 147 isolados clinicos provenientes de amostras de hemocultura, 143
foram reativados. Os quatro isolados nio reativados tiveram auséncia de crescimento ou
contaminac¢do por bactérias apds sucessivas tentativas de reativacdo. Além dos isolados
de hemocultura, os dois isolados LIF-E10 e LIF 12560 também foram reativados.
Portanto, a taxa de recuperacdo dos 145 isolados clinicos (143 provenientes de amostras
de hemocultura, um de amostra de escovado esofdgico e um de amostra de cavidade
bucal) foi equivalente a 97%.

Os isolados clinicos de Candida albicans selecionados para esse estudo estavam
armazenados em dgua destilada estéril a temperatura ambiente. A preservacdo em agua
destilada estéril a temperatura ambiente, conforme descrito por Castellani em 1939 (54),
€ um método simples, rapido e barato de preservacdo, e demonstrou ser eficiente para a
preservacdo dos isolados clinicos selecionados para o presente estudo. Odds (69), em
seu estudo sobre preservacdo em dgua, a longo prazo, de 1583 leveduras de interesse
médico, relatou uma taxa de recuperacdo equivalente a 97% apds 5 anos de
armazenamento e de 96% apods 10 anos de armazenamento.

Para a preservacdo de isolados flingicos por congelamento, o guia de micologia
da ATCC recomenda o uso de glicerol ou DMSO como crioprotetores (ATCC®
Mycology Culture Guide). Desta forma, todos os isolados reativados no presente
trabalho, além de serem estocados novamente em d4gua destilada estéril, foram

armazenados em glicerol a 15%.
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5.2. Identificacdo dos isolados que apresentaram divergéncia entre os

equipamentos

A identificacdo de leveduras € baseada em vdrias provas que avaliam as
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas desses micro-organismos. Alguns testes sao
utilizados rotineiramente (producido do Tubo Germinativo, microcultivo em dgar fubd).
Porém, os sistemas semiautomatizados e automatizados estdo cada vez mais sendo
implantados para auxiliar e facilitar a identificagdo das leveduras.

Até o inicio do ano de 2014, a rotina do Laboratério de Microbiologia da
Divisdo de Patologia Clinica do HC-UNICAMP contava com o equipamento Vitek® 2
para auxiliar na identificacio dos micro-organismos isolados em culturas.
Posteriormente, com a troca deste equipamento pelo BD Phoenix®, fez-se necessdria a
reidentificacdo, neste equipamento, dos 143 isolados clinicos deste estudo que
anteriormente passaram pelo Vitek® 2.

Dois estudos recentes demonstraram pequenas divergéncias entre as
identificacOes realizadas por ambos os equipamentos. Posteraro e colaboradores (44)
relatam que, de 140 amostras sabidamente conhecidas de Candida albicans submetidas
as metodologias desses dois sistemas, 138 foram corretamente identificadas pelo BD
Phoenix®, uma foi identificada como pertencente ao complexo C.parapsilosis ¢ uma
ndo foi identificada. J4 para o Vitek® 2, 135 das 140 amostras foram corretamente
identificadas como C.albicans, quatro foram identificadas como outras espécies (ndo
discriminadas pelos autores) e uma nao foi identificada.

Won e colaboradores (70) relataram que, de 61 amostras conhecidas de
C.albicans, 60 foram corretamente identificadas pelo BD Phoenix® e uma foi
identificada como outra espécie (ndo discriminada pelos autores). Para o Vitek® 2, 59
das 60 amostras foram corretamente identificadas e duas ndo foram identificadas.

No presente trabalho, os equipamentos apresentaram 15 resultados divergentes
dentre as 143 amostras, demonstrando uma taxa considerdvel de discrepancia em
relacdo aos dois estudos citados. Os testes realizados neste estudo com o BD Phoenix®
revelaram um total de 128 amostras pertencentes a espécie C.albicans e 15 a espécie
C.dubliniensis e, destas 15, nenhuma foi confirmada como C.dubliniensis pelo método
molecular de sequenciamento.

Embora no momento existam pouquissimas avaliagdes que comparem esses dois
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equipamentos no processo de identificacdo de leveduras e tais avaliagdes creditem uma
melhor taxa de identificacio ao BD Phoenix®, pdde-se observar que este equipamento
ndo demonstrou uma performance superior ao Vitek® 2 nos testes realizados por este
trabalho. Dessa forma, apesar de os nossos achados ndo corroborarem com os de
Posteraro et al. e Won et al., o nimero de falhas de identificacdo pelo BD Phoenix® é
significativamente maior que o dos autores mencionados, resultando na necessidade de

uma maior cautela com os laudos emitidos por este equipamento.

5.3. Teste de suscetibilidade frente aos antifiingicos

Os relatos de resisténcia in vitro de C.albicans provenientes de episédios de
candidemia ainda ndo sdo muito frequentes, sendo que a resisténcia primdria ocorre em
pouquissimos casos. Entretanto, o uso profilatico de antifingicos em pacientes com
maior risco de desenvolver infeccOes flingicas invasivas tem alterado o perfil de
suscetibilidade dessas leveduras, fazendo-se necessdria a vigilancia desse perfil de
isolados clinicos envolvidos nos episédios de candidemia.

No presente estudo, 100% dos 143 isolados de hemocultura foram caracterizados
dentro da faixa suscetivel (S) frente a micafungina, anfotericina B, S5-flucitosina,
fluconazol, voriconazol, itraconazol e caspofungina, ressaltando a prevaléncia do perfil
suscetivel desta espécie (23, 71).

Bustamante e colaboradores (72) realizaram um estudo no Peru com 153
isolados de Candida sp. provenientes de hemocultura e, deste total, 61 (39,9%)
correspondiam a espécie C.albicans. Apesar de utilizar pouco menos da metade da
quantidade amostral comparada ao presente estudo, os autores também demonstraram
uma alta taxa de episddios de candidemia causados por C.albicans.

Neste estudo de Bustamante et al. foram testados os antiftingicos anfotericina B,
fluconazol e voriconazol por meio da técnica in vitro de microdiluicio em caldo. A
porcentagem de suscetibilidade frente a anfotericina B e a fluconazol foi equivalente a
100% — semelhante ao que constatou-se no presente trabalho — e frente a voriconazol foi
equivalente a 95% (3 isolados pertenciam ao intervalo R).

Os autores relataram os seguintes valores: CIMsy = 0,125ug/mL para
anfotericina B; CIMsy = 0,25ug/mL para fluconazol e CIMsy = 0,03ug/mL para
voriconazol. Quando comparado ao presente estudo, o valor de CIM5, para fluconazol é

equivalente. Ja para anfotericina B e voriconazol, apesar de apresentarem valores de
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CIMs5 diferentes, os isolados ainda pertencem ao intervalo considerado suscetivel para
tais antiflingicos.

Costa e colaboradores (73) realizaram um estudo no Brasil com 108 isolados de
Candida sp. provenientes de hemocultura e, deste total, 27 (25%) correspondiam a
espécie C.albicans. Diferentemente do presente estudo, os autores demonstraram uma
taxa mais baixa de episddios de candidemia causados por C.albicans.

Foram testados os antifingicos anfotericina B, fluconazol, voriconazol e
itraconazol por meio da técnica in vitro de microdiluicdo em caldo. A porcentagem de
suscetibilidade frente a itraconazol foi equivalente a 100%, semelhante ao que foi
constatado no presente trabalho. J4 para anfotericina B, fluconazol e voriconazol a
porcentagem de suscetibilidade foi equivalente a 96,3% (1 isolado pertencia ao intervalo
R para cada um dos trés antiftingicos).

Os autores relataram os seguintes intervalos de leitura: 0,125-2pg/mL para
anfotericina B; 0,125-64ug/mL para fluconazol; 0,015-0,5ug/mL para voriconazol e
0,015-0,125ug/mL para itraconazol. Quando comparados, os intervalos de leitura
obtidos no presente estudo foram menores: 0,125—-1ug/mL para anfotericina B; <0,125—
0,5ug/mL para fluconazol; <0,015-0,06pg/mL para voriconazol e <0,015-0,125ug/mL
para itraconazol. Mesmo assim € possivel constatar que ha um predominio suscetivel na
espécie.

Um estudo realizado no Taiwan (71) por Huang e colaboradores com um total de
474 isolados de hemocultura de Candida sp. relatou 236 (49,8%) deles como
pertencentes a espécie C.albicans, demonstrando uma alta taxa de episddios de
candidemia causados por este micro-organismo.

Os antiftiingicos testados por meio da técnica in vitro de microdiluicao em caldo
foram micafungina, anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, voriconazol e itraconazol,
assim como os que foram utilizados no presente estudo. Os autores relataram dois
isolados resistentes para fluconazol, um para voriconazol e um para micafungina. De
forma semelhante ao presente estudo, todos os isolados analisados por Huang et al.
também eram sensiveis frente a anfotericina B, 5-flucitosina e itraconazol.

Em um estudo multicéntrico realizado em 2006 por Colombo et al. (74),
abrangendo 11 centros médicos localizados em nove cidades brasileiras e
compreendendo 712 amostras de Candida sp. isoladas de episddios de candidemia entre

marco de 2003 e dezembro de 2004, constatou-se que a espécie C.albicans foi a de
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maior prevaléncia dentre os casos de candidemia, correspondendo a 291 (40,9%) deles.
Foram testados anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, voriconazol e itraconazol em
testes in vitro de microdilui¢dao em caldo.

No estudo citado, € interessante observar que, mesmo com uma quantidade alta
de amostras de C.albicans submetida aos testes de suscetibilidade, nenhuma delas foi
resistente a anfotericina B e apenas uma foi resistente a cada um dos azdis (fluconazol,
voriconazol e itraconazol).

Assim como alguns dos trabalhos mencionados, este estudo traz a prevaléncia da
espécie C.albicans nos episddios de candidemia registrados de 2006 a 2010 no HC-
UNICAMP. Ademais, pode-se observar que os valores obtidos para os intervalos de
leitura dos antifiingicos testados confirmam o perfil suscetivel desta espécie.

Além dos testes de suscetibilidade frente aos antifiingicos por microdilui¢do em
caldo realizados no presente estudo, hd também os resultados dos testes de disco-
difusdo com discos de fluconazol, que foram executados no laboratério de rotina
diagnéstica do Setor de Micologia da Divisdo de Patologia Clinica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP. No procedimento de rotina, o laboratério de Micologia processa
os testes de disco-difusdo com fluconazol dos micro-organismos isolados a partir da
semeadura do material de hemocultura. Dessa forma, o estudo em questdo traz esses
dados provenientes da rotina (Anexos 2A, 2B e 2C) a fim de complementar os
resultados da microdilui¢do.

Durante os anos de 2006, 2007 e até o més de setembro de 2008, por conta da
falta de insumos no laboratério de Micologia (dentre eles, os discos de fluconazol), os
testes de disco-difusdo ndo foram realizados na rotina. Porém, nos meses de setembro,
outubro e novembro de 2008 e também nos anos de 2009 e 2010, com insumos para a
realizacdo desses testes, foi possivel constatar que os pacientes que possuiam mais de
uma amostra positiva para C.albicans no sangue demonstraram todas suscetiveis a
fluconazol na disco-difusdo.

Apesar da descontinuidade, a verificacdo da permanéncia de um perfil suscetivel
de C.albicans é importante para a vigilancia do desenvolvimento de resisténcia a
fluconazol na espécie, principalmente quando esse antifiingico é administrado como

profilaxia aos pacientes imunocomprometidos.
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5.4. Mutacoes no gene ERGI11

Mutacdes na sequéncia do gene ERGII que acarretam substituicdes de
aminodcidos na proteina resultante representam um dos principais mecanismos que
contribuem para a resisténcia aos azdis em isolados clinicos de Candida sp. Na
literatura, até o presente, mais de 140 diferentes mutagdes foram relatadas em isolados
de Candida albicans e grande parte destas foram comprovadamente associadas a
resisténcia a antifingicos (63).

As substituicdes de aminodcidos encontradas no presente estudo (G448V e
G464S para o isolado LIF-E10, proveniente de escovado esofédgico, e E116D, T128K,
E266D e A298V para o isolado LIF 12560, proveniente de swab de cavidade bucal) ja
foram descritas previamente, e conferem redu¢do na suscetibilidade ao fluconazol.

De acordo com os dados disponiveis relacionados ao isolado LIF-E10 (Anexo
3), trata-se de paciente HIV-positivo, que abandonou tratamento com antirretrovirais e
fez uso de fluconazol em diferentes periodos ao longo de quase 7 anos, previamente ao
isolamento do micro-organismo resistente. De acordo com a literatura, relatos de
isolamento de Candida albicans resistentes a partir de mucosas oral e esofdgica em
pacientes HIV-positivo € bastante comum (20, 21). Kakati er al. (2015) relatam
inclusive esofagite por C.albicans resistente em individuo imunocompetente (20).

A substituicdo G464S foi destacada por Marichal (75), em 1999, como a
segunda mais frequente em Candida albicans resistente a azdis. Xiang e colaboradores
(64) sugerem que a mutagdo G464S € um marcador preditivo da resisténcia a estes
antifiingicos, ocorrendo em uma regido altamente conservada da enzima-alvo dos azois
(14-a-desmetilase) e acentuando, desta forma, a inibi¢do de afinidade entre eles e a
enzima. Além disso, essa alteracdo é relatada como responsavel pelos altos valores de
CIM de fluconazol (60, 76, 77), explicando a alta CIM do isolado LIF-E10 frente a
fluconazol (64pg/mL).

Apesar de ser frequentemente relatada, a substituicio G464S ndo é exclusiva de
isolados resistentes a fluconazol. Morio e colaboradores (63), em 2010, descreveram
trés isolados de C.albicans suscetiveis a fluconazol nos quais tal alteracdo estava
presente. Em outras pesquisas (38, 65, 78), essa alteracdo € descrita em combinagdo
com outras associadas a resisténcia aos az6is — como a G448V, também presente no
isolado LIF-E10 deste estudo.

Chau e colaboradores (78) encontraram, em um total de 38 isolados de Candida
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albicans, 17 deles resistentes e com valores altos de CIM para fluconazol (>64ug/mL)
e, concomitantemente, com resisténcia cruzada a voriconazol. Este fato também pode
ser observado no isolado LIF-E10 do presente estudo, em que uma das substituicdes €
responsavel pela elevacdo da CIM de fluconazol (G464S) e a outra é associada a
resisténcia cruzada com voriconazol, que apresentou CIM equivalente a 1ug/mL (valor
classificado como resistente, segundo o CLSI). Assim como G464S, a substitui¢do
G448V também ¢é considerada um marcador preditivo de resisténcia aos azdis (63).
Além disso, ambas sd@o denominadas substituicdes ndo conservativas, ou seja, 0 Novo
aminodcido alterado possui natureza quimica bem diferente ao antigo, o que pode levar
a uma grave alteracdo na estrutura da proteina (60).

A substituicdo E266D ji foi encontrada em isolados de Candida albicans
suscetiveis e resistentes a fluconazol (63, 78). Em 2010, Morio e colaboradores
realizaram um estudo com 73 isolados de C.albicans, dos quais 15 eram resistentes e 58
eram suscetiveis a fluconazol. Dentre os isolados suscetiveis, um possuia apenas a
alteracdo E266D e, dentre os isolados resistentes, um possuia a substituicio E266D em
combinacdo com a V4481. Dessa forma, os autores sugeriram que € necessdria a
associacdo de E266D a outra alteracdo para ocasionar resisténcia. Como € o caso do
isolado em estudo LIF 12560, a alteracdo E266D ocorre associada a outras trés (E116D,
T128K e A298V).

Por sua vez, E266D, E116D e A298V sdo denominadas substitui¢des
conservativas, ou seja, o novo aminodcido alterado é de natureza quimica similar ao
anterior, diminuindo a chance de uma alteracdo grave na estrutura da proteina. J4 a
T128K ¢€ classificada como nao conservativa (60).

As quatro substitui¢cdes (E266D, E116D, A298V e T128K) presentes no isolado
LIF 12560 constam também no estudo de Manavathu e colaboradores (1999) e, apesar
de associadas ao fendmeno de resisténcia aos azdis, também foram encontradas em
isolados de Candida albicans suscetiveis a estes agentes. Nenhuma delas € responsavel
pelo alto valor de CIM de fluconazol e também ndo foram associadas a resisténcia
cruzada a voriconazol.

Apesar de ja terem sido descritas, ndo € possivel afirmar que a resisténcia seja
unicamente atribuida a ocorréncia das mutagdes, pois existem outros mecanismos de
resisténcia que nao foram identificados nesses isolados — como a superexpressdo dos

genes MDRI, CDRI e CDR2, que podem atuar concomitantemente e contribuir para o
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aumento dos valores da concentragao inibitéria minima frente ao fluconazol (79, 80).

6. CONCLUSAO

e Foi possivel reativar 97% dos isolados clinicos de Candida albicans
provenientes de hemoculturas, indicando que o método de armazenamento é
eficiente para as leveduras desta espécie. Além disso, a identificacdo realizada
confirmou os micro-organismos como pertencentes a espécie C.albicans.

e Nos testes de suscetibilidade in vitro frente aos antifingicos, todos os isolados
de hemocultura demonstraram ser suscetiveis a todos os antifingicos testados,
confirmando o perfil sensivel de C.albicans.

e O isolado LIF-E10 demonstrou ser resistente a fluconazol e voriconazol e
suscetivel-dose dependente a itraconazol. J4 o isolado LIF 12560 demonstrou ser
resistente a fluconazol e suscetivel-dose dependente a voriconazol. Ambos
provenientes de pacientes com HIV ou SIDA, tendo primeiro histérico de
tratamento prévio, situacdes respaldadas na literatura.

e O sequenciamento do gene ERGII de LIF-E10 e LIF 12560 evidenciou dez
mutacdes nucleotidicas das quais seis causam substituicdo no aminoécido
resultante. As alteracdes j4 foram descritas como possiveis responsaveis pela
resisténcia de C.albicans a fluconazol.

e Nio foi realizado o sequenciamento do gene ERGII dos isolados de
hemocultura, pois em nenhum deles foi encontrada resisténcia in vitro a

fluconazol.



7. ANEXOS

ANEXO 1: Identificacio dos isolados de hemocultura nos sistemas Vitek® 2
(bioMérieux) e BD Phoenix®
LIF ANO Identificacio Vitek ~ 2 Identificacio BD Phoenix

€
&

7635 2006 C.albicans C.albicans

7662 2006 C.albicans C.albicans

7677 2006 C.albicans C.albicans

7707 2006 C.albicans C.dubliniensis

7794 2006 C.albicans C.dubliniensis

7866 2006 C.albicans C.albicans

7882 2006 C.albicans C.albicans

8123 2006 C.albicans C.dubliniensis

8210 2006 C.albicans C.albicans

8244 2006 C.albicans C.albicans

8399 2006 C.albicans C.albicans

8432 2006 C.albicans C.albicans

8462 2006 C.albicans C.albicans

8550 2007 C.albicans C.albicans

8704 2007 C.albicans C.albicans

8737 2007 C.albicans C.albicans

8780 2007 C.albicans C.dubliniensis

8991 2007 C.albicans C.albicans

9044 2007 C.albicans C.albicans

9059 2007 C.albicans C.albicans

9211 2007 C.albicans C.albicans

9215 2007 C.albicans C.albicans

9316 2007 C.albicans nio recuperada na etapa de reativagdo

9334 2007 C.albicans C.albicans

9484 2008 C.albicans C.albicans

9515 2008 C.albicans C.albicans

9564 2008 C.albicans C.dubliniensis
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Continuaciao — ANEXO 1: Identificacdo dos isolados de hemocultura nos sistemas
Vitek® 2 (bioMérieux) e BD Phoenix®

LIF ANO Identificaciio Vitek® 2 Identificacio BD Phoenix®
9566 2008 C.albicans C.albicans
9580 2008 C.albicans C.albicans
9717 2008 C.albicans C.albicans
9731 2008 C.albicans C.albicans
9734 2008 C.albicans C.albicans
9735 2008 C.albicans C.albicans
9760 2008 C.albicans C.albicans
9770 2008 C.albicans C.albicans
9777 2008 C.albicans C.albicans
9789 2008 C.albicans C.albicans
9831 2008 C.albicans C.albicans
9840 2008 C.albicans C.albicans
9846 2008 C.albicans C.albicans
9891 2008 C.albicans C.albicans
9923 2008 C.albicans C.albicans
9940 2008 C.albicans C.albicans
9968 2008 C.albicans C.albicans
9984 2008 C.albicans C.albicans
9994 2008 C.albicans C.albicans
9996 2008 C.albicans C.albicans
10007 2008 C.albicans C.dubliniensis
10012 2008 C.albicans C.albicans
10014 2008 C.albicans C.albicans
10020 2008 C.albicans C.albicans
10027 2008 C.albicans C.albicans
10031 2008 C.albicans C.albicans
10032 2008 C.albicans C.albicans
10042 2008 C.albicans C.albicans
10043 2008 C.albicans C.albicans
10058 2008 C.albicans C.albicans
10159 2008 C.albicans C.dubliniensis
10440 2009 C.albicans C.albicans
10449 2009 C.albicans C.albicans
10450 2009 C.albicans C.albicans
10459 2009 C.albicans C.albicans
10480 2009 C.albicans C.albicans
10497 2009 C.albicans C.albicans
10504 2009 C.albicans nao recuperada na etapa de reativacao
10531 2009 C.albicans C.albicans
10534 2009 C.albicans C.albicans
10563 2009 C.albicans ndo recuperada na etapa de reativagdo
10588 2009 C.albicans C.albicans
10593 2009 C.albicans C.dubliniensis
10594 2009 C.albicans C.albicans
10599 2009 C.albicans C.dubliniensis
10604 2009 C.albicans C.albicans
10619 2009 C.albicans nao recuperada na etapa de reativagao
10681 2009 C.albicans C.dubliniensis
10691 2009 C.albicans C.albicans
10696 2009 C.albicans C.albicans
10721 2009 C.albicans C.albicans
10737 2009 C.albicans C.albicans
10739 2009 C.albicans C.albicans
10759 2009 C.albicans C.dubliniensis
10771 2009 C.albicans C.albicans
10776 2009 C.albicans C.albicans
10798 2009 C.albicans C.albicans
10803 2009 C.albicans C.albicans
10807 2009 C.albicans C.albicans
10851 2009 C.albicans C.albicans
10875 2009 C.albicans C.albicans
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Continuaciao — ANEXO 1: Identificacdo dos isolados de hemocultura nos sistemas
Vitek® 2 (bioMérieux) e BD Phoenix®

LIF ANO Identificaciio Vitek® 2 Identificacio BD Phoenix®
10913 2009 C.albicans C.albicans
10918 2009 C.albicans C.albicans
10927 2009 C.albicans C.albicans
10950 2009 C.albicans C.albicans
10951 2009 C.albicans C.dubliniensis
10985 2009 C.albicans C.albicans
10988 2009 C.albicans C.albicans
11018 2009 C.albicans C.albicans
11027 2009 C.albicans C.albicans
11054 2010 C.albicans C.albicans
11060 2010 C.albicans C.dubliniensis
11067 2010 C.albicans C.albicans
11072 2010 C.albicans C.albicans
11080 2010 C.albicans C.dubliniensis
11081 2010 C.albicans C.albicans
11087 2010 C.albicans C.albicans
11088 2010 C.albicans C.albicans
11093 2010 C.albicans C.albicans
11106 2010 C.albicans C.albicans
11109 2010 C.albicans C.albicans
11112 2010 C.albicans C.albicans
11125 2010 C.albicans C.albicans
11133 2010 C.albicans C.albicans
11144 2010 C.albicans C.albicans
11153 2010 C.albicans C.albicans
11192 2010 C.albicans C.albicans
11197 2010 C.albicans C.albicans
11199 2010 C.albicans C.albicans
11202 2010 C.albicans C.albicans
11208 2010 C.albicans C.albicans
11215 2010 C.albicans C.albicans

11245 2010 C.albicans C.albicans
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ANEXO 2A: Dados de testes de suscetibilidade a fluconazol por disco-difusao —
vigilancia de resisténcia ano 2008.

LIF PACIENTE DATA DISCO DIFUSAO
9777 ACSB 14/mai
9717 AO 10/abr
9718 AO 10/abr

9984 ASC 29/set

9985 ASC 29/set
10020 AVEO 18/out S
10043 CAO 24/out S
9923 CDFA 29/ago
9494 CMS 11/fev

9496 CMS 14/fev
9770 CVS 07/mai
9778 CVS 09/mai
9891 DLS 04/ago
9892 DLS 04/ago
9894 DLS 07/ago
9895 DLS 07/ago
10027 DRA 20/out S
10028 DRA 20/out S
10029 DRA 21/out S
10031 EPS 21/out S
9789 ESJ 19/mai
9794  ESJ 29/mai
10032 FFS 20/out S
10033  FFS 20/out S
10012 GC 13/out S
10013 GC 13/out S
9731 GDO 16/abr

9735 HSJ 17/abr
10159 IFP 30/mov S
9580 JAJ 30/mar
9707 JAJ 31/mar
9418  JAM 01/jan
9994  JEMA 05/out

9515 JES 23/fev

9566 LACS 19/mar
9996 LL 07/out

9997 LL 07/out

LIF PACIENTE DATA DISCO DIFUSAO
9484 MALS 09/fev
10014 MCBL 12/out S
10022 MCBL 17/out S
10023 MCBL 17/out S
10024 MCBL 17/out S
9734 MF 18/abr

9564 MG 18/mar
9968 MLS 21/set

9973 MLS 23/set

9982 MLS 29/set

9986 MLS 29/set

9972 MLS 23/set

9560 MR 15/mar
9760 NLSS 05/mai

9761 NLSS 05/mai
10042 NMA 24/out S
9940 NPA 10/set

9941 NPA 10/set

9831 OSLR 24/jun
9832 OSLR 24/jun
9834 OSLR 25/jun

9836 OSLR 25/jun
9840 PMA 03/jul

10058 mTLMG 07mov S
10059 mTLMG 07mov S
10064 mTLMG 12/nov S
10065 mTLMG 12/nov S
10073 mTLMG 17mov S
10074 mTLMG 17/nov S
10007 SCB 17/out S
9846 WAB 04/jul

9847 WAB 04/jul

9870 WAB 16/jul

9871 WAB 16/jul

9872 WAB 23/jul

9874 WAB 23/jul

9875 WAB 23/jul
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ANEXO 2B: Dados de testes de suscetibilidade a fluconazol por disco-difusao —
vigilancia de resisténcia ano 2009.

LIF  PACIENTE DATA DISCO DIFUSAO LIF PACIENTE DATA DISCO DIFUSAO
11018 AB 23/dez S 10759  JAF 05/ago S
11019 AB 23/dez S 10760  JAF 05/ago S
11020 AB 23/dez S 10918 JCFS 30/out S
11032 AB 26/dez S 10493  JCL 27/jan S
11033 AB 26/dez S 10504 IV 30fjan S
10776 ACCD 14/ago S 10588 LEA 18/mar S
10777 ACCD 14/ago S 10927 LIN 04/mov S
10450 ACP 07/jan S 10935 LIN 09mov S
10455 ACP 09/jan S 10936  LIN 12/mov S
10456 ACP 09/jan S 10937 LIN 12/nov S
10565 ACP 03/mar S 10798 LMR 26/ago S
10566 ACP 03/mar S 10594 LSFR 26/mar S
10567 ACP 03/mar S 10599 MLLC 04/abr S
10449 ADM 08/jan S 10531  NATF 12/fev. S
10458 ADM 09/jan S 10803 NMC 26/set S
10721 AMB 09/jul S 10804 NMC 26/set S
10722 AMB 09/jul S 10816 NMC 09/set S
10480 MAS 17/jan S 10826 NMC 16/set S
11027 ARS 26/dez S 10563  NSF 03/mar S
10985 CAC 07/dez S 10851 NSH 22/set S
10986 CAC 07/dez S 10858 NSH 28/set S
10995 CAC 09/dez S 10859 NSH 28/set S
10681 CB 08/jun S 10867 NSH 02/out S
10682 CB 08/jun S 10894  NSH 08/out S
10988 CDM 08/dez S 10895 NSH 08/out S
10989 CDM 08/dez S 10737 PRD 20/jul S
10807 CR 12/set S 10738  PRD 20/jul S
10593 CzZM 23/mar S 10459 RFSM 095an S
10595 CzZM 23/mar S 10461 RFSM 10/jan S
10440 ECC 08/jan S 10875  SGC 26/set S
10696 ECG 25/jun S 10739  THS 23/jul S
10697 ECG 25/jun S 10740  THS 23/jul S
10534 EMO 13/fev. S 10741  THS 23/jul S
10951 EOB 27Mmov S 10742  THS 23/jul S
10952 EOB 27Mmov S 10747  THS 28/jul S
10619 FCL 23/abr S 10748  THS 28/jul S
10950 GHOM 26/mov S 10691 TS 18/jun S
10913 1G 23/out S 10604  VAS 09/abr S
10496 10B 29/jan S 10605  VAS 09/abr S
10497 10B 29/jan S 10771  ZAL 10/ago S




ANEXO 2C: Dados de testes de suscetibilidade a fluconazol por disco-difusao —
vigilancia de resisténcia ano 2010.

LIF  PACIENTE DATA DISCO DIFUSAO

11198 AABF 29/set S
11199 AABF 29/set S
11125 ADSS 26/abr S
11126 ADSS 27/abr S
11144 AVD 24/mai S
11145 AVD 24/mai S
11208 BBS 26/out S
11209 BBS 26/out S
11072 CFP 18/fev S
11080 EVC 06/mar S
11245 FAA 10/dez S
11197 1IGS 24/set S
11192 IGS 17/set S
11193 IGS 18/set S
11195 IGS 24/set S
11196 IGS 24/set S
11133 ITF 12/mai S
11134 ITF 12/mai S
11141 ITF 21/mai S
11054 JCR 30/jan S
11055 JCR 30/jan S
11061 JCR 08/fev S
11062 JCR 08/fev S
11063 JCR 08/fev S
11064 JCR 08/fev S
11065 JCR 08/fev S
11088 LMF 19/mar S
11109 MAAS 09/abr S
11081 MCBF 07/mar S
11093 MS 22/mar S
11153 OP 12/jun S
11154 OP 12/jun S
11106 OTS 07/abr S
11067 RF 12/fev S
11112 RVSS 09/abr S
11120 RVSS 15/abr S
11060 SMIJKC Ol/fev S
11087 SOF 16/mar S
11215 TGM 30/out S
11216 TGM 30/out S
11202 TIFP 07/out S
11203 TIFP 07/out S
11205 TIFP 11/out S
11206 TIFP 11/out S
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ANEXO 3: Dados disponiveis dos pacientes dos quais foram isolados

respectivamente as amostras LIF E-10 (A) e LIF 12560 (B).

A. LIF E-10 (Parecer CEP:13132011 / CAAE 1218.0.146.000-11) Este micro-
organismo foi isolado apds coleta de material clinico autorizado por este parecer

e faz parte da tese de Doutorado de Cristiane Kibune Nagasako Vieira da Cruz).

Paciente feminina de 22 anos, HIV, sem uso de TARV (abandono de tratamento),
com disfagia/odinofagia e moniliase oral CD4 148 CV 17.000. Fez uso prévio de
antifingico. O histérico da paciente chama a atenc¢do, pois tinha um quadro de
moniliase oral e disfagia recidivante e uso de varios antiftingicos. Paciente fazia uso de
TARV (TDE3TC, LPV,R), porém no momento do exame estava sem medicacdo
(abandono de tratamento). Ja tinha feito uso de antiftingico por diversas vezes:

21/11/05 Fluco 150/7dias (m. oral e disfagia)

31/01/08 Fluco 150/semana/6 meses (onicomicose)

10/03/09 Fluco 150/14 dias (m. oral e disfagia)

03/08/09 Fluco 200/14 dias (m. oral)

29/05/2012 - Isolamento de C.albicans a partir de escovado esofagico.
05/06/12 Fluco 200/d/3 semanas

26/07/12 Fluco 200 12/12hs/14 dias+nistatina oral (m. oral e disfagia)
09/08/12 Anfotericina B 0,8mg/kg/7 dias (m. oral e disfagia)

28/08/12 Itraconazol 200 mg/d/14dias (m. oral)

24/09/12 Itraconazol 200 mg/d (m. oral)

EDA dela o grau da moniliase era méximo (grau [V-infeccdo severa).

B. LIF 12560

Este micro-organismo foi isolado durante cultura de rotina diagndstica, a partir

de secrecdo de boca em paciente com diagnostico de SIDA e moniliase oral.
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