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RESUMO

Cryptococcus gatti engloba quatro tipos moleculares que podem causar
criptococose em individuos, aparentemente, saudaveis apés inalacdo de particulas
infectantes dispersas no meio ambiente. Resisténcia clinica a antifungicos durante o
tratamento, ou profilaxia, para a doenca tem sido relatada. O manejo adequado
desta infeccdo depende de varios fatores, incluindo o perfil de suscetibilidade
antifingica do agente etiolégico. Porém, ha poucos relatos disponiveis na literatura
sobre a acdo in vitro de fluconazol (FLU) e anfotericina B (AMB), farmacos de
primeira escolha para casos de criptococose sobre isolados clinicos de C. gattii. Em
relacdo a cepas ambientais, a mesma lacuna € observada, sendo que o
monitoramento desses organismos € a base para se estabelecer pontos de corte
epidemiologicos para definicdo de resisténcia a antifungicos. A determinacdo da
suscetibilidade é realizada por métodos de referéncia em provas de microdiluicéo.
No entanto, esses métodos ndo tem bom desempenho para detectar resisténcia a
AMB, e por isso, a metodologia de curvas de morte foi proposta para avaliar melhor
a atividade in vitro desse farmaco. O objetivo deste estudo foi determinar a
susceptibilidade a AMB e FLU de 55 amostras de C. gattii, sendo 90.9% clinicas e
9,1% ambientais, isoladas no Estado de S&o Paulo. Foi utilizada a técnica de PCR-
RFLP para identificacdo dos tipos moleculares e o método de referéncia europeu
(AFST-EUCAST) para determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM).
Estudos de curvas de morte foram realizados com 1 mg de AMB por L de meio de
cultura (RPMI 1640). A maioria dos tipos moleculares, tanto clinicos quanto
ambientais, foi VGII (94% e 60%, respectivamente), sendo os demais VGI. As CIMs
de FLU variaram de 1 a 64 mg/L e os valores de CIMsp e CIMgo, € a concentracéo
necessaria para inibir 50% e 90% dos isolados, foram respectivamente de 8 e
16mg/L. Observou-se CIM elevadas (>8mg/L) para 74% dos isolados VGII e para
50% dos VGI. Para AMB os valores de CIM foram homogéneos e baixos, entre 0,12
e 0,5 mg/L (CIMs0=CIMg, 0,5mg/L). A metodologia de curvas de morte, demonstrou
distintos efeitos fungicidas sobre os isolados, sendo que a maioria (71%) foi

inativada nas primeiras 6h de exposicdo a AMB, chegando a 86% ap0s 12h; porém



3.6% apos 48h de exposicdo ao farmaco. Verificou-se, ainda, um efeito denominado
recrescimento em 20/55 cepas; 38.1% dos isolados apds 48h de exposicdo a AMB.
Todos os isolados VGI foram inativados no periodo inicial de 6h. Em comparacdo
com o teste de microdiluicho, a curva de morte demonstrou maior poder
discriminatério de cepas resistentes a AMB, sugerindo que a taxa de morte segundo
essa metodologia é cepa-dependente e, possivelmente, tipo molecular-dependente.
O encontro de células viaveis, mesmo apdés longos periodos (>48h) de exposicédo a
AMB, pode estar relacionado a ocorréncia de cepas tolerantes ao farmaco, como ja
citado em literatura. Ressalta-se, neste estudo, a alta frequéncia de CIMs elevadas
de FLU para isolados de C. gattii. A relevancia médica destes resultados in vitro

poderdo ser determinados em futuros estudos de correlagéo clinica.



ABSTRACT

Cryptococcus gattii is a yeast complex encompassing four molecular subtypes that
causes life-threatening disease in apparently healthy humans, after inhalation of
infectious particles released into the environment. Clinical antifungal resistance
during therapy or prophylaxis has been reported and so an adequate management of
this emerging infection can be based on the antifungal susceptibility profile of C. gattii
clinical isolates. There are few reports available in the literature concerning C. gattii
in vitro antifungal susceptibility to fluconazole (FLU) and amphotericin B (AMB), the
first choice drugs used in cryptococcosis cases. Furthermore, additional data on
environmental strains is needed since information about these isolates represents
useful tool for the establishment of epidemiological antifungal breakpoints. It is
recognized that the reference micro dilution methods are not suitable for detect
resistance to AMB, and time-kill methodologies have been proposed to obtain a
clearer understanding of the killing patterns of AMB. The objective of this study was
to determine the susceptibility and molecular types of 55 isolates of C. gattii,
including 90.9%clinical and 9.1% environmental isolates) obtained in the State of S&o
Paulo, Brazil. We used the PCR-RFLP to determine the molecular types, and the
european reference metodology (AFST-EUCAST) to determine FLU and AMB
minimal inhibition concentration (MIC). In addition, we perform time-kill curves using
1 mg of AMB per liter of RPMI 1640. Most clinical and environmental molecular types
was VGII (94% and 60%, respectively), followed by VGI. The MICs of FLU ranged
from 1 to 64 mg/L, withMIC, and MICyy, 8 and 16mg/L, MICs encompassing 50% and
90% of the isolates tested, respectively. We observed high MIC (> 8 mg/L) for 74%
VGIl and 50% VGI. For AMB the MICs were homogeneous and low, ranged between
0.12 and 0.5 mg/L (MIC5,=MICg9, 0.5 mg/L).Time-kill curves study showed distinct
fungicidal effects indicating that the majority (71%) of 54 isolates was killed until the
first 6 hours of exposition reaching 86% after 12h-exposition. It was found that 3.6%
at 48h-exposition time to AMB. The re-growth effect was observed for 20/55 strains;

38.1% of isolates after 48h exposition time to the drug. All isolates VGI died in the



initial period of 6 h. The time-kill curves in comparison to the microdilution method
showed higher power of discriminate resistant strains to AMB, suggesting that the
death rate is strain-dependent and possibly molecular type-dependent. The finding of
viable cells after long periods (> 48 hours) of exposure to AMB may be related to the
occurrence of drug-tolerant strains, as previously reported in the literature. Of note, in
this study, we observed high frequency of high FLU-MICs for isolates of C. gattii. The
medical relevance of these in vitro results may be ascertaining in future clinical

studies.
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l.Introducéo

A ocorréncia das infec¢Bes fungicas invasivas esta aumentando em todo
mundo, principalmente, em individuos imunocomprometidos. Ainda pouco se sabe
sobre a epidemiologia global dessas infec¢cdes, mas muitos patdégenos sé&o
considerados emergentes e reemergentes causando doenca em individuos que
tenham, ou ndo, defeito imune identificavel (Casadevall e Perfect, 1998).

A criptococose € uma importante micose sistémica, que pode ser de carater
oportunista a depender da espécie, causada por leveduras capsuladas, pertencentes
ao filo Basidiomiceto. Dentro do género Cryptococcus existem, aproximadamente,
37 espécies descritas, porém, C. neoformans e C. gattii destacam-se como agentes
etiologicos mais comuns da criptococose humana e animal, sendo mais raros 0s
casos diagnosticados por outras espeécies, como C. laurentii e C. albidus. Infec¢des
por C. gattii em pacientes e animais podem ser graves e, frequentemente, fatais se
nao tratadas (Meyer e Trilles, 2010; Byrnes et al., 2011; Harris et al., 2011).

A criptococose € iniciada por meio da inalacdo de propagulos do fungo,
dispersos no ambiente, leveduras desidratadas ou basididsporos depositados nos
alvéolos pulmonares e, do pulméo, se dissemina por via hematogénica para tecido
cutaneo, orgaos internos e ou sistema nervoso central, onde se observa a forma
clinica mais comum da micose, a meningoencefalite (Mitchell e Perfect, 1995; Lin e
Heitman, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de infeccao para criptococose adaptado de Lin e Heitman, 2006.

De forma semelhante a C. neoformans, C. gattii causa, principalmente,
doencas, pulmonares e meningeas, e, distintamente de C. neoformans, tende a
produzir mais criptococoma (nédulos tumorais) do que doenca difusa (Pappas et al.,
2001; Sorrel 2001; Perfect, et al., 2002).

InfeccBes pela espécie C. neoformans ocorrem em todo o mundo, sendo uma
importante causa de morbidade e mortalidade em imunodeprimidos especialmente
pacientes com AIDS. A criptococose antes da era AIDS era considerada uma
doenca esporadica, relacionada geralmente como uma deficiéncia na imunidade
celular, ocorrendo em um pequeno percentual da populacdo (Kwon-Chung e
Bennett, 1992).

A partir dos anos 80 com o advento da pandemia da AIDS e utilizacdo de
farmacos imunossupressores, houve aumento na incidéncia da criptococose, sendo
esta, atualmente, uma infeccao fungica de prevaléncia associada a AIDS. No Brasil
ocorre em taxas variadas, de 6% a 48% dos individuos com AIDS (Pappalardo e
Melhem, 2003).

Infeccdo por C. gattii tem sido associada com hospedeiros imunocompetentes
mas, também, em imunocomprometidos (Kwong-Chung e Bennett, 1992; Mitchell et
al., 1995; Speed et al., 1995; Lazera et al., 2000; Chen et al., 2000; Chen et al.,
2010). Recentes evidéncias, da Africa sub-Saariana e de outros lugares, indicaram

gue, de 2,2% a 12,3% dos casos de criptococose em individuos infectados pelo HIV,
18



foram devido a C. gattii, mostrando que infec¢cdes por C. gatti em hospedeiros
imunocomprometidos ndo sédo incomuns (Chatudervi et al., 2005; Morgan et al.,
2006; Lindenberg et al., 2008; Harris et al., 2011). Steele e colaboradores 2010,
relatam em Botswana (Africa) a maior proporgéo (30%) de infeccdo por C. gattii em
uma populacéo infectada pelo HIV, até o momento.

C. gattii foi considerado restrito a regifes tropicais e subtropicais até a
ocorréncia de surtos em regides de clima temperado, no sudoeste do Canada (ilha
de Vancouver), e noroeste dos Estados Unidos, o que sugere a habilidade desta
espécie em se adaptar a novos ambientes (Kidd et al., 2004; Byrnes et al., 2011;
Trilles et al.,, 2011). Recentes estudos epidemioldgicos globais sugerem que a
espécie C. gattii € um patdégeno fungico emergente com possibilidade de expanséo
de areas geograficas e nichos ambientais (Byrnes et al., 2011).

1.1. Caracterizacéo dos agentes etiologicos da criptococose

O agente etiologico da criptococose era classificado, anteriormente, em
apenas uma espeécie, cotnendo duas variedades, mas hoje , sustenta-se a idéia de
duas espécies: C. neoformans e C. gattii pelas diferencas filogenéticas e
caracteristicas fenotipicas e metabdlicas (Diaz et al., 2000; Boekhout et al., 2001;
Kwon-Chung et al., 2002; Kwon-Chung e Varma, 2006).

Dois tipos sexuais distintos desses agentes sdo conhecidos: mating-type a e
a que, quando cruzados reproduzem a fase perfeita sexuada ou teleomorfica desta
levedura. O fungo foi classificado como basidiomiceto pertencente ao género
Filobasidiella. Sendo assim, denominado Filobasidiella neoformans e Filobasidiella
bacillispora respectivamente para C. neoformans, e C. gattii (Kwong-Chung 1976).

A reproducdo sexuada ocorre por conjugacado e é conhecida apenas in vitro,
entretanto ambos mating-types podem coexistir em um mesmo nicho, o que
possibilitaria cruzamentos naturais (Lazera et al., 2000). O mating-type a €
prevalente em amostras clinicas e ambientais (Springer e Chatudervi, 2010), e é
mais virulento para animais de laboratério (Kwong-Chung, et al., 1992).

As células de C. neoformans e C. gattii sdo estruturas globosas ou ovéides

gue medem de 3 a 8 ym, envolvidas por uma capsula mucopolissacaridea composta
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principalmente por glucuronoxilomanana que permite a classificacdo de cinco
sorotipos: A, B, C, D e AD. O grau de encapsulamento depende do tipo molecular e
de fatores ambientais, sendo observadas capsulas pequenas, ambientais, e
espessas na maioria das cepas clinicas. Podem apresentar em cepas raras
pseudohifas curtas e a reproducdo se da por brotamento Unico, ou multiplo, com
colo estreito (Kwon-Chung e Bennett, 1992; Mitchel e Perfect,1995).

Cepas de Cryptococcus crescem em temperaturas que variam de 25 °C a 40
°C com temperatura 6tima de 30 °C. As colbnias, em geral, sdo lisas, mucdides, de
coloracdo branca a creme sendo observadas apdés 48h a 72h de incubacdo. A
mucosidade da colbnia esté relacionada a espessura da capsula (Kwon-Chung e
Bennett, 1992).

Compostos como cicloheximida s&o inibidores de Cryptococcus spp. Quanto
ao metabolismo, uma das caracterisicas do género € a producéo de urease. Esses
fungos ndo fermentam carboidratos, nem assimilam lactose, melibiose e nitrato de
potassio, mas assimilam glicose, maltose, sacarose, galactose, inositol, xilose,
trealose, dulcitol, manitol e peptona (Larone, 1995). A partir de compostos
difendlicos, em especial: acido caféico, que se decompde ou outro como, acido
clorogénico, L-dopa, dopamina, norepinefrina, epinefrina produzem melanina, que se
difunde formando col6nias marrons, dentro de cinco dias de incubacdo, em meios
com tais substratos (Kwon-Chung e Bennett, 1992).

Leveduras pertencentes a este género sdo produtoras de urease e, na
microscopia da amostra biolégica com tinta da China, é possivel a observacdo do
contorno da capsula, pois este reagente ndao penetra na mesma (Kwon-Chung e
Bennett, 1992).

Fenotipicamente distinguem-se com base no sorotipo capsular, pois C. gattii
possui os sorotipos B e C, enquanto C. neoformans possui os sorotipos A, D e AD.
Varios estudos foram desenvolvidos para elaborar meios seletivos para distinguir
diferencas bioquimicas entre as espécies causadoras da criptococose. Kwong-
Chung e colaboradores (1982) descreveram agar a base de L-canavanina, glicina e
azul de bromotimol (CGB), verificando que todas as amostras de C. gattii crescem
no meio CGB e assimilam a glicina, modificando o pH e mudando a cor do meio de

cultura para azul-cobalto. A determinacdo exata da espécie e tipo molecular é
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importante porque pode caracterizar diferengas na viruléncia ou na suscetibilidade

aos agentes terapéuticos.

1.1.2. Caracterizacdo molecular dos agentes etoldgicos da criptococose

As técnicas de biologia molecular tém contribuido em fornecer informacdes
sobre aspectos epidemiolégicos, distincdo entre cepas, dados importantes para
determinar recidivas ou novas infecdes. Desta forma um grande namero de técnicas
vem sendo desenvolvidas, como analises de fragmentos de DNA (acido
desoxirribonucleico) gerados por enzimas de restricdo (RFLP), andlise eletroforética
do cariotipo celular em campo pulsatii (PFGE), cariotipagem, analise por DNA
polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), sequenciamento de DNA, reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) fringerprinting, polimorfismo de tamanho de fragmentos
amplificados (AFLP). Estas técnicas tém revelado grande heterogeneidade genética
entre as espécies de Cryptococcus (Boekhout et al.,1997; Diaz et al.,, 2000;
Boekhout et al., 2001; Meyer et al., 1999; 2003).

A técnica de RFLP é comumente empregada para a diferenciacdo entre
cepas de uma mesma espécie, propiciando a determinagcdo do tipo molecular das
cepas de Cryptococcus spp. Esta técnica visa identificar diferencas na sequéncia de
DNA e pode ser realizada associada a PCR. Assim, um determinado fragmento
génico é amplificado com primers especificos e, posteriormente, € submetido a acéo
de enzimas de restricdo que cortam este gene em sitios determinados, produzindo
fragmentos de DNA com sequéncias especificas (Pasa, 2011).

Em 1999, Meyer e colaboradores identificaram oito tipos moleculares pela
técnica de PCR-fingerprinting. C. neoformans pode ser classificado como C.
neoformans var. grubii (sorotipo A e tipos moleculares VNI e VNII), C. neoformans
var. neoformans (sorotipos D e tipos moleculares VNIV) e a forma hibrida dipléide
sorotipo AD (genotipo VNIII. Para C. gattii, sdo reconhecidos os sorotipos B e C e
os tipos moleculares VGI, VGII, VGIII e VGIV (Meyer et al., 1999; 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Correlacdo taxondémica, molecular, epidemiolégica e clinica entre as

espécies do complexo C. neoformans/C. gattii adaptado de Meyer e Trilles, 2010.

Os tipos moleculares de Cryptococcus diferem em suas caracteristicas
epidemioldgicas e ecoldgicas, apresentacdes clinicas e resposta terapéutica (Sorrell,
2001).

A frequéncia e diversidade dos tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii

varia de acordo com a area geografica. A distribuicdo mundial pode ser observada

na figura 3.
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Figura 3. Isolamento global de C. gattii de fontes clinica humana, veterinaria, e

ambiental adaptado de Springer e Chaturvedi, 2010.

A prevaléncia global de infec¢des pelos quatro tipos moleculares de C. gattii €
mais baixa, totalizando 20%, quando comparado com C. neoformans 80%. C. gattii
tem alta prevaléncia no continente americano e no hemisfério sul. Isolamento
ambiental e clinico de C. gattii é raro na Europa incluindo Russia e partes da Asia,
especialmente China, Tailandia e Japdo (Meyer e Trilles, 2010).

A maioria das infec¢des por C. gattii sdo causadas pelo tipo molecular VGI e
VGII (Meyer e Trilles, 2010). O surto na América do Norte por C. gattii, no final dos
anos 90 deveu-se em grande parte, a trés clones genéticos do subtipo molecular
VGII, designados: VGlla (mais comum), VGIllb e VGlic, sendo o ultimo descrito
apenas nos Estados Unidos (Harris et al., 2011).

No Brasil ha poucos estudos sobre a distribuicdo dos tipos moleculares de C.
neoformans e C. gattii e a excelente revisdo de Trilles e colaboradores traz um mapa

ilustrando os dados publicados (Figura 4).

23



HE {M=32]

o
= 2
-
k-
T -s. )
] _-"I
a -
- - i
- )
Macroregifio Norde ste

- 8P (N=4d) NIL VINIIL
VNI, VNIL VGII n._ l.|| VGl

-
RS (M=135) PRt (=83

VHL VINIL VRV, ViGIN Vil Vall

Mﬁﬂmr:giﬁﬂ Sudeste

Figura 4. Mapa do Brasil apresentando duas macro regides (Nordeste e Sudeste) e

a distribuicdo dos tipos moleculares e numero de isolados segundo Trilles et al.,

2008.

A prevaléncia dos gendtipos do Brasil foram VNI (64%), seguido por VGII
(21%), VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada) e VNIII (<1%). Criptococose
primaria, causada pelo tipo molecular VGII (sorotipo B) prevalece em
imunocompetentes em casos da regido Norte e Nordeste do pais, revelando um
padrdo endémico regional para este tipo molecular.

A presenca de C. gattii (VGII) no estado do Para, Norte do Brasil foi relatada,
assim como outros tipos moleculares, sendo 54 isolados de fluido cerebroespinal e
dois de culturas de sangue. Nesse estudo, os autores diagnosticaram 43 casos entre
2003-2007, e identificaram C. neoformans VNI (28/56, 50%), C. gattii VGII (25/56,
44,64%) e C. gattii VGI (3/56, 5,26%) (Santos et al., 2008).
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O Quadro 1 sintetiza as publicagbes com caracterizacdo genotipica no

periodo de 2006 a 2012 de isolados clinicos e ambientais de C. gattii no Brasil.

Quadro 1. Estudos realizados para tipagem molecular de C. gattii no Brasil

Tipo de amostra Tipo molecular Referéncias

Brasil
clinica e ambiental VGI, VGIl e VGIII | Trilles et al., 2008
clinica e ambiental VGll e VGII Leal et al., 2008
Norte
Para clinica VGl e VGII Santos et al., 2008
Para ambiental VGII Costa et al., 2009
Nordeste
Bahia clinica VGII Matos et al., 2012
Centro-oeste
Goias ambiental e clinica VGl Souza et al., 2009
Sudeste
Minas Gerais clinica VGl Mora et al., 2010
Parana Clinica e ambiental VGI Lugarini et al., 2008
Sul
Rio Grande do | clinica VGl Faganello et al., 2009
Sul
Rio Grande do | ambiental VGI Abegg et al., 2006
Sul

O interesse no estudo das caracteristicas fenotipicas de C. gattii contribui para
o conhecimento especifico dos aspectos ecoldgicos variaveis do fungo, em relacéo a
seu ciclo de desenvolvimento e multiplicacdo (Ohkusu et al., 2002) bem como seu
papel como patdégeno em hospedeiros, imunocompetentes. A variabilidade genética
entre isolados desta espécie pode estar relacionada com perfis distintos de

resisténcia aos antifungicos e, por isso, justifica seu estudo.
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1.2.Ecologia

Durante a fase saprofitica do ciclo bioldgico, C. gattii permanece no ambiente
dentro do solo, associado, principalmente, a excrementos de pombos, e material
vegetal em decomposicdo, ou a ocos de arvores vivas. Passaros, especialmente
pombos, podem ter sido responsaveis pela dispersdo em todo mundo. O fungo
infecta diversos hospedeiros animais, tais como gatos, cabras e coalas; também
pode sobreviver em predadores ambientais, tais como insetos, nematdides e
amebas, e pode interagir com outros microorganismos, como bactérias e outros
fungos (Casadeval et al., 2003; Lin e Heitman, 2006).

A dispercdo de C. gatti na América do Norte, vindo do recente surto no
Canada, sugere que arvores e madeiras de exportacdo, bem como, correntes de ar,
e ou de agua e fontes bidticas tais como passaros, insetos e outros animais podem
atuar como vetores para a propagracao do agente etiolégico para outras regides do
mundo, longe de sua regido original endémica (Springer e Chatudervi, 2010).

A forma de vida, saprofita e ubiqua, de Cryptococcus intriga os pesquisadores
a respeito de como, e por que, esse patégeno humano se associa a plantas e de
gue forma o ambiente influencia no seu ciclo de vida. Acredita-se que o fungo,
principalmente C. gattii, estabeleca esse tipo de relacdo para completar seu ciclo
biologico pelo processo de mating, pois foi observado que componentes como
inositol e &acido indol-acético, existentes em plantas do género Arabidopsis e
Eucalyptus, estimulem a reproducao sexuada do fungo (Xue et al., 2007).

O primeiro isolamento ambiental de C. gattii foi de material associado com
arvores de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis), sugerindo uma associacdo entre
este vegetal e o fungo e, consequentemente, a areas rurais (Ellis e Pfeiffer, 1990).
Estes aspectos, atualmente, ndo sdo considerados na ecologia de C. gattii.

Springer e Chatudervi, 2010 revisaram o isolamento de Cryptococcus gattii
em arvores, e encontraram 54 espécies de arvores com a presenca do fungo,
evidenciando que provavelmente o material vegetal em decomposi¢cdo seja 0 seu
nicho ecoldgico primario desde que tem a habilidade de produzir enzimas lacases,
importantes para a degradacdo da liginina, o que permitem sua colonizacdo em
matéria organica dentro de ocos (Lazera et al., 1998; Fortes et al., 2001; Hagen et

al., 2010) portanto, ndo ha relacdo entre C. gattii e uma arvore especifica.
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Contudo, outras fontes tém sido demonstradas como: fezes de morcegos em
sotdo de casa antiga (Lazera et al.,, 1993), em solo (Firacative et al, 2011), em
excrementos de aves (Abegg et al., 2006) ou compartilhando o mesmo biotipo (oco
de arvore ou solo) com C. neoformans (Costa et al., 2009; Lazera et al., 2000;
Firacative et al, 2011).

Estudo realizado por Bovers e colaboradores (2006) demonstrou o
isolamento de um espécime clinico hibrido BD, sugerindo a ocorréncia natural do
cruzamento entre C. neoformans (sorotipo D) e C. gattii (sorotipo B). Assim, muitas
evidéncias sugerem que C. neoformans e C. gattii possam ocupar 0 mesmo nicho

ecoldgico relacionado a madeira e decomposicgao.

1.3 Tratamento da Criptococose

A escolha do tratamento da doenca depende da imunidade e doenca de base
do paciente, do sitio de infec¢do e da toxicidade do antifungico (Perfect et al., 2010).
O tratamento consiste em uma fase de inducdo por duas semanas, com uma
combinacdo de anfotericina B (AMB) e 5-fluocitosina (que, atualmente nao é
comercializada no Brasil), seguida por 10 semanas de terapia de consolidacéo e
completada com terapia de manutencéo, ou profilatica com fluconazol (FLU) nos
casos com alto risco de recidiva da infeccdo (Consenso em Criptococose, 2008;
Perfect et al., 2010).

O objetivo da fase de inducdo é reduzir drasticamente ou levar a resultados
negativos a carga fangica em periodo minimo de duas semanas. Na fase de
consolidacdo € necessario manter resultados negativos para pesquisa do agente e
alcancar a normalizacdo dos parametros clinicos e laboratoriais por, pelo menos,
oito semanas. A fase de manutencdo (terapia profilatica) depende do estado
imunoldgico do paciente e compreende o periodo minimo de um ano (Consenso em
Criptococose, 2008).

A acdo de um antifungico depende da concentracdo e do tempo de exposicéo
podendo agir como fungistatico, apenas inibindo o crescimento, ou fungicida

causando a morte celular.
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AMB, descoberta em 1956 por Gold e colaboradores, é produzida a partir do
Streptomyces nodosus e faz parte do grupo de antibioéticos macrolideos poliénicos.
Seu mecanismo de agao consiste na ligacado ao ergosterol, presente na membrana
dos fungos. Esta interacdo provoca a formacdo de poros e canais, aumentando a
permeabilidade celular, interferindo nas fungbes de transporte, causando
perturbacbes metabdlicas e consequente morte celular. Este mecanismo de acao
explica grande parte da toxicidade do polieno, pois ocorre sua ligagédo, também, aos
ester6is da membrana plasmética humana, como o colesterol (Richardson e
Warnock, 1993; Bennett, 2003; Rang et al.,, 2004). A absorcado oral da AMB é
minima (5%) e, por ser pouco absorvida pelo trato gastrointestinal ela deve ser
administrada, exclusivamente, por via endovenosa. Esse farmaco é complexado com
desoxicolato de sodio, porém, existem preparacoes lipidicas como solucao coloidal e
encapsulamento em lipossomas. Estas formulagdes lipidicas causam menos efeitos
indesejaveis, entretanto, o custo € consideravelmente mais alto, e, desta forma,
deve ser feita uma avaliacdo do custo-beneficio em cada caso especifico (Bennett,
2003; Rang et al., 2004).

Os antifungicos azdlicos imidazdlicos, constituem um grupo de agentes
fungistaticos sintéticos que inibem a enzima 14-a-demetilase do sistema do
citocromo P450 codificada pelo gene ERG11. Esta enzima tem participacdo na
sintese do ergosterol. Com a diminuicdo da formacdo do ergosterol da membrana
ocorre interferéncia na acdo das enzimas ligadas na membrana, ha inibicdo da
replicacdo fungica. A essa acao fungistatica, segue-se a acao fungicida dos azéis,
por acumulo de esterois precursores do ergosterol, que sao toxicos para a célula
fungica. Os triazolicos mais utilizados na criptococose sdo FLU e itraconazol
(Richardson e Warnock, 1993; Bennett, 2003; Rang et al., 2004; Chen e Sorrel,
2007).

FLU apresenta boa biodisponibilidade oral, além de poder ser administrado
por via endovenosa. Difunde-se, rapidamente, pelos tecidos atingindo concentracdes

séricas e teciduais elevadas (Chen e Sorrel, 2007; Richardson e Warnock, 1993).
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1.4 Resisténcia dos agentes da criptococose aos antifingicos

A terapia de manutencdo, realizada a longo prazo com derivados azdlicos
pode levar, ao aparecimento de isolados multirresistentes, falha terapéutica e
recaida (Graybill et al., 1998; Perfect e Cox, 1999).

Os mecanismos mais comuns de resisténcia a azolicos tém sido estudados,
extensivamente, em Saccharomyces cerevisiae e espécies patogénicas de Candida,
como: C. albicans e C. glabrata. Estas espécies sao filogeneticamente distantes de
C. neoformans. Mas sabe-se que nelas ocorrem varios mecanismos que podem
estar envolvidos com resisténcia, incluindo: o menor acumulo intracelular de
antifingicos azolicos, associado com maior expressao génica de proteinas de efluxo
celular, superprodugdo de enzima alvo dos azois, implementacdo de vias
metabolicas alternativas e/ou alteragées na molécula 14-a-demetilase (Sionov et al.,
2009).

Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares responsaveis pela
resisténcia aos azoéis em Cryptococcus, exceto para mutacdo no ERG11 relatada em
cepa isolada de um paciente com AIDS que foi associada a quadro de
meningoencefalite criptocécica recidivante (Rodero et al., 2003). Estudos recentes
demonstraram que a resisténcia aos azolicos, nessa espécie de levedura, também
pode ser devido a heteroresisténcia, designada como o aparecimento, dentro de
uma cepa sensivel, subpopulacao resistente, de que pode tolerar concentracdes de
FLU maiores do que a CIM da cepa. Heteroresisténcia de C. neoformans parece
envolver aneuploidias cromossdmicas e, portanto, 0 numero de cOpias de genes de
resisténcia, incluindo ERG11, fica aumentado na vigéncia desse fendbmeno. Este
mecanismo pode, portanto, resultar em elevada transcricdo do ERG11 com maior
producédo da enzima 14-a-demetilase (Sionov et al., 2009; Sionov et al., 2010; Varma
e Kwon-Chung, 2010).

Outro mecanismo molecular de resisténcia ao FLU descrito em C. neoformans
€ o efluxo do antifungico provocado por bombas de efluxo. Embora numerosos
genes do genoma desta espécie tenham sido associados a bombas de efluxo, até a
data apenas um dos transportadores ABC, AFR1, tem sido atribuido a efluxo de FLU
(Posteraro et al., 2003)
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Os mecanismos de resisténcia para AMB em C. neoformans sao mal
compreendidos, apesar da sua utilizacdo desde os anos 1960. Além disso, a ligagcédo
entre mutacdes genéticas em Cryptococcus spp. € CIMs elevadas deste agente
ainda n&do foi determinada. O teste de sensibilidade por metodologia M27-A3
demonstraram que MICs elevados para C. neoformans foram preditivos de falha
clinica para os azdlicos e, em menor grau para o polienos (Perfect e Cox, 1999).
CIMs de AMB >2 mg / ml foram associada a falha clinica, foram descritas mutacdes
na enzima alvo, e na via de biossintese de ergosterol (por exemplo, 5,6-
dessaturase), ou um aumento no efluxo da droga a partir da célula fungica (Joseph-
Horne et al., 1996; Kelly et al., 1994). Em isolados polieno resistentes de Candida e
Cryptococcus, o teor do ergosterol foi menor do que em isolados sensiveis (Kelly et
al., 1994; Espinel-Ingroff et al., 2012).

Nos ultimos anos, diferencas de susceptibilidade in vitro entre C. neoformans
e C. gattii, bem como aos tipos moleculares e sorotipos, aos antifingicos tem sido
relatados (Trilles et al., 2011; Espinel-Ingroff et al., 2012), e aparentemente a
resposta ao tratamento de infeccbes causadas por C. gattii , necessitam tanto de
terapia mais prolongada e/ou intervencao cirargica (Byrnes et al., 2011).

Recentes estudos, tem descrito resisténcia in vitro de C. gattii aos azolicos,
particularmente entre algumas cepas altamente virulentas do tipo molecular VGII
responsavel pelo surto no noroeste do Pacifico (Hagen et al., 2010; Igbal et al.
2010). Ha dados inconsistentes sobre esta lacuna, mas acredita-se que pode existir
diferencas de susceptibilidade a nivel de subtipo molecular de C. gattii (Cheng et al.,
2009).

1.5.Testes de Sensibilidade a Antifungicos

1.5.1 Teste de microdiluicao

Os métodos para investigacao in vitro dos fendtipos de resisténcia sao
fundamentados em método de referéncia, desenvolvidos especialmente pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Este método tem como base a reacdo de
inibicdo de crescimento do agente etiolégico em meio liquido contendo antifingicos,

denominada microdiluicdo (CLSI, 2008). O comité europeu European Committee for
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Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) propés modificacdes nesse método,
no intuito de tornar mais objetiva e reprodutivel a leitura do ensaio e diminuir o
tempo para emisséo de resultados (Cuenca-Estrella et al., 2002; Rodriguez-Tudela
et al.,, 2007). O método produz resultados equivalentes ao do CLSI para o género
Candida (Espinel-Ingroff et al., 2005). Apesar de n&o ser, ainda referenciada para o
género Cryptococcus, a metodologia do grupo europeu foi empregada para
amostras de C. neoformans em estudo brasileiro (Dias et al., 2006 ).

A determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) € uma ferramenta
gue tornou-se extremamente Util para decidir o tratamento de pacientes infectados
com patdégenos fungicos. Porém o crescimento de leveduras ndo fermentadoras,
como C. gattii nos protocolos de teste de sensibilidade a antifingicos é, em grande
parte, comprometida, devido a limitacdo de oxigénio encontrados nas placas de
microdiluicdo, o meio liquido utilizado e as condigbes de incubacdo como
temperatura e agitacdo. Varias modificacbes das condi¢cdes padrdao tém sido
sugeridas para melhorar o crescimento das leveduras nestas condi¢bes (Zaragoza
et al., 2011).

Ambos os meétodos de referéncia tem acuracia para avaliar fenotipos de
resisténcia ao (FLU) em cepas de Candida e Cryptococcus, entretanto, é consenso
gue para (AMB), outras técnicas devem ser empregadas para melhorar o
desempenho do método (Park et al., 2006). O método de curvas de morte foi
indicado como uma dessas ferramentas que oferece dados mais fidedignos para
demonstrar atividade fungicida da AMB. Esta metodologia ja foi empregada para
amostras de Candida spp. e C. neoformans (Klepser et al., 1998; Rodero et al.,
2000; Papparlado et al., 2009; Coérdoba et al., 2011).

1.5.2 Metodologia de Curvas de morte

A metodologia de curvas de morte expressa a porcentagem de micro
organismos mortos em funcéo da acao de uma concentracao fixa do antifingico, em
condicBes pré-estabelecidas. Para isso, € realizada uma contagem do namero de
células viaveis ap0s intervalos periddicos de exposicdo ao farmaco. Uma figura tipo

dose (tempo)-resposta pode ser construida, na base log 10, para ilustrar as
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diferentes contagens segundo o periodo de incubacdo. O ponto final da reacdo
(endpoint) é definido quando a taxa de morte for >99,9% em relacdo ao namero
inicial de col6nias no tempo zero. Trata-se, portanto, de um teste para avaliar a
eficacia fungicida, mas a vantagem sobre o método de concentracdo fungicida
minima é que ele fornece a informacéo da dindmica da acao do antifingico sobre o
agente etioldgico (Klepser et al., 1998; Rodero et al., 2000; Papparlado et al., 2009;
Cérdoba et al.,, 2011). Por curvas de morte, podem ser ensaiadas Vvarias
concentracfes do farmaco, como fizeram Klepser e colaboradores (1997;1998), que
estudaram a atividade de FLU e AMB contra isolados de C. albicans e C.
neoformans.

Frente aos dados apresentados nota-se que ha poucos dados nacionais sobre a
distribuicdo dos tipos moleculares de C. gattii, e raros dados do Estado de S&o
Paulo. Portanto, estudo descritivo que analisa tanto os tipos moleculares quanto

perfis de suscetibilidade a antifungicos trariam grande contribuicdo para esta lacuna.
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2.0bjetivos

2.1 Geral

Contribuir para o conhecimento da epidemiologia molecular da criptococose

causada por C. gattii.

2.2 Especificos

1.Avaliar a distribuicdes dos tipos moleculares de cepas de C. gattii isoladas de
fontes, clinica e ambiental;

2.Determinar a frequéncia de isolados resistentes a fluconazol e anfotericina B, por
testes de sensibilidade por microdiluicéo;

3.Avaliar a acao fungicida de anfotericina B, por metodologia de curvas de morte
sobre isolados clinicos e ambientais de C. gattii;

4.Comparar os resultados dos dois métodos.
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3 Material e Métodos

3.1 Isolados clinicos e ambientais de C. gattii

Foram analisados 55 isolados de C. gattii, sendo 50 de origem clinica (1999-
2009) e 5 ambiental (1996 e 2011). Estes estdo mantidos em glicerol a 15% sob -20
°C na micoteca do Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo.

Quatro isolados ambientais foram gentiimente, cedidos pela Profa. Dra.
Claudete Rodrigues Paula do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo, sendo obtidos, de solo contaminado com fezes de pombo. E a outra
amostra foi isolada de fezes pombo na cidade de Araraquara.

O IAL de Séo Paulo é um laboratorio central de saude publica (LACEN) do
governo de Estado de Sao Paulo que é referéncia para micoses e mantém, em sua
micoteca, isolados clinicos e ambientais de C. gattii provenientes de diversas
cidades do Estado de Sao Paulo. Essa condicdo oferece a oportunidade de estudo
de grande numero de cepas, representantes das diversas regides geograficas do
Estado.

3.1.2 Identificac&o de género e espécie dos isolados ambientais

A triagem inicial do género Cryptococcus spp. foi realizada com a pesquisa da
atividade da enzima fenoloxidase em meio de cultura preparado com semente de
Niger (Guizotia abyssinica). Todas as colbnias, de coloragdo marrom nesses meios,
foram repicadas para agar Sabouraud dextrose (Difco) com cloranfenicol.

A identificacdo de Cryptococcus spp. foi realizada pela andlise morfologica com
tinta da China, para observacdo da capsula. Em seguida, foram realizados testes
bioquimicos: a deteccdo da enzima urease em meio de Christensen, crescimento a
37°C, auséncia de fermentacao de carboidratos, e perfil de assimilacdo de fontes de
carbono e de nitrogénio. Para identificacdo da espécie foi realizado o teste do CGB

(Canavanina, glicina e azul de bromotimol) como consta na figura 5.
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Género Espécie

Figura 5. Fluxograma de identificacéo de C. gattii.

Das cinco cepas ambientais analisadas neste estudo, 4 (75%) foram
provenientes da cidade de Sédo Paulo e 1 (25%) de Araraquara. Quanto ao tipo de
amostra, 4 (75%) foram isoladas de solo com fezes de aves e 1 (25%) de fezes de

pombo (Quadro 2).
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Quadro 2. Isolados ambientais de C. gattii

ICB-182 C. gattii Solo com fezes | S&o Paulo 1996
ICB-183 C. gattii Solo com fezes | S&o Paulo 1996
ICB-184 C. gattii Solo com fezes | S&o Paulo 1996
ICB-82 C. gattii Solo com fezes | S&o Paulo 1996
2G C. gattii Fezes de pombo | Araraquara 2011

3.1.3 Isolados clinicos

Os isolados clinicos de C. gatti, foram provenientes de liquido
cefalorraquidiano (98%) e lavado bronco alveolar (2%), de pacientes com
criptococose. A maioria dos isolados (76%) foi proveniente de cidades do interior do
Estado de Sao Paulo e o periodo de isolamento foi de 1994 a 2009 (Apéndice 1).
Todos os isolados foram previamente identificados por métodos tradicionais, com
base em suas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas antes de serem
incorporados a micoteca do Nucleo de Micologia do IAL de S&o Paulo.

Os isolados foram descongelados, plagueados em agar cromogénico
(Chromagar Candida®) para confirmacdo de pureza e, em agar niger para
confirmacdo do género. Em seguida foi realizada analise morfolégica com tinta da
China para observacao da capsula, e o teste do CGB para confirmacdo da espécie.
As culturas assim processadas foram submetidas a todos os testes previstos neste

estudo.
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3.1.4 Cepas padrao de C. gattii

Para os ensaios moleculares foram utilizadas cepas padrao correspondentes
aos quatro tipos moleculares de C. gatti: WM 179 (sorotipo B, VGI), WM 178
(sorotipo B, VGIl), WM 161 (sorotipo B, VGIIl) e WM 779 (sorotipo C, VGIV)
gentilmente cedidas pela referéncia internacional para esta dissertacao, Prof. Dr.
Wieland Meyer (Universidade de Sydney, Austrélia).

3.2 Anélise Molecular

3.2.1 Fase pré-analitica

Para a analise molecular, foi aplicada a técnica de PCR, e a de PCR-RFLP. A

extracdo de DNA gendmico foi realizada em duas etapas:

3.2.1.1 Obtencéao de protoplastos (Branchini et al. 1994, Shin et al., 2001)

Algumas colbénias de leveduras, com crescimento de até 48h, foram
removidas para um microtubo tipo Eppendorf contendo 1ml de EDTA 50mM. Cada
um dos microtubos foi centrifugado em microcentrifuga a 10.000 rpm por 15’. O
sobrenadante foi desprezado e, ao sedimento, foi adicionado 1ml de EDTA 50 mM.
Este processo de lavagem foi repetido até que o sobrenadante ficou limpido e foi,
entdo desprezado. Para a digestdo da cépsula e parede, as células do sedimento
foram ressuspensas em 200 pL de tampao CES (20mM de tampao citrato, pH 5,6;
50mM de EDTA; pH 8,0; 0,9M de sorbitol), contendo 30 pL de enzima litica obtida de
Trichoderma harzianum (Sigma). Para tanto, suspensao foi incubada a 37°C por 2h
a 3h, sob agitacdo constante. A seguir, os microtubos contendo os protoplastos
foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos, sob temperatura de 4°C. Foram
feitas, a seguir, trés lavagens do sedimento com 1mL de tampéo CES e, entdo, o

sedimento foi ressuspenso em 200uL de tampéo CES.
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3.2.1.2 Lise Celular (segundo Sambrook et al.,1989)

Aos protoplastos obtidos foi adicionado 200 a 300 pl de tampéo de lise. Apoés
homogenizagdo em vértex, o material foi incubado em banho maria a 50°C, por 2
horas, com agitacdo em vortex a cada 30’. Posteriormente, o material foi
centrifugado por 5 e o sobrenadante foi retirado para outro microtubo. Ao
sobrenadante foram adicionados 200 a 400 pl de cloroférmio (24:1 cloroférmio/
isopropanol) para promover a precipitacdo das proteinas. Apés centrifugacédo por
15, houve a formacao de trés fases. A fase superior aquosa foi retirada para outro
microtubo e para promover a precipitacdo do DNA, foi adicionado 300 ul de
isopropanol. O material foi centrifugado por 10’ a 10.000 rpm e o sobrenadante
desprezado. Ao sedimento foi adicionado 200 a 500 pl de etanol a 70%. Apos
centrifugacéo por 10’ a 10.000 rpm, o sobrenadante foi desprezado. Ap0s secagem
do sedimento contendo DNA o mesmo foi ressuspenso com 50 ul de agua Mili Q e

mantidoem frezeer -20°C até sua utilizacao.

3.2.2 Fase analitica

Para a quantificacdo de DNA gendmico, as amostras foram colocadas em um
aparelho de quantificagcdo o Nanodrop. O equipamento apresentou o grau de pureza
das extracdes pela razdo entre as leituras de densidade otica (DO) de 260/ DO 280,
gue tiveram que apresentar valores entre 1,8 e 2,0 como considera valor ideal

Sambrook e colaboradores.

3.2.2.1 Técnicas de PCR e PCR-RFLP

Para a amplificacdo da sequiéncia alvo do DNA foi utilizada a solu¢cdo pronta
para uso Go Tag® Green Master Mix (Promega). Esta solugcdo contém Taq DNA

polimerase, dNTPs, MgCI2 e tampdes em concentracdes otimas para amplificacédo
do DNA por PCR. As solucdes contém também, dois corantes que permitem
monitorar o curso da eletroforese e sua densidade € suficiente para que o produto

da PCR seja aplicado diretamente no gel.

38



Para a técnica de PCR-RFLP (Meyer et al., 2003) foi amplificado o fragmento
URAS5 utilizando-se par de primers URA5( 5-
ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-3") e Sjo1( 5-
TTAAGACCTCTCTGAACACCGTACTC-3’) nas seguintes condi¢cdes: desnaturagcao
inicial sob 94°C por 5, 35 ciclos sob 94°C por 45”; 63°C por 1’; 72°C por 2’ e
extenséo final de 10’ a 72°C. Os produtos do PCR foram digeridos duplamente Hhal
( 20 U/ul) e Cfrl3l,isomero de Sau96l, a ( 10U/ul) por 3 horas. Os produtos de
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em sistema horizontal contendo TBE
durante 40 minutos a 100V e 400mA (consta na figura 6).

Os géis foram entdo observados em transiluminador com luz ultravioleta a 302 nm
(Syngene). Os perfis de bandas das cepas clinicas e ambientais de C. gattii foram
assinalados visualmente por comparacdo com os perfis obtidos com as cepas

referéncia bem definidas para a espécie (VGI-VGIV).

700

300
200

100

Padrao e
amostra

YGl VGI VGH VGV
amostras Cepas - padrao

Figura 6. Gel de agarose representativo contendo os tipos moleculares de C. gattii.
Linhas 1 e 2: fragmentos caracteristicos de Cryptococcus spp. (PCR primers URA5 e
SJO01). Linhas 3-8: fragmentos obtidos por RFLP (enzimas Cfrl3l e Hhal) de

amostras VGI e VGII e cepas-padrdo. Linha M: marcador de peso molecular de 100

bp
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3.3 Determinagéo da suscetibilidade a antifungicos

3.3.1 Microdiluicdo

O perfil de susceptibilidade de cada isolado foi avaliado, em duplicata, pela
metodologia de referéncia de microdiluicdo em placas AFST-EUCAST documento E.
Def. 7.1 (Rodriguez-Tudela et al., 2008) adotando recentes recomendacdes para
leveduras nédo-fermentadoras (Zaragoza et al., 2011). A seguinte modificaggao foi
adotada: incubacdo a 30 °C. Os resultados dos testes foram expressos em
concentracao inibitéria minima (CIM).

O meio de cultura usado na prova foi RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA),
sem bicarbonato de soédio e com L-glutamina. Os antifungicos: anfotericina B
(SIGMA, St.Louis, EEUU) e fluconazol (Pfizer Laboratories) foram utilizados na
forma p.a.

A solucdo-méde de FLU, na concentracdo de 5120 pg/mL, foi preparada em
agua destilada e a de AMB com 1600 pg/mL em DMSO (dimetilsulféxido). As
solucdes de uso, para serem colocadas nas placas de microtitulacdo onde foram
feitos os testes, foram preparadas de modo que as concentracdes finais dos
antifangicos, apos a adicdo do indculo de levedura, ficassem de 64 mg/L a 0,125
mg/L para FLU e entre 16 mg/L a 0,03 mg/L para AMB. Cada concentracdo de
antifangico foi distribuido em aliquotas de 100 pL, nas colunas 2 até a 11,
correspondendo a cada coluna, uma concentracdo. As placas foram vedadas e
congeladas a temperatura de -70 °C, por periodo maximo de 6 meses até o
momento do uso (Rodriguez-Tudela et al., 2008).

Em cada placa foram avaliadas seis isolados e duas cepas-padrdao. As cepas
C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019, foram usadas em todos os
testes para validar os resultados (Barry et al., 2000).

Para o teste, um inéculo de cada isolado foi feito em solucdo salina em
concentracdo de 1 a 5x10° ufc/mL. Aliquotas de 100 pL, de cada inéculo foram
colocadas nos pocos das placas descongeladas contendo antifungicos. Com este
procedimento a concentracao final de cada in6culo foi reduzida a metade, ficando

0,5 a 2,5 x10° ufc/mL. Em cada placa foram colocados inéculos de 6 isolados nas
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fileiras A e F, sendo as duas ultimas fileiras (G e H) destinadas as cepas-padréo,
para controle interno de qualidade do teste.

O controle de esterilidade, preparado na coluna 1, foi feito com o meio RPMI,
sem antifungico e sem in6culo o qual serviu também, na hora da leitura, como
“branco” do espectrofotdmetro o qual foi utilizado na leitura dos testes. O controle de
crescimento de cada isolado, denominado de controle positivo, foi colocado na
coluna 12, sendo preparado com: 100 pL de RPMI e 100 pL do in6culo. As placas
foram, entdo, tampadas e incubadas a 30 °C. A leitura de turbidez, resultante do
crescimento das amostras, foi realizada as 48h e quando o valor da D. O. foi > 0,3 0
resultado foi lido, caso contrario, nova leitura foi feita as 72h. A absorbancia dos
orificios foi lida em espectrofotometro (TITERTEK MULTISCAN, FLOW, Suécia) sob
filltro de 492 nm e os valores foram registrados em impressora, para posterior
compilagéo e analise de resultados.

O ponto de leitura ou “endpoint”, que indica a concentracao inibitéria minima
(CIM) de FLU foi o que permitiu inibicdo de 50% do crescimento (“inhibition
concentration” ou IC50) em relacdo ao controle positivo de cada isolado. Para AMB
0 ponto de leitura foi naquela concentracdo que inibiu >90% (IC90) do crescimento
de cada isolado. Um exemplo representativo da placa de teste consta na Figura 7.

Para interpretar os valores de CIM foi adotado critérios de Aller et al. (2000),
segundo a qual, valores de CIM de FLU >16 mg/L classificam as cepas como
resistentes a este azol. Para AMB, a interpretacao utilizada foi a mesma de Pfaller et
al. (2005), segundo a qual, valores de CIM >2 mg/L classificam as cepas como

resistentes a este polieno.
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Concentragoes do antifungico

Amostras (6) C. C+
64 32 16 8 4 2 1 05 025012

C. krusei ATCC 6258
C. parapsilosis ATCC 22019

Figura 7. Exemplo de placa de microtitulacdo contendo concentracdes (mg/L) de

fluconazol para determinacédo de CIM. C+: controle-positivo, C-: controle-negativo.

3.3.2 Curvas de morte

Para AMB as amostras foram avaliadas pela metodologia de curvas de morte
segundo descrito por Klepser et al., 1998, Rodero et al., 2000 e em Pappalardo et
al., 2009. As culturas foram cultivadas duas vezes em placas com agar dextrose
batata, previamente, aos testes de curva de morte. Trés a cinco coldnias, apos
crescimento (24-48 h) na placa, foram suspensas em 9 mL de agua estéril. A
suspensao foi ajustada, de acordo a mesma turbidez do tubo 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 1.10° ufc/mL a 5.10° ufc/mL). Um mililitro da
suspensao ajustada foi adicionado a 9 mL de RPMI 1640 tamponado com tampéao
MOPS. Isso resultou em diluicdo da suspenséo fungica em 1:10, tornando-a com
1.10° a 5.10° ufc/mL. O inéculo foi também transferido & solucdo de 1 mg/L de AMB
(diluicho 1:10). Aliquotas de 30 uL dessa suspensdo foram, imediatamente,

plagueadas em agar batata e incubadas a 35°C. Este procedimento caracterizou o
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tempo zero (TO) de reacgdo, ou seja, antes do inicio da incubag&o do in6culo com a
anfotericina B. Em tempos pré-determinados, de 6h,12h, 24h, 48h e 72h, aliquotas
de 100-uL foram removidas da suspensdo contendo indculo e AMB, foram diluidas
em RPMI (1:10) e, entdo, plagueadas. Esses procedimentos corresponderam,
respectivamente, aos tempos T6, T12, T24, T48, e T72. ApGs 72h de incubacéo a
35°C, as colonias foram contadas para elaboracao das curvas de morte(Figura 4).

A contagem minima de 1000 ufc/mL para cada inéculo foi garantida no tempo
inicial (TO) para validacdo do teste. O tempo necessario para reducao de >99,9%
(3logio) em relagdo ao indculo inicial foi determinado para cada isolado (Pearson et
al., 1980). Atividade fungicida (endpoint da reacdo) foi considerada quando o
numero de unidades formadoras de colénias (ufc) por mililitro foi <99,9%, quando
comparada ao tamanho do inéculo no momento da diluigéo inicial. Controle-positivo
de crescimento do inoculo foi preparado em solugdo de RPMI sem adi¢cdo de AMB e,
do mesmo modo, foi preparado de TO ao T72.

A contagem (logl0 do numero de ufc/mL) versus tempo foi inserida em
Figuras, para estudo de comparacdes da atividade antifangica. Uma curva de morte
versus tempo foi feita para cada isolado e comparado com o valor de CIM. Uma
curva de morte com valores médios, contemplando todas as amostras, foi elaborada
e comparada com a curva do controle-positivo. A técnica permite estimar, de forma
dindmica, a acao fungicida da AMB, ou seja, a diminuicdo no numero de fungos

viaveis ao longo do tempo.

T0 T6 T12 T24 T48 T72

Figura 8. Placas de Petri em testes de curvas de morte, ilustrando a diminuicdo do
namero de coldnias de C. gattii (ufc/mL) segundo tempo de exposicdo a 1 mg/L de
anfotericina B. TO, tempo zero; T6, 6 h; T12, 12 h; T24, 24 h; T48, 48 h; T72, 72 h

de exposicao.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao genotipica

Neste estudo foram avaliados 55 isolados de C. gattii (90,9% clinicos e 9,1%

ambientais), dos quais foi amplificado um fragmento do gene de, aproximadamente,

750bp, ap6s uso dos primers: URA5 e SJO1. A digestdo do fragmento especifico

usando as endo nucleases Hhal e Cfr13I (isbmero de Sau96l) mostraram que: de 50

isolados clinicos de C. gattii, 47 (94%) eram do tipo molecular VGII e trés (6%) eram

VGI. Entre os isolados ambientais houve predominancia do genétipo VGII (3/5;

60%), sendo todos provenientes da cidade de S&ao Paulo. Em relacdo a VGI (2/40%),

era um da cidade S&o Paulo e um de Araraquara (Figuras 5 e 6).
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Frequéncia
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70% 1
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50% -
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Figura 9. Distribuicédo

ambientais

dos tipos moleculares de C. gattii de 55 amostras clinicas e
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Figura 10. Gel de agarose contendo os tipos moleculares dos isolados clinicos e
ambientais de C. gattii por técnica de PCR-RFLP. Linhas 21,36 e 55 tipo molecular
VGI, linhas 12-20, 22-60, 31-34, 37-39, e 56-58 tipo molecular VGII

4.2 Perfil de Sensibilidade a antifungicos
4.2.1 Microdiluicéo

Os testes de sensibilidade, para cinqienta isolados clinicos e cinco
ambientais, frente aos antifungicos: fluconazol e anfotericina B, foram realizados
pela metodologia de referéncia AFST-EUCAST E Def 7.1 (Rodriguez-Tudela et al.,
2008) adotando recentes recomendacbes para leveduras nao-fermentadoras

(Zaragoza et al., 2011). Os valores de CIM, avaliados sob os parametros de intervalo
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de CIM, CIMsp, CIMgp € média geométrica frente aos dois tipos moleculares seguido
da origem dos isolados de C. gattii, estdo expressos na Tabela 1.

O perfil de sensibilidade frente a FLU para os 55 isolados indicou intervalo de
CIM de 1 - 64 mg/L, moda 8 mg/L, média 11.3 mg/L, CIMso 8 mg/L, CIMgp 16 mg/L.

O valor da média geométrica para os isolados clinicos frente & FLU foi de
11.8 mg/L. FLU demonstrou baixa atividade frente ao genétipo VGII, sendo que
25.5% dos isolados clinicos apresentaram susceptibilidade reduzida (CIMs =16
mg/L). Verificou-se que 24 (47,2%) dos isolados apresentaram CIMs elevadas
8mgl/L.

Para AMB, os valores correspondentes a CIM para os 55 isolados, foram:
intervalo 0,12-0,5 mg/L, moda 0,5 mg/L, média 0,36 mg/L, CIMso 0,5 mg/L, CIMg 0,5
mg/L. Todos os isolados apresentaram CIMs baixas para AMB (< 2mg/L) e os tipos

moleculares VGI e VGII apresentaram perfil de susceptibilidade equivalente.

Tabela 1. Suscetibilidade, em valores de concentragéo inibittoria minima (CIM) a
fluconazol e anfotericina B de 55 isolados de C. gattii, segundo origem e tipos

moleculares

Origem Tipo molecular Fluconazol Anfotericina B
(nGmero de CIM (mg L-1) % CIM (mg L-1)
isolados)
Intervalo 50/90 MG S/R Intervalo 50/90 MG S/IR
VGI (2) 4-8 4/8 6 100/0 0.12 0.12/0.12 0.12  100/0
Ambientais VGII (3) 4-8 8/8 6.6 100/0 0.12-0.25 0.12/0.25 0.16 100/0
Total (5) 4-8 8/8 6.4 100/0 0.12-0.25  0.12/0.25  0.14 100/0
VGI (3) 4-8 4/8 5.3 100/0 0.12-0.5 0.25/0.5 029 100/0
Clinicas VGII (47) 1-64 8/16 122 745255  0.12-0.5 05/ 05 0.39  100/0
Total (50) 1-64 8/16  11.8  76.0/240  0.12-0.5 05/ 05 0.38  100/0
Total

1-64 8/16  11.3  78.2/21.8 0.12-0.5 0.5/0.5 0.36  100/0

MG, média geométrica; S, sensivel; R, resistente
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4.2.2 Curvas de morte

Os resultados das curvas de morte dos 55 isolados clinicos e ambientais frente

a AMB estdo apresentados respectivamente na Tabela 2 e Figuras 11 e 12. O tempo

necessario para ocorrer o efeito fungicida foi de 6h para a maioria dos isolados

(70,9%), a taxa de mortalidade aumentou (14,6%) com 12h chegando a 86%.

Verificou-se que 3.6% das cepas ainda seguiu crescendo as 24h (94,6%) e atingiu

maximo (94,6%) as 48h (consta na tabela 3). Dois isolados ndo apresentaram efeito

fungicida a AMB apds 72h de exposi¢cdo, ambos de origem clinica e do tipo

molecular VGII (consta no quadro 3).

Tabela 2. Efeito fungicida de anfotericina B (1mg/L) sobre 55 isolados de C. gattii

por metodologia de curvas de morte

6 39 (70,9) 70,9
12 8 (14,6) 86
24 5 (9,1) 94,6
48 1 (1,8) 96,4
72 0* (0) 96,4

Total 53 (96,4) 96,4

N nimero de isolados mortos
*N&o foi considerado o efeito de recrescimento
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Figura 11. Curvas de morte de 50 isolados clinicos de Cryptococcus gattii testados

com 1mg L de anfotericina B. Controle *

Quadro 3. Isolados de C. gattii sem efeito fungicida da anfotericina B (AMB), em

testes de curvas de morte, e segundo valor de CIM

Tipo N° do Origem CIM AMB
molecular  isolado amostra (mglL)
VGl 14 Clinica 0,5

VGl 50 Clinica 0,5

Para isolados ambientais do tipo molecular VGI, um teve efeito fungicida
apos 6h e o outro apenas apos 24h de exposicdo a AMB. Para VGII os tempos de
morte foram 6h (1), 12h (1) e 24h (1). As 72h 18 (34%) isolados clinicos todos VGl e
2 (40%) ambientais (VGI e VGII) tiveram recrescimento ap6s 48 horas de exposicéo
a AMB. Todos os isolados clinicos (3/50; 6%) do tipo molecular VGI morreram no

periodo inicial de 6h.
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Figura 12. Curvas de morte de 5 isolados ambientais de Cryptococcus gattii

testados com 1mg L™ de anfotericina B. Controle §

A andlise de Curvas de Morte e CIM indicou que entre os isolados do tipo

molecular VGI a minoria (2/5; 40%) dos que tiveram CIM baixa para AMB (0,12

mg/L), o tempo para ocorrer o efeito fungicida foi no periodo inicial de 6 horas

(tabela 4). Entre os isolados do tipo molecular VGII 8.3% ainda estavam viaveis apos

24 horas de exposicao a 1 mg/L do antifungico, sendo a metade (2/4) com CIM de

0,5 mg/L para AMB.
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Tabela 3. Concentracao inibitéria minima e tipo molecular de isolados de C. gattii

Tipo AMB CIM 0,12 0,25 0,5 Total(%)
molecular (mg/L)

VGI T6 2 1 1 4(80)
T12 - - - -
T24 1 - - 1(20)
Total(%) 3(60) 1(20) 1(20) 5(100)
VGII T6 6 8 20 34(71)
T12 2 1 6 9(18.7)
T24 1 1 2 4(8.3)
T48 - 1 - 1(2)
Total 9(18.7)  11(23) 28(58.3)  48(100%)*

* Dois isolados clinicos ndo sofreram efeito fungicida
TKC, resultado de efeito fungicida por Time-Kill Curves ; T, tempo em
horas; AMB, anfotericina B, CIM, concentracao inibitoria minima

O efeito de recrescimento observado em (38.1%) dos 55 isolados clinicos e
ambientais, ndo ocorreu no tipo molecular VGI. E entre os isolados do tipo molecular

VGII que apresentaram este efeito, 70% tiveram CIM de 0,5 mg/L para AMB.

Tabela 4. Concentragdo inibitéria minima de isolados que tiveram recrescimento em

curvas de morte segundo tipo molecular

Tipo AMB CIM Recrescimento
molecular (mgl/L) T72 Total(%)
0,12 3 3(15)
VGl 0,25 3 3(15)
0,5 12 14(70)

T, tempo em horas; AMB, anfotericina B; CIM, concentracéo
inibitéria minima
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5. Discussao

A prevaléncia do gendtipo VGII (91%) observada em nosso estudo foi
semelhante a dados nacionais anteriores (76-100%). Dados latino-americanos
(99,2%), e do noroeste dos Estados Unidos (80%), além de relatos do Canada
(95%) e Australia (71%), também demonstraram a prevaléncia do genotipo VGII
entre as infecgbes por C. gattii (Kidd et al., 2004; Campbell et al., 2005; Escadon et
al., 2006; MacDougall et al., 2007; Santos et al., 2008; Trilles et al., 2008; Mora et
al., 2010).

Os métodos de referéncia para determinacdo da CIM ndo séo totalmente
padronizados para avaliar o perfil de susceptibilidade antifungica de leveduras néo
fermentadoras como C. gattii. Isto se deve, em parte, ao crescimento prejudicado
dessas leveduras nas condi¢cdes propostas pelo teste, incluindo a temperatura de
incubacao e o meio de cultura. Recentemente, um estudo comparativo de analise da
cinética de crescimento de espécies representativas de leveduras néao
fermentadoras, além de outros parametros, mostrou que a incubacdo a 30 °C

melhorou a cinética de crescimento desses organismos (Zaragoza et al., 2011).

Noés testamos a susceptibilidade antifungica de todas as 55 amostras com
a temperatura de 30 °C, uma vez que ficou provado que os valores de CIM obtidos
nessa condicdo mostraram elevada porcentagem de concordancia e significativa
correlacdo entre os métodos de referéncia CLSI e AFST-EUCAST. Realizamos
testes em duplicata em ambas as temperaturas (35 °C e 30 °C) nas 55 amostras
anteriormente (dados ndo mostrados), e obtivemos resultados de CIM semelhantes
(+ 1 diluicdo log 2) para as duas drogas antifungicas. A determinacdo do CIM ficou
mais facil e clara na temperatura de 30 °C, pois os isolados tiveram um crescimento
suficiente (densidade optica> 0,3) em placas de microdiluicdo em meio RPMI, sem

agitacdo e com até 72h de incubacéo.

Os breakpoints para a interpretacdo da susceptibilidade das espécies de
Cryptococcus ainda nao foram definidos para metodologia CLSI ou AFST-EUCAST

para qualquer um dos agentes antifungicos. Para os testes de susceptibilidade das
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amostras de C. gattii frente ao fluconazol usamos os pontos de corte (>16 mg/L)

aplicado a C. neoformans por Aller (Aller et al., 2000).

Encontramos susceptibilidade in vitro reduzida ao fluconazol em 12 de 55
amostras (21,8%). Nosso resultado € inferior em relacdo ao achado na Col6mbia
onde a taxa de CIM foi de 33% (De Bedout et al., 1999) e é aproximadamente o
dobro 12,7% dos isolados relatados na Espanha (Morera-Lopez et al., 2005). Chen e
colaboradores relataram CIMs mais elevadas (>64 mgL-1) para fluconazol, em 20%
de 18 isolados de C. gattii da Australia (CHEN et al., 2000). Os resultados de ClMsg
e CIMg, para fluconazol deste estudo (CIMsp, 8 mgL-1 e CIMgp, 16 mg L-1) foram
similares aos de outros estudos (Igbal et al., 2010; Hagen et al., 2010; Trilles et al.,
2011) e 1 log2 em um estudo (Gomez-Lopez et al., 2008).

Héa dados in vitro inconsistentes sobre a susceptibilidade a azéis de cepas
de C. gattii. Dados anteriores mostraram que existe uma semelhanca de CIM entre
C. gattii e C. neoformans (Torres-Rodriguez et al., 2008; Thompson et al., 2009). No
entanto, outros estudos (Gomez-Lopez et al., 2008; Tay et al., 2006; Trilles et al.,
2011) mostraram alta porcentagem de isolados de C. gattii com CIMs mais elevadas
para fluconazol, quando comparado com C. neoformans (Tay et al., 2006; Trilles et
al., 2011). Além disso, atencao deve ser dada ao relato de Varma e Kwon-Chung
(2010), mostrando que 86% dos isolados de C. gatti expressam um nivel
heterorresisténcia >16 mgL-1 ao fluconazol em comparacdo com 46% das cepas de
C. neoformans. Eles descobriram que todos os isolados clinicos ndo expostos ao
azbis, assim como as cepas ambientais manifestaram heterorresisténcia ao
fluconazol. Além disso, esta heterorresisténcia foi uma caracteristica intrinseca que
foi associada com sua viruléncia das cepas testadas. Assim, o nivel mais elevado de
heterorresisténcia ao fluconazol das cepas de C. gattii pode ser outro fator que
influéncia as CIMs dessas, resultando na variabilidade dos resultados de ensaios de
susceptibilidade antifingica in vitro relatadas em diferentes estudos (Varma e Kwon-
Chung, 2010) .

Se cepas de C. gattii tem CIMs superiores a isolados de C. neoformans é

incerto, mas em comparagdo com C. neoformans, parece que C. gattii requer mais
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prolongada terapia antifungica, ja que criptococomas sSd0 mais comuns e exige

remocéao cirurgica (Perfect et al., 2010).

Infelizmente, ndo houve estudos que correlacionam CIMs de isolados de C.
gattii e evolucdo clinica, e assim a relacdo entre CIMs elevadas e resultado clinico
ndo é conhecido. Até agora, sabemos que ha apenas estudos para a espécie C.
neoformans (White et al., 1998; Aller et al., 2000; Dannanoui et al., 2006; Chowdhary
et al., 2011) comparando CIMs ao fluconazol e evolucédo clinica. Poucos estudos
tém relatado a suscetibilidade de C. gattii (De Bedout et al., 1999; Chen et al., 2000;
Trilles et al., 2004; Morera-Lopez et al., 2005; Morgan et al., 2006; Gomez-Lopez et
al., 2008; Thompson et al., 2009; Chong et al., 2010; Igbal et al., 2010; Trilles et al.,
2011; Chowdhary et al., 2011) e alguns destes estudos ndo separa os isolados de C.
gattii de acordo com o seu tipo molecular.

Em um estudo recente, a técnica AFLP foi utilizada para caracterizacéo
molecular dos isolados de C. gattii. Os testes de sensibilidade mostraram que cepas
clinicas pertencentes ao subtipo AFLP6 (VGII) tiveram significativamente CIMs duas
vezes mais elevadas para fluconazol em comparacdo com isolados AFLP4 (VGI).
Além disso, estudos tém mostrado CIMs elevadas para azois entre alguns sutipos
moleculares VGII na india (Chowdhary et al., 2011) e para os subtipos responsaveis
pelo surto do Noroeste do Pacifico (Igbal et al., 2010; Hagen et al., 2010 ). Um
recente estudo australiano mostrou CIMs mais elevadas aos azois fluconazol e
voriconazol, para o subtipo molecular VGII em comparacdo com os de VGI, e do

sutipo molecular de C. neoformans (Chong et al., 2010).

Resultados de outros estudos sdo semelhantes aos encontrados nesse
estudo, indicando que o tipo molecular VGII € menos susceptivel ao fluconazol do
gue o VGI. Curiosamente, encontramos isolados do tipo molecular VGII com CIMs
mais elevadas ao fluconazol (47,3% isolados CIM >8 mg/L-1), enquanto dois
isolados (40%) VGI tiveram CIM de 8 mg/L-1. Todos isolados com CIMs >16 mg/L-1
eram do subtipo molecular VGII. Além disso, ambos valores de CIMsy € CIMgo foram
o dobro para as cepas do subtipo molecular VGII, em compara¢cdo com aqueles de
cepas VGI. A observacdo de que o fluconazol tinha baixa atividade antifungica

contra o tipo molecular VGII foi um achado consistente em estudos anteriores
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(Cheng et al., 2009; Chong et al., 2010; Igbal et al., 2010; Hagen et al., 2010; Trilles,
et al.,, 2011; Chowdhary et al., 2011). No entanto, o numero de isolados do tipo
molecular VGI € muito pequeno (n = 5) para comparar as suas caracteristicas de
suscetibilidade antifingica com as do subtipo molecular VGII (n = 50). A diferenca na
susceptibilidade entre os tipos moleculares de C. gattii, pode ter uma importante
implicagéo na escolha do tratamento, representando um novo fator de influéncia na
resposta clinica ao tratamento, especialmente em regides com alta diversidade

genética da populacao de C. gattii VGII.

ClIMs frente a anfotericina B neste estudo foram relativamente baixas, com o
limite maximo de 0,5 mg/L-1, todas as cepas foram classificadas como suscetiveis,
mas a importancia clinica destes valores para C. gattii € desconhecida. Dados
anteriores demonstraram que isolados de C. gattii foram altamente sensiveis a
anfotericina B e nenhuma diferenca foi encontrada na susceptibilidade entre os tipos
moleculares VNI, VGI e VGII de isolados brasileiros criptococose (Trilles et al.,
2011). Embora alguns autores tém demonstrado que C. gattii poderia ser menos

suscetivel que C. neoformans (Khan et al., 2007; Cheng et al., 2009).

O meétodo curva de morte revela a atividade fungicida dos farmacos
antifangicos e representa uma ferramenta mais Gtil para monitorar a resisténcia, é
importante para alcancar uma compreensdo mais clara dos padrées de morte da
anfotericina B, um agente fungicida. Em um estudo anterior (Papparlado et al.,
2009), usando a metodologia de curva de morte, mostrou que a diferenca entre as
atividades fungistatica, avaliada por CIM, e as atividades fungicida pode ser cepa

dependente entre isolados clinicos de C. neoformans.

Foi realizada andlise de curva de morte com uma concentragédo de 1 mg/L-1
de anfotericina B, que representa cerca de 4 vezes a CIM das 50 cepas testadas.
Encontramos diferentes atividades de morte, dependendo da cepa de C. gattii. A
maioria das cepas foram mortas apds 6h de exposicdo a droga. Entre as cepas que
apresentaram CIMs baixas no método de microdiluicdo (CIM, 0,12-0,5 mg/L-1)
encontramos seis isolados clinicos (12%; 6/50) e dois isolados ambientais (40%; 2/5)
para os quais foi necessario um tempo de exposicdo longo (24-72h) para alcancar o

efeito fungicida. Fato interessante, que todas essas cepas foram do tipo molecular
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VGII. Ao contrario, todas as cepas do tipo molecular VGI foram mortas por
anfotericina B as 6h, com excessdao de um isolado ambiental que apresentou
recrescimento apos 48h de esposicdo a AMB. Encontramos células viaveis em dois
isolados mesmo as 72 h de exposicao.

Fato interessante, caracterizado como recrescimento em 20 (38,1%) dos 55
isolados, sendo 18 clinicos e 2 ambientais. Ainda que, haja na literatura disponivel
poucos estudos sobre efeito fungicida de anfotericina B em cepas de Cryptococcus
spp., h& relatos anteriores desse fenébmeno. O recrescimento de um isolado, apés
longos periodos (> 72h) de exposicdo a anfotericina B por método de curvas de
morte, foi chamado de tolerancia por Klepser et al., 1997 e adotado por Rodero et al.
(2000), e Pappalardo et al. (2009). A toleréncia foi considerada sinbnimo de
resisténcia a anfotericina B observada por curva de morte, da mesma forma como
relatado neste estudo para espécies de Candida (Klepser et al., 1997; Rodero et al.,
2000; Keele et al., 2001; Canton et al., 2003; Canton et al., 2004).

Varios estudos concluiram que a taxa de morte de C. neoformans nao se
correlacionou com a CIM para o isolado testado (Rodero et al., 2000; Burgess e
Hastings, 2000; Nooney et al., 2005). Do mesmo modo, ndo encontramos
associacao entre resultados de curva de morte e CIM. Pela metodologia da curva de
morte, observamos padrdes fungicidas distintos entre as cepas C. gattii com baixas
CIM a anfotericina B. Isso pode indicar que a CIM obtidas pelo método de
microdiluicdo em caldo € limitada para avaliar a atividade da anfotericina B como
sugerido em estudos anteriores (Rex et al., 1995; Ernest et al., 2000; Pappalardo et
al., 2009).

Estudos sobre a suscetibilidade in vitro a antifUngicos de isolados
ambientais de C. gattii sdo escassos. Dados sobre cepas ambientais podem dar
informacdes Uteis para o estabelecimento de pontos de corte epidemioldgicos desta
espécie emergente. Estudamos cinco isolados, (80%) obtidos a partir de solo que
continham excretas de passaros e (20%) de fezes de pombo. Enquanto cepas do
gendtipo VGII foram predominantes (60%) em comparacdo com VGI (40%),

porcentagem similar de cada tipo molecular foi descrita no maior estudo ambiental
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até a data, onde foram isoladas 57 cepas ambientais (AFLP4/VGI, 21,9% e,
AFLP6/VGII 22,5%) de C. gattii (Hagen et al., 2010).

Neste estudo, nenhuma das cinco cepas ambientais C. gattii testadas
apresentaram CIMs elevadas in vitro, tanto para fluconazol ou anfotericina B e,
portanto, todos os isolados permaneceram altamente suscetiveis, de acordo com
dados anteriores (Trilles et al., 2004; Escadon et al., 2006; Hagen et al., 2010). CIMs
fluconazol diferiam por um méaximo de 1 log2 de diluicAo entre cepas ambientais
(CIMso = CIMgo, 8mg L-1) e cepas clinicas (CIM 5o, 8 mg L-1 / CIMgp,16 mg L-1).
Alguns estudos anteriores demonstram perfil semelhante de suscetibilidade entre as
cepas ambientais e clinicas (Trilles et al., 2004; Escadon et al., 2006; Khan et al.,
2007). Estes autores concluiram que a suscetibilidade antifingica ndo é dependente
da origem dos isolados testados.

Os dados de cepas ambientais permite entender as caracteristicas dos

agentes etiologicos desde que este € o nicho.

A metodologia de curvas de morte podera ser de grande utilidade para

contribuir para o prognaostico da infeccao por C. gatii.

Os resultados desse estudo podem contribuir para a clinica, desde que avalia
a acao de fluconazol e anfotericina B sobre cepas clinicas de C. gattii. Ainda, os
resultados dos tipos moleculares, podem dar subsidios para estudos futuros sobre

correlacdo entre esses dados e aspectos clinico-terapéuticos.
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6. Conclusodes

Dois tipos moleculares - VGI (40%) e VGII (60%), em porcentagens
semelhantes, foram encontrados entre isolados ambientais;

Cepas clinicas foram, predominantemente, VGII (94%) mas VGI (6%) foi
também encontrado;

O encontro de VGI, tanto em cepas ambientais quanto clinicas, é bastante
relevante, visto a raridade desse achado em estudos prévios nacionais.
Este dado € inédito em cepas do estado de Sao Paulo;

A resisténcia a fluconazol, maior em isolados VGII clinicos em relagdo aos
ambientais deste gendtipo, foi maior do que no tipo VGI,

Altos valores de CIM's para fluconazol, para amostras do tipo molecular
VGI (50%) e VGII (74%);

Todos os isolados, independente de origem e tipo molecular, foram
altamente sensiveis a anfotericina B segundo método de microdiluicéo,
confirmando dados da literatura;

Entre as cepas sensiveis, foi observada acéo fungicida variada, por
método de curvas de morte que discriminou cepas mais resistentes e
cepas tolerantes ao farmaco;

Futuros estudos de correlacdo clinico-laboratorial poderdo avaliar a
relevancia dos testes de curvas de morte para apoio a0 manejo da

criptococose.
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Apéndice 1. Dados dos isolados clinicos

NUmero Cepa Iniciais | Ano | Sexo | Idade | Mat. Biol. | HIV Cidade
1 186/94 ER 1994 | NI NI Liquor ni S. José do Rio Preto
2 197/94 RPS |1994| NI NI Liquor | pos S. José do Rio Preto
3 217/94 GP 1994 | NI NI Liguor ni Ribeirdo Preto - Sertdozinho
4 40/96 PRT |1996| NI NI Liguor | neg Limeira
5 45/97 JLC |1997| NI NI Liquor | pos Sorocaba
6 47197 MJM | 1997 | NI NI Liquor | pos Sorocaba
7 128/97 JAB | 1997 | NI NI Liquor | pos S. José do Rio Preto
8 05/98 AM |1998| M 40 Liquor | pos Sorocaba - Avaré
9 51/98 IOF | 1998 | NI NI Liquor | neg S. José do Rio Preto
10 114/98 RI 1998 | NI NI Liquor | pos S. José do Rio Preto
11 118/98 AAR |[1998 | NI NI Liquor | pos Campinas- Paulinia
12 127/98 OJM |1998 | NI NI Liquor | pos Campinas- Jundiai
13 132/98 CBL [1998 | NI NI Liquor | pos Campinas
14 01/99 GSA [1999 | NI NI Liquor | neg Séo Paulo
15 21/99 AFS 1999 | NI NI Liquor ni Sorocaba- Tatui
16 64/99 LCG [1999| M 31 Liquor | pos Campinas - Piracicaba
17 67/99 DAS [1999 | NI NI Liquor | neg Campinas- Indaiatuba
18 275/99 UA (1999 | NI NI Liquor | pos S. José do Rio Preto
19 02/00 EB 2000, F NI Liquor ni SP- DST/AIDS N. Srado O
20 43/00 VLFS {2000 M 50 Liquor | pos Campinas
21 237/00 MAP |2000| F 43 Liquor ni Bauru
22 1869/00 GPS |2000| NI NI Liquor | neg Séo Paulo
23 20/01 MTY |2001| M 25 Liquor | neg IIER
23 1913/01 MBB | 2001 | NI NI Liquor | pos S. José do Rio Preto
25 30/01 RCM |2001| M 10 Liquor ni IIER
26 118/01 CRT |2001| NI NI Liquor | neg Campinas-PUCC
27 121/01 ACNS [2001| F NI Liquor | neg Campinas-Itatiba
28 125/01 SMS (2001 M NI Liquor ni Campinas-HMMG
29 136/01 MCG |[2001| M NI Liquor | pos S. José do Rio Preto
30 174/01 BAM |2001| M NI Liquor | pos IAL Campinas-Jundiai
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Continuacao do apéndice 1.

31 188/01 NFM | 2001 | M NI Liquor ni IHER

32 28/02 JFM (2002 M 12 Liquor | neg | Hospital Universitario - USP
33 74/02 FLS [2002| M 35 Liquor | neg Sorocaba

34 93/02 JBO [2002| M 51 Liguor ni Campinas

35 95/02 VMB |2002| M NI Liquor ni IAL Campinas-Jundiai
36 87/03 EJC [2003| M 50 Liguor ni IAL Campinas-Jundiai
37 131/03 GAN |2003| M NI Liquor | neg IIER

38 196/03 LPT [2003| F NI Liquor ni IHIER

39 194/04 SCFM | 2004 | F 21 Liquor | pos | Ribeirdo Preto — Sertdozinho
40 582/04 GRM |2004| F 34 LBA neg HC- SP

41 600/04 MJR |2004| F 48 Liquor | pos IAL Campinas-Valinhos
42 34/05 MRS |2005| M NI Liquor ni Atibaia

43 86/05 NPL |2005| M 27 Liquor ni Ubatuba-1AL Taubaté

44 1-54131-1/01 | GGL [2001| M 31 Liquor ni Taubaté

45 1-57050-1/01 | SCB [2001| F 36 Liquor | pos Séo Paulo

46 2-12357-1/09 | MJSS | 2009 | F NI Liquor ni Bauru

47 10-3940-1/09 | CMCC | 2009 | NI NI Liquor ni S. José do Rio Preto

48 10-3945-1/09 MF 2009 | 43 NI Liquor ni S. José do Rio Preto

49 1-103947-1/09| JPB | 2009 | 65 NI Liquor ni S. José do Rio Preto

BN 1.11E4_1/NQ IRINS 20N1 2A NI I inninr ni QAn Daiiln
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Apéndice 2. Tipos moleculares e susceptibilidade a antifingicos de 55 isolados clinicos e ambientais de C. gattii

NUmero Cepa Genotipo | FLU |AMB
1 186/94 VGII 64 0,5
2 197/94 VGII 8 0,5
3 217/94 VGII 16 0,5
4 40/96 VGI 4 0,25
5 45/97 VGII 16 0,5
6 47197 VGII 16 0,25
7 128/97 VGII 8 0,5
8 05/98 VGII 8 0,5
9 51/98 VGII 4 0,25
10 114/98 VGII 64 0,25
11 118/98 VGII 8 0,12
12 127/98 VGII 4 0,5
13 132/98 VGII 4 0,5
14 01/99 VGII 8 0,5
15 21/99 VGII 8 0,5
16 64/99 VGII 16 0,5
17 67/99 VGII 4 0,5
18 275/99 VGII 4 0,25
19 02/00 VGII 8 0,5

20 43/00 VGII 8 0,5
21 237/00 VGII 1 0,5
22 1869/00 VGII 8 0,5
23 20/01 VGII 8 0,5
23 1913/01 VGl 4 0,5
25 30/01 VGII 4 0,25
26 118/01 VGII 4 0,25
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27 121/01 VGlII 2 0,25
28 125/01 VGII 4 0,5
29 136/01 VGII 8 0,5
30 174/01 VGII 8 0,25
31 188/01 VGII 64 0,5
32 28/02 VGlI 8 0,5
33 74/02 VGII 8 0,5
34 93/02 VGlI 8 0,5
35 95/02 VGII 4 0,5
36 87/03 VGII 8 0,5
37 131/03 VGI 8 0,12
38 196/03 VGII 4 0,12
39 194/04 VGII 32 0,12
40 582/04 VGII 4 0,12
41 600/04 VGII 8 0,12
42 34/05 VGII 8 0,12
43 86/05 VGII 16 0,5
44 1-54131-1/01 VGII 8 0,12
45 1-57050-1/01 VGII 16 0,25
46 2-12357-1/09 VGII 16 0,5
47 10-3940-1/09 VGII 8 0,5
48 10-3945-1/09 VGII 8 0,5
49 1-103947-1/09 VGII 8 0,25
50 1-1154-1/09 VGII 16 0,5
51 82-1CB VGI 8 0,12
52 182-1CB VGII 4 0,12
53 183-1CB VGII 8 0,12
54 184-1CB VGII 8 0,25
55 2G VGI 4 0,12
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Abstract

There are few reports concerning the in vitro antifungal susceptibility of clinical and environmental Cryptococcus gattii isolates. In this
study, we performed polymerase chain reaction—restriction fragment length polymorphism to investigate the molecular subtypes of
50 clinical and 4 environmental Brazilian isolates of C. gawiii and assessed their antifungal susceptibility for fluconazole (FLU) and
amphotericin B (Amb) according to recent recommendations proposed for antifungal susceptibility testing of nonfermentative yeasts. Time—
kill curve studies were performed using RPMI 1640 medium to analyze the fungicidal effect of AmB. We found 47 VGII (94%) molecular
types and 3 VGI (6%) types among the clinical isolates. The environmental isolates were VIGII (75%) subtype and VGI (25%) subtype. The
FLU-MIC ranged from 1 to 64 mg L™', and MICeyMICy, values were, respectively, 8/16 mg L™". For AmB, the MICs were low and
homogeneous, ranging from 0.12 to 0.5 mg L™, for VGI or VGIIL. The time required to reach the fungicidal end point (99.9% killing) was 6 h
for the majority of strains (64%), but viable cells of VGII were still present after 48 h of exposition. We pointed out the occurrence of high
FLU-MICs for C. gatii isolates with highest values for VGIIL. Qur data also suggest that the rate of killing of C. gattii by AmB is strain
dependent, and viable cells of VGII genotype strains were still observed after an extended incubation time, addressing future studies to

determine whether the in vitro fungicidal activity could be clinically relevant.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Cryptococcus species are basidiomycetous fungi capable
of causing invasive infections in both humans and animals.
The major human pathogens in the genus Cryptococcus are
Cryptococcus neaformans and Cryptococcus gattii (Brandt
et al., 1996; Igbal et al., 2010). C. gattii has its common
ecological niche in the environment and is estimated to have
diverged from Cryptococcus neoformans 37.5 million years
ago (Bymnes et al., 2011).

Cryptococcus gattii can be discerned from C. neoformans
using a wide range of phenotypical and molecular techniques
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(Boekhout et al, 2001; Meyer and Trilles, 2010; Meyer
et al., 2009). The Cryptococcus species complex has been
divided into 8 major molecular types by polymerase chain
reaction (PCR) fingerprinting, amplification fragment length
polymorphism (AFLP), restriction fragment length poly-
morphism (RFLP), and, more recently, multilocus sequenc-
ing typing analysis. Results indicate that VNI and VNII
genotypes correspond to serotype A, VNIII is related to
serotype AD, and VNIV to serotype D of C. neoformans.
However, VGI, VGII, VGIII, and VGIV contain isolates of
both serotypes (B and C) of C. gat#ii (Boekhout etal., 2001;
Igbal et al., 2010; Latouche et al., 2003; Meyer et al., 2003,
2009; Santos et al.,, 2008). The VNI genotype is distributed
worldwide and can be recovered mainly from AIDS
patients; on the other hand, VGI is associated with infection
in immunocompetent hosts and is the most common
genotype in Asian countries (Feng et al., 2008; Tay et al.,
2006). The VGII genotype occurs in Oceania and in
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North and South American countries (Ellis et al., 2000;
Escandon et al., 2006; Igreja et al,, 2004; Kidd et al,, 2004,
2005; MacDougall et al,, 2007; Matsumoto et al, 2007;
Sionov etal., 2010). Most clinical and environmental isolates
from the south, southeast, and central-west Brazilian regions
are VNI, whereas VGII predominates in the north and
northeastern regions of Brazil, especially causing disease in
immunocompetent young adults and children (Casali et al,,
2003; Meyer et al, 2003; Ribeiro and Ngamskulrungroj,
2008; Santos et al., 2008). C. gattii is known as a primary
pathogen and is linked with high mortality rates, lengthy
treatment regimens, long-term sequelae, and frequently high
rates of therapeutic failures (Mitchell et al., 1995; Perfect et
al., 2010; Sorrell, 2001). C. gattii cryptococcosis therapy
with fluconazole (FLU) and amphotericin B (AmB) antifun-
gal agents has also been reported to be more difficult than
infections caused by C. neoformans (Speed and Dunt, 1995;
Santos et al., 2008). Currently, no interpretative breakpoints
are defined for any antifungal agents against this specie, and
the relationship between in vivo and in vitro AmB activity on
cryptococcosis is still a concern in clinical practice (Speed
and Dunt, 1995). It is recognized that broth microdilution
methods are not suitable for detecting resistance to AmB, and
time-kill methodologies have been proposed to obtain a
clearer understanding of the killing patterns of AmB. The aim
of this study was to assess the fungicidal activity of ampho-
tericin B and the susceptibility to FLU of clinical and

Susceptibility Testing of fermentative yeasts (AFST-
EUCAST, definitive document 7.1) added by recent
recommendations (Subcommittee on Antifungal Suscepti-
bility Testing (AFST) of the ESCMID European Committee
for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST); Zara-
goza et al,, 2011). The tested antifungal drugs included AmB
(Sigma, St. Louis, MO, USA) and FLU (Pfizer, Sio Paulo,
Brazil). Stock solutions were prepared in water (FLU) or
dimethylsulfoxide (AmB). Further dilutions of each antifun-
gal agent were prepared with (RPMI) broth medium 1640,
with 2% glucose and L-glutamine (Cultilab, Sio Paulo,
Brazil), adjusted to a pH of 7.0 with 0.165 mol L™
morpholinepropanesul fonic acid (MOPS) (Sigma). The drug
dilutions were dispensed in 96-well microdilution plates,
sealed and frozen at =70 °C until needed. The final
concentrations of the drugs ranged from 0.125 to 64 ug
mL™" for FLU and from 0.03 to 16 ug mL™" for AmB. The
yeast inoculum was adjusted to a concentration of 0.5-2.5 x
10° cells per milliliter in RPMI medium, and an aliquot of
0. mL was added to each well containing various
concentrations of antifungal drugs. Drug-free and yeast-
free controls were included, and microplates were incubated
at 35 °C for 72 h. The MIC end points were read up to 72 h,
with the aid of a 530-nm-filter spectrophotometer (Titertek
Multiskan, Sweden) and defined for FLU as the lowest drug
concentration that caused a prominent decrease in growth
(50%) in the controls. For AmB, the MIC was defined as the

environmental C. gattii genotypes obtained around the
southeast part of Brazil.

2. Materials and methods
2.1, Isolates

Between 1994 and 2010, a total of 3450 isolates of
Cryptococcus spp. from medical centers throughout the cities
located in the central and southeast region of Brazil were
submitted to a public reference center laboratory (Adolfo Lutz
Institute, Sdo Paulo, Brazil) for identification and antifungal
susceptibility testing. Among these, 50 clinical isolates of
C gattii were obtained from cerebrospinal fluid samples
and pulmonary sample (I strain) and were included in this
study. Additionally, we studied 4 environmental strains of
C. gattii obtained from soil that contained bird excrements.

All isolates were identified by standard methods and were
confirmed as C. gattii phenotype using canavanine—
glycine—bromthymol blue medium (Kwon-Chung et al,
1982) and were kept frozen in glycerol 15% solutions under
—20 °C, until ready for use in the study. Before testing, each
isolate was plated on CHROMagar (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) to ensure purity and viability.

2.2, Antifungal susceptibility testing

MIC results were performed according to the recommen-
dations proposed by the European Committee for Antibiotic

lowest concentration at which there was 290% inhibition of
growth compared with the drug-free control wells. Data are
reported as MIC ranges and MICs of each antifungal agent
necessary to inhibit 50% (MICsp) and 90% (MICgp) of the
isolates tested. We consider high MICs (216 mg L™") based
on the values considered relevant for FLU (Aller et al., 2000)
and for AmB those used previously (22 mg L") (Dannaoui
et al,, 2005; Pfaller et al., 2005).

Following the AFST-EUCAST recommendations, 2
quality control strains, Candida krusei (ATCC 6258) and
Candida parapsilosis (ATCC 22019), were used with each
test. More than 99% of the QC results were within the
acceptable limits. The reproducibility of the in vitro results
was assessed by determining the MICs for all strains twice
on 2 different days.

2.3, Genotype determination by URA3-RFLP

Amplification reactions of the URAS gene were per-
formed in a final volume of 50 pL as described previously
(Meyer et al., 2003). Each reaction contained 50 ng of DNA;
I x PCR buffer (10 mol L™ Tris—HCI, pH 8.0; 50 mol L™
KC1); 0.2 mol L™" each of dATP, dCTP, dGTP, and dTTP;
2 mol L™ MgCly; 1.5 U of Tag DNA polymerase; and
50 ng of each primer of URAS (5-ATGTCCTCCCAAG
CCCTCGACTCCG3') and SJO1 (5" TTAAGACCTCT-
GAACACCGTACTC-3") (Invitrogen, Brazil). The PCR
consisted of an initial denaturation at 95 °C for 4 min,
followed by 34 cycles of amplification: 45 s of denaturation

78




334

at 94 °C, | min of annealing at 57 °C, and | min of extension
at 72 °C. A final extension step was applied at 72 *C for
10 min. A volume of 30 pL of the PCR amplicons was
double digested with Cfi-/31 (isomer of Sau961) (10 U uL™")
and Hhal (20 U uL™") (Fermentas, Brazil), and then
incubated in a dry bath at 37 °C for 3 h. The restricted
fragments were separated by electrophoresis on 2% agarose
gels at 100 V for 40 min. URAS-RFLP patterns were
assigned visually by comparison with patterns obtained
from standard strains representing 8 molecular types
(Meyer et al., 2003).

2.4, Time-kill curves

Time—kill curves were carried out as previously described
(Klepser et al., 2000; Nooney et al,, 2005; Rodero et al,,
2000a,b). Before testing, isolates were subcultured on potato
dextrose agar plates. Individual colonies (=1 mm) from 48-h
culture were suspended in 10-mL buffered RPMI 1640 with
2% glucose and L-glutamine medium. Isolates were grown
overnight with shaking at 35 °C. Initial inoculum was
adjusted to 0.5 McFarland turbidity standard (10® CFU
mL™"). One milliliter of the adjusted fungal suspension was
then added to either a 9-mL MOPS-buffered RPMI medium
alone (control) or a solution of growth medium plus an
appropriated amount of AmB stock solution. Amphotericin
B was tested at a concentration of | mg L™' against all

D.C. Silva er al / Diggnostic Microbiology and Infectious Disease 72 (2042) 332-339

3. Results
3.1. Molecular characterization

All the isolates of C. gattii amplified a fragment of
approximately 750 bp of the URAS gene, using the URAS
and S0/ primers. Digestion of the specific fragment using
the endonucleases Hhal and Cfr/3] (isomer of Sau%6l)
showed that, of the 50 isolates of C. gattii, 47 (94%) were of
type VGII and 3 (6%) were VGI. The environmental isolates
were of VGII (75%) and VGI (25%) types.

3.2. Antifungal susceptibility

Geometric mean (GM), MIC ranges, and MICs inhibiting
90% (MICy) and 50% (MICsp) of the isolates are shown in
Table 1. There was a wide range of MICs for FLU (1-64 mg
L™"). The geometric mean MICs vary widely by subtype,
with VGII isolates generally having the highest values (11.9
mg L™"). The VGI isolates showed MIC5,MICy, values of
4/8 mg L™" and GM, 6.0 mg L™". For the 47 genotype VGII
clinical strains, the MICsp/MICgq values were 8/16 mg L™
and GM was 12.2 mg L™" to FLU. Not one VGI strain
showed in vitro high MIC to FLU. On the other hand, FLU
showed poor activity against the VGII subtype, with MIC
values higher than 8 mg L™" for 24% of 50 isolates.

All isolates had relatively low MICs with AmB, and the
range was small (0.12-0.5 mg L™"). High susceptibility to

isolates. The test tubes were incubated at 35 °C. Samples of
0.5 mL were removed at time points 0, 6, 12, 24,48, and 72 h
from each tube, serially diluted 1:10 in sterile deionizer
water, and 30 pL was plated on yeast morphologic agar.
After 72 h of incubation at 35 °C, colony counts were
determined. AmB fungicidal effect was defined as 299.9%
growth inhibition in colony count compared with the starting
inoculum count. The lower limit of quantification was 33
CFU mL™". All time—kill experiments were conducted in
duplicate. Colony count data (in log,; CFU mL™") from
duplicate time-kill studies were averaged and plotted as a
function of time for each isolate.

AmB was observed among the C. gataii strains studied (GM
0.37, mg L™"; MICs, and MICg, 0.5 mg L™"), with very
close MICs to both VGI and VGII subtypes.

1.3, Time-kill curves

Time-kill plots of AmB activity against clinical and
environment isolates are shown inFigs. | and 2. Overall, the
times required to reach the fungicidal end point (299.9%
killing) were 6 h for the majority of strains (64%), and the
killing rate increased up to 82% at 12 h of exposition to the
drug. Viable cells were noted afer 48 h for 6% of the strains,
but not at 72 h of exposition to AmB. The majority (75%) of

Table 1
MIC ranges, MICsps, MICqqs, and geometric mean MICs for all 54 clinical and environmental C garii isolates and URASRFLP genotypes
C garii Genotype (1) Drug
Fluconazole Amphotericin B
MIC (mg L™ Y MIC (mg LY %
Range  30/90  Geometric mean  S/R® Range 50/90 Geometric mean  §/R”
Environmental VGI (1) & 1000 0.12 1000
n=4) VGIL (3) 4=8 B8 6.6 1000 0.12-0.25 012025 025 10010
All strains (4) 4= &E 7 1000 0.12-0.25 012025 023 10010
Clinical (n=30)  VGI(3) 4=f 48 33 1000 0.12-0.3 02505 029 10010
VGIL{4T) =64 816 122 745255 0 0.12-03 0.5/0.5 039 10010
All strains (30)  1-64 Ri16 118 760240 0.12-03 0.5/0.5 038 1000
All €. gantii strains =64 816 119 777222 0.2-0.3 0.5/0.5 037 10010

(n=754)

* Fluconazole breakpoints by Aller et al. {2000).
® Amphotericin B breakpoints by Plaller et al. (2005).
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Fig. 1. Time=kill curves of 46 clinical isolates of C. gariii tested with | mg
L~ of amphotericin B. Control f+}.

VGI (2 clinical, | environmental) isolates were killed at 6 h
and only | died at 12 h of exposition time. Regarding the
VGII subtypes, the time—kill period of 6 h was also the
highest (61.7%) and after 12 h of exposition time, 38
(80.9%) isolates died.

4, Discussion

The understanding of the dynamics of the infection by
C. gattii was challenged after its occurrence in the Pacific
Northwest region. Because C. gattii typically had been
regarded as tropical or subtropical in geographic distribution,
its emergence in a temperate climate calls for a global
systematic surveillance to track C gattii infections. The

The standard methods to determine MIC values are not
completely reliable for assessing the antifungal suscepti-
bility profile of nonfermentative yeasts such as C. gatit.
This is due, in part, to the impaired growth of those yeasts
in the proposed test conditions, including incubation
temperature and culture medium. Recently, a comparative
analysis of the growth kinetics and the antifungal
susceptibility results of representative species of nonfer-
mentative yeasts showed, besides other parameters, that
incubation at 30 °C improved the growth kinetics of the
organisms. We tested the antifungal susceptibility of all 54
isolates using this temperature since it was proven that the
MIC values obtained by this condition showed a high
percentage of agreement and significant correlation coef-
ficient values between the reference methods by the
Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) and
EUCAST (Zaragoza et al, 2011). We performed tests
under both temperatures (35 °C and 30 °C) for all 54
strains in duplicate previously (data not shown), and we
got similar MIC results (+1 logy dilution) for all antifungal
drugs. Nevertheless, we found that a temperature of 30 °C
made MIC determination easier and clearer because it
vielded sufficient growth (optical density, =0.3) on RPMI
medium in microdilution plates without shaking up to 72 h
of incubation time.

No CLSI or EUCAST susceptibility breakpoints for
Cryptococcus species are currently available for any of the
antifungal agents. For testing C. gattii susceptibility to
FLU, we used the so-called surrogate breakpoints applied
to C. neoformans (Pfaller et al., 2005). We found decreased

strains should be examined by molecular and phenotypic
tools to reveal the emergence of novel virulent or resistant
genotypes, and allow for comparisons of disease-causing
agents in different geographic areas. The prevalence of the
VGII genotype (94%) observed in our study was similar to
previous national data (76-100%). Latin American data
(99.2%) and Australian data (71%), besides the reports from
the United States (80%) and Canada (95%) (Campbell et al.,
2005; Escandon et al., 2006; Kidd et al., 2004; MacDougall
et al, 2007; Mora et al., 2010; Santos et al., 2008; Trilles
et al., 2008), also demonstrate the prevalence of the VGII
genotype among the C. gattif infections.
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Fig. 2. Time=kill curves of 4 environmental isolates of C. gani tested with
1 mg L™" of amphotericin B. Contral [_H.

in vitro susceptibility (=16 mg L™") to FLU observed for
12 (22.2%) of 54 strains. Our finding is quite lower than
the 33% of isolates in this category or higher (32 mg L™')
than that reported in Colombia (De Bedout et al,, 1999)
and is roughly double the 12.7% of isolates reported in
Spain (Morera-Lopez et al., 2005). Although we did not
find any isolates with FLU MICs of 32 mg L™, a previous
Brazilian study (Trilles et al,, 2004) reported it among 57
isolates, Chen et al. (2000a,b) reported higher MICs (=64
mg L™") in 20% of the 18 C. gattii isolates from Australia
that they tested for FLU. The MIC;; and MICy; results for
FLU (MICs, 8 mg L™"; MICy, 16 mg L") were
comparable to those from other studies (Hagen et al,
2010; Igbal et al, 2010; Trilles et al, 2011) and were
I logz dilution lower than that found (MICsg, 16 mg L™
in one study (Gomez-Lopez et al., 2008).

It is notable that, for C. neoformans, a significant rate
(up to 44%) of the isolates had an MIC to FLU of >8 mg L™
(Pfaller et al., 2005) contrary to the most common yeast
pathogen Candida spp. Inconsistent data exist on the in vitro
susceptibility to azoles of C. gattii strains. Previous findings
support a similar MIC range between C. gattii and C
neoformans (Torres-Rodriguez et al., 2008; Thompson et al.,
2009). Nevertheless, other studies (Gomez-Lopez et al,
2008; Tay et al, 2006; Trilles et al, 2011) showed a high
percentage of C gattii isolates with higher MICs to FLU,
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when compared with C. neoformans (Tay et al., 2006; Trilles
et al., 2011). Furthermore, attention may be called to the
report of Varma and Kwon-Chung (2010), showing that 86%
of the C. gatni strains expressed a heteroresistance level of
>16 mg L™ 1o FLU compared to 46% of C. neoformans
strains. They found that all of the clinical isolates not
exposed to azoles as well as the environmental sirains
manifested heteroresistance to FLU. Furthermore, this
heteroresistance of the test strains was an inftrinsic charac-
teristic which was associated with their virulence. Thus, the
inherently higher level of heteroresistance to FLU of
C. gattii strains may be another factor that influences the
MICs of the strains resulting in the variability of results of in
vitro antifungal susceptibility reported in different studies
{(Varma and Kwon-Chung, 2010). Whether C. gattii strains
have overall higher MICs than C. neoformans isolates is
uncertain, but in comparison to C. neoformans, it seems that
C. gattii requires more prolonged antifungal therapy because
cryptococcomas are more common and require surgical
removal (Perfect et al., 2010). Unfortunately, there have been
no studies to date which correlate C. gattii MICs to clinical
outcome, and so the relationship between elevated MICs and
clinical outcome is not known. Until now, we know that
there are only 4 studies on C. neoformans (Aller et al., 2000;
Chowdhary et al., 2011; Dannanoui et al., 2006; White et al.,
1998} comparing FLU MICs to clinical outcome and
reaching opposite conclusions about the correlation of MIC
results and clinical response. Chowdhary et al. (2011)
observed increased MICs to FLU in serial isolates obtained
after 1.5-2.5 months of therapy. This fact may partially

>8 mg L"), while 2 (50%) genotype VGI isolates had a
MIC of 8 mg L™". All of the isolates with MICs of 216 mg
L™ were of subtype VGII. Furthermore, both MICs; and
MICyp values were double for the genotype VGII strains, in
comparison with those for the VGII strains. The observation
that FLU had poorer antifungal activity against the VGII
genotype was a consistent finding in previous studies (Cheng
et al., 2009; Chong et al.,, 2010; Chowdhary et al., 2011;
Hagen et al., 2010; Igbal et al., 2010 Trilles et al., 2001).
However, the number of straing within genotype VGI is too
small (n = 4) to compare its antifungal susceptibility
characteristics with those of the larger group (n = 50) of
strains within genotype VGIL

Amphotericin B MICs in this study were relatively low,
with a maximum limit of 0.5 mg L™, which classified all
strains as susceptible, but the clinical significance of these
values for C. gartii is unknown. Previous data demonstrat-
ed C. gamii isolates to be highly susceptible to AmB, and
no difference was found in the susceptibilities among
molecular types VNI, VGI, and VGII of Brazilian
cryptococcal isolates (Trilles et al,, 2011). Although some
authors have demonstrated that C. gartii could be less
susceptible than C. neoformans (Cheng et al., 2009; Khan
et al.,, 2007). Although having higher GM values, the same
as found in our study, none of the earlier publications
described high MICs (=2 mg L™") to AmB (Chen et al.,
2000a,b; Gomez-Lopez et al., 2008; Hagen et al, 2010;
Igbal et al., 2010; Tay et al., 2006). Although the time-kill
method reveals the inhibition activity of antifungal drugs
and represents the most useful tool to monitor resistance, it

explain why these authors observed a lower susceptibility of
the VGI isolates to FLU when compared to VNI isolates.
These findings emphasize that more studies are needed to
address this.

Only a few studies have reported the susceptibilities of C.
gattii (Chen et al., 2000a,b; Chong et al., 2010; Chowdhary
et al.,, 2011; De Bedout et al,, 1999; Gomez-Lopez et al.,
2008; Igbal et al., 2010; Morera-Lopez et al., 2005; Morgan
et al, 2006; Thompson et al., 2009; Trilles et al., 2011;
Trilles et al,, 2004) and a few of these studies divided isolates
of C. gattii into groups according to their genotype. In a
recent study, AFLP fingerprint analysis was employed to
genotype C. gaitii isolates, and the susceptibility testing
showed that clinical strains belonging to AFLP6 (VGII) had
significantly double geometric mean MICs for FLU
compared to AFLP4 (VGI) isolates. Furthermore, studies
have documented high-MIC strains for azoles among some
molecular-type VGII genotypes in India (Chowdhary et al.,
2011) and for those responsible for the Pacific Northwest
outbreak (Hagen et al., 2010; Igbal et al., 2010). A recent
Australian study showed higher MICs for the azoles FLU
and voriconazole for molecular-type VGII in comparison to
those for VGI and for C. neoformans molecular types
(Chong et al., 2010).

Interestingly, we found that genotype VGII isolates
had comparatively higher FLU MICs (72% isolates; MIC,

remains important to achieve a clearer understanding of the
killing patterns of AmB, a fungicidal agent. In a prior study
(Papparlado et al., 2009), by using time-kill curve
methodologies, we have shown that the difference between
fungistatic activities, assessed by MIC, and fungicidal
activities could be strain dependent among C. neoformans
clinical isolates. We performed time—kill analysis with an
AmB concentration of 1 mg L™" that represents up to 4
times the MIC of the 50 tested strains. We found different
killing activities, depending on the C. garsii strain. The
majority of the strains were killed after 6 h of exposition to
the drug. Among low-MIC strains in microdilution method
(MIC, 0.12-0.5 mg L"), we found 3 (6.3%; 3/47) clinical
1solates and 2 (50%; 2/4) environmental isolates for which
a long exposition time (24—48 h) was required to reach the
fungicidal end point. Interestingly, all these strains were
VGII genotypes. On the contrary, all VGI genotype strains
were killed by AmB at 6 h of exposition time. No regrowth
(tolerance) was seen for C. gattii in this study like that
reported for €. neoformans strains in a prior study
(Papparlado et al, 2009). Tolerance to AmB has been
observed by time-kill curves, similarly as reported for
Candida species (Canton et al., 2003, 2004; Klepser et al.,
1997: Keele et al., 2001; Rodero et al., 2000a,b). Several
investigators have concluded that the rate of killing of
C. neoformans was not correlated with the MIC for the
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isolated tested (Burgess and Hastings, 2000; Nooney et al.,
2005; Rodero et al., 2000a,b). In the same way, we did not
find any association between time—kill results and MIC. By
time—kill curve methodology, we observed distinet fungi-
cidal patterns among low-MIC C gattif strains to AmB.
This may indicate that the MIC obtained by the broth
microdilution method is limited for assessing the activity of
AmB as previously suggested (Ernst et al, 2000
Papparlado et al., 2009; Rex et al, 1995). This idea is
based on the fact that time-kill curves provide a
guantitative assessment of fungicidal activity as well as
the rapidity of killing over time, so they provide more
information than the broth microdilution method.

Reports on the in vitro antifungal susceptibilities of
environmental isolates of C. gartii are scarce. Data on
environmental strains could give useful information for
the establishment of the epidemiologic breakpoints of this
emerging species. We studied 4 genotypes obtained from
soil containing bird excrements. While genotype VGII
strains were prevalent (75%) compared to VGI strains
(25%), in the largest global study of environmental C
gattii isolates to date (57 environmental strains), a similar
percentage of each genotype was described (AFLP4/VGI,
21.9%; AFLP6/VGII, 22.5%) (Hagen et al., 2010). In this
study, none of the 4 environmental C. gati strains tested
showed high in vitro MICs, either to FLU or to AmB,
and, thus, all isolates remained highly susceptible, in
accordance with previous data (Escandon et al, 2006:
Hagen et al., 2010; Trilles et al., 2004). Although this
study encompasses a low number of environmental
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ANEXO 2

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859

Sao Paulo, 29 de Outubro de 2009.

Protocolo: 28/2009

Projeto de Pesquisa: Caracterizacio fenotipica e genotipica de isolados clinicos ¢ ambientais
de Cryptococcus gattii do estado de Sao Paulo.

Pesquisador Responsavel: Marcia de Souza Carvalho Mclhem

Prezado Pesquisador

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL analisou e deliberou, em
reunifio de outubro de 2009, que para o referido projeto NAO SE APLICA a apreciagdo de acordo
com a Resolugdo 196/96 - CNS que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos.

Wy feno e
Luz Marina TnAIO
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz - CEPTIAL
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