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Resumo

Candida glabrata assumiu grande importancia na clinica médica, desde que, sua
resisténcia adquirida ao fluconazol foi descrita. Além disso, estudos mostraram a
fraca atividade in vitro de outros farmacos azolicos contra isolados dessa
espécie. C. glabrata € agente de infecgbes invasivas e o monitoramento da
eficacia de antifungicos usados na pratica médica frente a isolados dessa
espécie tem relevancia clinica. C. bracarensis e C. nivariensis sdo espécies
relacionadas, fenotipicamente, a C. glabrata para as quais ha necessidade de
métodos moleculares para sua identificagcdo. Na América Latina, a ocorréncia de
infeccdes em corrente sanguinea por C. glabrata e espécies correlatas ndo é tao
alta quanto na América do Norte e, por isso, pouco é conhecido sobre sua
distribuicéo e perfil de suscetibilidade a antifingicos nessa regido. Neste estudo,
foram analisados 75 isolados com caracteristicas morfologicas e bioquimicas de
C. glabrata, obtidos da corrente sanguinea de pacientes atendidos em hospitais
do estado de S&o Paulo, entre 2007 e 2013. As concentracdes inibitérias
minimas (CIM) de cinco farmacos antifungicos: anfotericina B, caspofungina,
voriconazol, fluconazol e itraconazol, foram determinadas pela metodologia de
microdiluicdo de referencia M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). A acéo fungicida de anfotericina B foi avaliada por método de
curva de morte. A pesquisa das duas espécies correlatas foi realizada com
metodologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em todos os isolados.
Nenhum isolado de C. bracarensis e C. nivariensis foi encontrado neste estudo.
Resisténcia a itraconazol foi encontrada em 18,6 % (14) das cepas de C.
glabrata. Altos valores de CIM de voriconazol (> 0,5 mg/L), de acordo com cut-
off (ponto de corte) epidemiolégico, foram observados para duas cepas. O
intervalo de CIM para fluconazol variou de 4mg/L a 16mg/L, para caspofungina
os valores de CIM situaram-se entre 0,03 mg/L e 0,5 mg/L e os de anfotericina B
ficaram entre 0,12mg/L e 1 mg/L. Na curva de morte verificou-se que a maioria
das cepas morreu antes das 24h, permanecendo viaveis apenas 3 isolados,
sendo que 2 deles ndo sofreram acao fungicida da anfotericina B dentro das

condicbes experimentais. Concluiu-se que fluconazol, anfotericina B e



caspofungina mostraram forte efeito inibitério frente a todos os 75 isolados de C.
glabrata; no entanto, resisténcia ao itraconazol e menor sensibilidade ao
voriconazol, assim como tolerancia a acédo fungicida de anfotericina B foi
observada. Esses dados indicaram emergéncia de isolados resistentes a mais
de um farmaco e reforcam a necessidade de monitorar a atividade de
antifangicos usados na clinica médica, com vistas a otimizar o tratamento dos

casos de candidemia.

Palavras chave: Candida glabrata, Espécies correlatas, Resisténcia,

Antifangicos



Abstract

Candida glabrata has assumed great importance in clinical medicine, since
acquired resistance to fluconazole had been described. Furthermore, studies
have shown the weak in vitro activity of other azole drugs against isolates of this
species. Since C. glabrata is an agent of invasive infections, monitoring the
effectiveness of antifungal agents used in medical practice against isolates of this
species has become of great importance. C. bracarensis and C. nivariensis are
phenotypically related species to C. glabrata and so it is necessary molecular
methods to identify properly these members. In Latin America, the occurrence of
bloodstream infections in C. glabrata and related species is not as high as in
North America, and little is known about their distribution and antifungal
susceptibility profile in this region. In this study, we analyzed 75 isolates with
morphological and biochemical features of C. glabrata obtained from the
bloodstream of patients treated in hospitals in the state of Sdo Paulo, between
2007-2013. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of five antifungal drugs,
namely: amphotericin B, caspofungin, voriconazole, fluconazole and itraconazole
were determined by microdilution reference method M27-A3 from the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). The fungicidal action of amphotericin B
was evaluated by the method of time-kill curves. The investigation of the two
related species was performed with polymerase chain reaction (PCR) in all
isolates. No isolate of C. bracarensis and C. nivariensis was found in this study.
Resistance to itraconazole was found in 18.6% (14) strains of C. glabrata. High
MIC values of voriconazole (> 0.5 mg/L), according to epidemiological cut-off
were observed for two strains. The fluconzole-MICs ranged from 4mg/L to
16mg/L, caspofungin-MIC were between 0.03 mg/L and 0.5 mg/L, and
amphotericin B-MIC were between 0.12 mg/L and 1 mg/L. Time-kill curves
method showed that the majority of strains died before 24 h, remaining viable 3
isolates, and 2 of them suffered no fungicidal action of amphotericin B under the
experimental conditions. It was concluded that fluconazole, amphotericin B, and
caspofungin showed strong inhibitoy effect against all 75 clinical isolates of C.

glabrata, however, resistance to itraconazole and lower susceptibility to



voriconazole, besides tolerance to killing effect of amphotericin B was observed.
These data indicate the emergence of strains resistant to more than one drug
and reinforce the need to monitor the activity of antifungal agents used in clinical

medicine, in order to optimize the treatment of cases of candidemia.

Key words: Candida glabrata, related species, Resistance, Antifungals Agents
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1 INTRODUCAO

Varios estudos tém relatado espécies de Candida como a causa mais
importante de micoses invasivas no mundo todo, seguido de membros do
género Aspergillus e espécies de Cryptococcus. A frequéncia geral de
candidemia, em pacientes hospitalizados, dobrou nas ultimas trés décadas
(Pfaller & Diekema, 2007; Bonfietti et al., 2012). Além disso, programas de
vigilancia e controle de patdégenos de importancia epidemiolédgica identificaram
espécies de Candida como a terceira causa mais comum de infec¢cbes da
corrente sanguinea em unidade de terapia intensiva. Fatores de risco para
candidiase invasiva incluem: colonizacdo por espécies de Candida, supressao
imunolégica (neutropenia, drogas imunossupressoras, incluindo glicocorticoides,
cancer e quimioterapia) e alteracdes nas barreiras fisicas, tais como: cirurgia
gastrintestinal, hemodidlise, nutricdo parenteral e tratamento com antibioticos de
amplo espectro, que facilitam o acesso do organismo para a corrente sanguinea,
(Castano et al., 2005).

Candida representa uma das maiores causas de infeccdo invasiva e a
infeccdo de corrente sanguinea de origem hospitalar estando associada a alta
taxa de mortalidade, aproximadamente, 40% (Malani et al., 2005). Na
candidemia, pode ocorrer disseminacdo a multiplos 6rgaos, resultando na
formacao de micro-abscessos, lesdes cutaneas embdlicas, abscessos renais e
hepato-esplénicos, endocardite, meningite, artrite e osteomielite, entre outras
complica¢cbes (Zardo & Mezzari, 2004. Espécies de Candida chegam a ndmero
superior a 150, mas apenas cerca de trinta delas sdo reconhecidas como
patbgenos humanos. Os principais agentes sao: Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
guilliermondii e Candida lusitaniae (Jung et al., 2010).

Candida albicans é o agente predominante de candidiases superficiais,
bem como profundas; porém, outras espécies de Candida tém surgido nos
altimos anos como patégenos oportunistas importantes, incluindo C. glabrata
(Esposto et al., 2013).



C. glabrata € uma espécie que, até poucas décadas atras, acreditava-se
ndo ser patogénica; porém, com o aumento do numero de pessoas com
imunodeficiéncia, provou-se que C. glabrata é oportunista, sistémico ou de
mucosa, especialmente causando vulvovaginites, nesse grupo de pacientes
(SOBEL et al. 2002). Dependendo do sitio da infec¢éo, C. glabrata é a 22 ou 32

maior causa de candidiase depois de C. albicans (Sobel et al., 2002).

A incidéncia de C. glabrata esta associada a idade avancada (> 60 anos)
e pacientes submetidos a cirurgia abdominal, fato que pode ser decorrente da
forte colonizacéo do trato gastrintestinal nesta idade (Lockart et al., 1999; Nunes,
2009). C. glabrata € uma espécie de grande importancia em candidemias na
América do Norte. Em 1989, essa espécie era a quarta mais comumente
relacionada a infeccdo de corrente sanguinea (ICS) nos EUA, no entanto, Trick
et al. (2002) mostraram que de 1995-1999, C. glabrata passou ser a segunda
principal responsavel por essas infeccées. Descrita como sendo relacionada a
pacientes idosos, foi responsavel por 25% de todas as fungemias documentadas
em pacientes maiores de 65 anos (Diekema et al., 2002). A taxa de
morbimortalidade € alta em pacientes hospitalizados, em especial, devido a
resisténcia dessa espécie aos antifungicos da classe dos azéis (Hajjeh et al.,
2004).

Tabela 1 Taxa de resisténcia de C. glabrata a Fluconazol, Itraconazol e

Voriconazol segundo estudos realizados com método CLSI

Pais Autor/Ano Numero de Antifingico Resisténcia
Cepas (%)
EUA* PFALLER 2010 159 Fluconazol 2,5
EUA MALANI 2002 103 Fluconazol 60
Mundial SENTRY 2009 159 Fluconazol 2,5
BRASIL DA MATTA 2007 44 Fluconazol 4.4
BRASIL COLOMBO 2006 35 Fluconazol 6
Mundial SENTRY 2009 159 Itraconazol 39
EUA SAFDAR 2002 347 Itraconazol 15,2
EUA PFALLER 2010 159 Voriconazol 2,5

* EUA, Estados Unidos da América

10



Na América do Sul, a espécie de maior prevaléncia também é C. albicans
(Ruiz et al., 2005) e, de acordo com a literatura internacional, C. albicans é
responsavel por cerca de 50% dos pacientes com candidemia (Sobel et al.,
2006). A taxa de prevaléncia dessa espécie varia muito, na dependéncia de
fatores como: idade, populacdo de pacientes, técnicas de identificacdo e
isolamento, tipo de hospital e atendimento (Melhem, 2004). Apesar de C.
albicans ser o agente prevalente em infec¢cdes sistémicas, ha relatos do
aumento da frequéncia de outras espécies, em particular C. parapsilosis (Pereira
et al., 2010). Espécies consideradas raras foram descritas como agentes desses
quadros, como: C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C.
lipolytica, C. norvegensis, C. zeylanoides e C. inconspicua (Giannini & Melhem,
2000; Pappas et al., 2009; Passos et al., 2007).

A identificacdo correta da espécie de Candida € importante no tratamento
individual do caso, visto que a sensibilidade as terapias antifiUngicas varia
conforme a espécie. A identificacdo rapida e presuntiva das espécies de
Candida é necesséaria em laboratérios de diagnostico. Essa analise, manual ou
automatizada, € realizada por métodos, com base em técnicas fenotipicas
convencionais para analise morfologica e bioquimica (Lacaz et al., 2000).

No entanto, esses procedimentos de rotina ndo atendem aos requisitos
para monitoramento epidemioldgico correto que inclui a classificacdo das
espécies de dificil identificacdo por serem, fenotipicamente, indistinguiveis
(Giannini & Melhem, 2000). Em razéo dos laboratérios adotarem, recentemente,
técnicas moleculares para identificacdo rapida de isolados de Candida spp.
muitas espécies cripticas foram descobertas (Tavanti et al., 2005). Ferramentas
para identificacdo correta de espécie e fendtipos de resisténcia sdo importantes
para identificacdo dos agentes causais para adequado controle das infec¢des.
Métodos de diagnéstico molecular tém potencial de identificacdo acurada e o
sequenciamento de genes de rDNA permitiu identificar novas espécies dentro de
um unico fendtipo (Bishop et al., 2007).

Estudos voltados a correta identificagcdo, com base em analise molecular,
permitem melhor definicdo da prevaléncia, bem como, da resisténcia a

antifingicos desses agentes. O tratamento empirico de infec¢des hospitalares
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graves e outras formas de candidiase comuns e recidivantes pode ser iniciado
com base em dados epidemiolégicos de frequéncia e perfil de sensibilidade dos
seus agentes nas distintas regiées do mundo (Colombo; Guimaraes, 2003; Horn
et al., 2009). Determinadas espécies, descritas recentemente, dentro de
fendtipos de Candida parapsilosis, como: C. orthopsilosis e C. metapsilosis séo
classificadas, apenas, por métodos que incluem analise molecular (Tavanti et al.,
2005). Dois estudos de pesquisa independentes descreveram novas espécies
cripticas em isolados de C. glabrata: C. nivariensis (Alcoba- Florez et al., 2005) e

C. bracarensis (Correia et al., 2006).

1.1 C. glabrata e espécies relacionadas

C. glabrata é um organismo comensal, encontrado na microbiota normal
da pele, boca, vagina e trato gastrointestinal. E uma levedura pertencente ao
maior grupo taxondmico do Reino Fungi, denominado Ascomycetes e a classe
Saccharomycotina. C. glabrata é considerada uma levedura ndo dimorfica, pois
sua morfologia se restringe, quase que exclusivamente a pequenos
blastoconidios (1-4 mm) e sem formacao de hifas (Csank & Haynes 2000).

C. glabrata é, evolutivamente, mais relacionada com Saccharomyces
cerevisiae que a outros fungos patogénicos, tais como: C. albicans. No entanto,
em contraste com S. cerevisiae que pode mudar no seu ciclo de vida entre
formas de células dipléides e hapléides (Wong et al., 2002), C. glabrata é
considerado um organismo hapléide e assexuado. Além disso, embora C.
glabrata seja, filogeneticamente, mais proxima de S. cerevisiae do que outras
espécies de Candida, essa espécie pode causar com maior frequéncia,
infeccdes em seres humanos. E provavel que as diferencas entre o genoma de
S. cerevisiae e C. glabrata e as semelhancas entre C. glabrata e C. albicans
caracterize sua patogenicidade; no entanto, os fatores de viruléncia de C.
glabrata ainda ndo sdo bem compreendidos (Bonfietti et al., 2012).

Os quadros de candidemia, nas diversas regides do globo, mostram
distribuicdes distintas dos agentes etioldgicos (Pfaller et al., 1999). A variacdo na

frequéncia de C. glabrata, além da questdo geogréfica, pode ser atribuida a
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outros fatores, como: idade, fatores de risco e doencas de base da populagéo
com candidemia (Trick et al., 2002; Pfaller et al., 2007). As duas novas espécies
- C. nivariensis e C. bracarensis -, dado suas caracteristicas fenotipicas
semelhantes a C. glabrata, podem, facilmente, serem identificadas
erroneamente, dentro da rotina laboratorial como tal. Apesar de que C.
nivariensis e C. bracarensis terem sido, descritas na literatura (Alcoba-Florez et
al., 2005; Correia et al., 2006; Bishop et al., 2008), mas sua incidéncia em
isolados de C. glabrata continua sendo pouco conhecida (Romeo et al., 2009).
C. nivarensis e C. bracarensis tém sua importancia em razao de apresentarem
menor sensibilidade aos azéis comparadas a C. glabrata (Lockhart et al., 2009;
Borman et al., 2008).

A prevaléncia, a sensibilidade e a significancia clinica dessas novas
espécies ainda foram pouco estudadas e ha uma grande lacuna sobre esse
tema na literatura consultada (Lockhart et al., 2009; Borman et al., 2008). Em
2005, C. nivariensis foi isolada de trés pacientes em um hospital na Espanha,
tendo sido classificada como idéntica a C. glabrata, mas distinguivel por meio do
sequenciamento da regido ITS2 (internal transcribed space 2). Um estudo
realizado nos EUA, com 137 isolados de C. glabrata identificadas por
caracteristicas fenotipicas, avaliou a presenca de C. bracarensis e C. nivariensis
com sondas de hibridizac&o in situ, identificando 3 (2,2%) isolados como C.

bracarensis e nenhum como C. nivariensis (Bishop et al., 2007).

1.2 C. glabrata como agente de candidemia

Dos quadros de infeccdo de corrente sanguinea por leveduras, 90% pode
ser atribuidos a 5 espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
e C.krusei (Pfaller & Diekema 2007). C. albicans representa 45-60% da
incidéncia de candidiase invasiva nos EUA e em todo o mundo. Na América do
Norte, C. glabrata representa 20-22% dos casos invasivos de candidiase (Pfaller
& Diekema 2007). C. glabrata é o segundo agente etiol6gico de candidemia na

Ameérica do Norte, enquanto C. parapsilosis ou C. tropicalis 0 € na América do
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Sul e Europa, apos C. albicans (Sandven, 2000; Pfaller et al., 2001; Colombo et
al., 1999; Godoy et al., 2003; Antunes et al., 2004; Hajjeh et al., 2004; Rodero et
al., 2005; Colombo et al., 2006; Pfaller & Diekema, 2007; Colombo et al., 2008 ;
Hinrichsen et al., 2008).

C. glabrata traz preocupacgdo quanto as altas taxas de mortalidade a que
esta associada, chegando até a 78%, conforme o grupo estudado (Krcmery &
Barnes, 2002; Viudes; Peman; Canton; Ubeda et al., 2002; Alonso-Valle et al.,
2003; Horn et al., 2009). Em relacdo a outras espécies, um estudo mostrou
mortalidade maior em pacientes com C. glabrata (60%) e C. tropicalis (75%),
quando comparada a C. albicans (44%) em individuos com infec¢ao de corrente
sanguinea (Safdar et al., 2004). As taxas de mortalidade podem ser decorrentes
da associacdo desse agente a pacientes graves, como aqueles em estagio
terminal de céncer e pacientes internados em UTI (Colombo et al., 1999;
Krcmery & Barnes, 2002).

A prevaléncia de C. glabrata ndo parece estar aumentando em paises
europeus (8,8% a 10,5%), latino-americanos (4,7% a 7,4%) e asiaticos (7,2% -
12,1%). No entanto, no Brasil, dada sua extensa area territorial e diversidade de
servicos de saude, a epidemiologia das candidemias nédo esta bem definida.
Alguns excelentes estudos contribuem para esse conhecimento e mostram que
C. glabrata (2% a 8%) tem baixa frequéncia e C. albicans é a maior responsavel
(20% a 50%) por quadros de candidemias, seguido por C. parapsilosis (17% a
35%), C. tropicalis (12% a 27%) e C. krusei (1% a 2%) (Antunes et al., 2004,
Nunes, 2009).

Em Séo Paulo, em 82 pacientes com candidemia, C. albicans foi
responsavel por 50% dos casos, enquanto C. glabrata ocorreu em apenas 2,3%
deles (Costa et al., 2000). Colombo et al. (1999) em 145 casos de candidemia
em Sao Paulo e Rio de Janeiro, verificaram que as espécies ndo Candida
albicans predominaram (63%), incluindo C. glabrata (4%) como agente
etiologico. O mesmo grupo de pesquisadores, em outro estudo realizado em 11
hospitais das regides Sul, Sudeste e Central, relataram C. albicans (40,9%)

como principal agente e descreveu C. glabrata em frequéncia semelhante (4,9%)
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ao estudo anterior (Colombo et al., 2006). Outros trabalhos realizados na regiao
Sul mostraram que C. albicans estava envolvida em 45% a 59% dos casos e C.
glabrata em 3% a 9% dos quadros de candidemia (Antunes et al., 2004; Aquino
et al.,, 2005; Franca et al.,, 2008). Na regido Centro-Oeste, C. albicans é
responsavel por cerca de 50% das candidemias e C. glabrata oscila entre 0 a
5,3% (Passos et al., 2007; Chang et al., 2008; Nunes, 2009).

De modo geral, C. glabrata, no Brasil foi descrita em taxas de 0 a 9%
(média 4,2) como agente das candidemias, com a maior propor¢ao descrita por
Hinrichsen et al. (2008) em Recife (Nucci; Silveira et al., 1998; Antunes et al.,
2004; Barberino et al., 2006; Colombo et al., 2006; Passos et al., 2007; Chang et
al., 2008; Franca et al.,, 2008; Bonfietti et al., 2012; Purisco et al., 2013).
Segundo Moretti et al. (2013) um estudo realizado entre 2006 e 2010, no
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, sobre espécies de
Candida nas Unidades de Terapia Intensiva, mostrou que nos 313 episodios de
candidemia, as taxas por C. glabrata aumentaram de 3% para 11.2%

O uso crescente de antifungicos, de forma empirica e profilatica, tem sido
citado como um dos fatores de alteracdo na epidemiologia das espécies de
Candida em hospitais, em especial C. glabrata. O uso indiscriminado de
fluconazol, em paises mais desenvolvidos, € apontado como possivel fator
determinante de selecdo de cepas de C. glabrata, desde que esta espécie tem
grande capacidade em desenvolver resisténcia secundaria ou adquirida
(Wingard, 1994). Acredita-se que o maior indice de isolamento de C. glabrata
nos Estados Unidos e em outros paises, se deve ao uso do fluconazol de forma
empirica e em terapias profilaticas em pacientes suscetiveis a infec¢éo fungica
invasiva (Galban & Mariscal, 2006). O extenso tempo de utilizacdo de fluconazol
promove pressao seletiva sobre as populacdes de leveduras da microbiota (Lin
et al., 2005). Assim, a ocorréncia de candidemias causadas por C. krusei
(espécie com resisténcia intrinseca ao fluconazol) e C. glabrata (com alta
resisténcia adquirida) seriam explicadas (Pappas et al., 2009).

A questdo da profilaxia com drogas azolicas, em pacientes sob risco de
infeccdo grave por leveduras, é outra questdo em constante avaliagdo quanto

aos efeitos determinantes do aparecimento de resisténcia em cepas expostas a
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essas drogas. Uma revisdo de estudos clinicos randomizados mostrou que a
profilaxia com fluconazol aumenta o risco de colonizagdo por cepas menos
sensiveis ao fluconazol, além de facilitar o desenvolvimento de outras espécies
que nao-C. albicans, ja que esta espécie € em regra sensivel ao fluconazol, mas
nao interfere de modo significativo, no risco de infeccées graves por essas
outras espécies (Briona et al., 2007).

1.3 Resisténcia a antifungicos em C. glabrata

Ainda que o arsenal terapéutico para candidemia esteja bem definido,
casos de resisténcia clinica sdo conhecidos (Pappas et al., 2009). Diversos
fatores estdo implicados na evolucdo clinica; porém, a ocorréncia de cepas
resistentes pode ser uma causa relevante nesse contexto. A resisténcia pode ser
observada in vitro e divide-se em resisténcia natural e secundaria. Resisténcia
natural pode ocorrer em todos os membros de determinada espécie, como € o
caso de C. krusei frente ao fluconazol, ou apenas em certas cepas pertencentes
a uma espécie, em regra, sensivel a um antifungico (Pappas et al., 2009). A
resisténcia secundaria ou adquirida ocorre quando cepas sensiveis de uma
espécie desenvolvem resisténcia a um determinado antifiingico apds exposi¢ao
ao farmaco. A natureza da resisténcia adquirida ou secundéaria é explicada
quando células de cepas sensiveis passam a ser resistentes devido ao contato
com o farmaco ou, ainda, pode ser inerente ao proprio microrganismo.

Resisténcia adquirida é observada em C. glabrata frente ao fluconazol
(Cannon et al., 2009). A resisténcia em C. glabrata é importante frente aos
farmacos mais utilizados na pratica clinica, englobados na classe dos azéis:
fluconazol, itraconazol e voriconazol. A acao principal dos farmacos dessa
classe é a inibicdo da enzima 14 alfa-demetilase (14 DM) que participa da
biossintese do ergosterol fungico. O ERG 11 é o gene que codifica essa proteina
do citocromo P450, alvo dos farmacos azolicos. Distintas mutagbes pontuais
nesse gene resultam em mudancas de aminoacidos da proteina codificada,
levando a alteracdes conformacionais da mesma, podendo resultar no

decréscimo da sua afinidade aos distintos antifingicos azolicos (Sanglard, 2002;
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Rodero et al., 2003). Além disso, a expressao génica de ERG 11 pode estar
aumentada em cepas resistentes, de modo que a biossintese de ergosterol

promova desenvolvimento celular (Zardo & Mezzari 2004).

Para C. glabrata séo observados indices de resisténcia altos, dependendo
dos autores e breakpoint empregados para interpretar os valores de
concentracdo minima inibitoria (MIC). Para essa espécie sdo descritas taxas de
resisténcia de até 25,7 % para fluconazol e 9,9% para voriconazol (Messer et al.,
20009).

Em isolados de C. glabrata, as taxas de resisténcia ao fluconazol, o
antifdngico mais empregado em infeccbes por leveduras, variam
geograficamente de modo significativo. Cerca de 7% a 14% das cepas de
hemocultivos nos EUA e de 3,7% a 40% na Europa foram descritas como
resistentes a fluconazol (Diekema; Messer et al., 2002; Ostrosky-Zeichner et al.,
2003; Hajjeh et al., 2004; Cuenca-Estrella et al., 2005; Tortorano et al., 2006; Da
Matta et al., 2007). Sobel et al. (2003) descreveram 4,5% de isolados de C.
glabrata como resistentes ao fluconazol (concentracao inibitéria minima igual ou
maior a 64ug/mL). No estudo de Ritcher et al. (2005), a resisténcia ao farmaco
foi observada em 3,7% dos isolados, sendo 15,2% em C. glabrata.

Alguns autores relatam também a menor sensibilidade dessa espécie
para itraconazol, sendo descrito resisténcia entre 6% a 51% (Ostrosky-Zeichner
et al., 2003; Colombo et al., 2006; Da Matta et al., 2007; Franca et al., 2008).
Coordenando o Programa SENTRY, de abrangéncia mundial, Pfaller et al.
(1999) mostraram resisténcia ao fluconazol em 2,9% dos isolados europeus,
2,5% das cepas dos EUA, 2,4% dentre aqueles da América Latina e 1,6%
isolados oriundos do Canada.

Um estudo no periodo de (1995 a 2002) realizado com 103 cepas de C.
glabrata, mostrou 60% de resisténcia ao fluconazol, 83% ao itraconazol e 44%
ao voriconazol, ressaltando a alta capacidade dessa espécie em adquirir
resisténcia a distintos farmacos da classe dos azois (Malani et al., 2005).

Em 2010 Pfaller et al. estudando 159 isolados de C. glabrata mostrou que

39% deles eram resistentes ao itraconazol, 2,5% ao fluconazol, 2,5% a
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caspofungina e 0,6% a micafungina (Pfaller et al., 2010). O maior estudo sobre
candidemias no Brasil mostrou tendéncia das taxas de resisténcia em dois
periodos: 1995-1999 e 2000-2003, indicando alta sensibilidade ao fluconazol
entre as distintas espécies de Candida (100% e 89,3%, respectivamente), com
0S Unicos casos de resisténcia atribuidos a C. glabrata (4,5%) (Da Matta et al.,
2007). Colombo et al. (2006) observaram que 6% dos isolados de C. glabrata de
hemocultivos foram resistentes ao fluconazol.

A resisténcia aos diversos farmacos pode ocorrer, simultaneamente,

pelos diversos mecanismos conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 Célula fungica, mostrando os principais sitios de acdo dos farmacos
antifngicos e mecanismos de resisténcia descritos em isolados de C. glabrata
(adaptado de Tscherner et al., 2011).

A anfotericina B (Amb), da classe dos polienos, € um antifungico, usado
ha mais de 60 anos, que inibe o principal componente da membrana celular do
fungo, o ergosterol. Anfotericina B é usado como farmaco potente para

tratamento de infecgbes invasivas, incluindo candidemia. Os polienos ligam-se
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ao ergosterol da bicamada da membrana, alterando a permeabilidade da
membrana celular pela formacéao de oligodendromeros funcionando como poros,
com subsequente efluxo de potassio e moléculas intracelulares causando a
morte de fungos (Ben-Ami et al.,, 2008). A AmB ndo € absorvida por via
intramuscular ou por via oral e, portanto, € administrada por via intravenosa ou,
por vezes, por via inalatéria. AmB tem um amplo espectro antifungico, incluindo
espécies de Candida, exceto C. lusitaniae. Embora AmB seja um antifingico
eficaz, as toxicidades associadas a sua utilizacao limitaram o seu uso. O efeito
colateral mais comum e mais grave € a nefrotoxicidade. Alguns graus de
reducdo da funcédo renal ocorrem em mais de 80% dos pacientes que receberam
a droga e, embora estes geralmente se recuperam ap0s terminar o tratamento,

algumas deficiéncias na filtracdo glomerular podem permanecer (Branch, 1988).

Para permitir doses elevadas e reduzir os seus efeitos toxicos para
células de mamiferos, AmB foi formulado em lipossomas, complexos lipidicos e
suspensdes coloidais. Antes do desenvolvimento de outros agentes alternativos,
como: azolicos e equinocandinas, AmB foi a droga de escolha para infeccbes
por Candida. No entanto, as diretrizes mais recentes para candidiase invasiva
recomendam classes mais novas e menos téxicas de antifUngicos para uso
como primeira linha, com excecdo das candidiases neonatais (Pappas et al.,
2009). Porém seu uso € controlado pelo fato desta classe de farmacos ser
altamente nefrotéxico (Tscherner et al., 2011). A resisténcia de espécies de
Candida para farmacos poliénicos é irrelevante, incluindo isolados de C.

glabrata.

A caspofungina, farmaco da familia das equinocandinas, é um derivado
semissintético hidrossolivel da pneumocandina B, produto isolado da
fermentacao do fungo Glarea lozoyensis (Abruzzo et al., 2000). Esses farmacos
exibem atividade in vitro contra ampla variedade de leveduras, fungos
filamentosos e dimdérficos, clinicamente, importantes incluindo Candida spp. e
Aspergillus spp. (Pfaller et al., 1999; Vazquez et al., 1997). Seu modo de acéo é
por inibicdo da enzima 1,3 beta-d-glucanosintetase que participa da formacéo de

componentes essenciais da parede celular, as glucanas.
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Desse modo, os farmacos agem na estrutura da parede celular, causando
instabilidade osmoética e morte das cepas sensiveis. A enzima-alvo das
equinocandinas € uma proteina formada por subunidades cataliticas (FKSp e
RHo1), sendo FKSp codificada por 3 genes (FKS1, FKS2, FKS3). As cepas que
apresentam diminuicdo de sensibilidade as equinocandinas apresentam
mutagcdes nos genes FKS1 e FKS2 (Garcia-Effron et al, 2009). O
sequenciamento do gene FKS1 mostrou que a maioria das cepas resistentes as
equinocandinas tem mutacfes em regifes especificas da enzima denominadas
‘hot spots” o que, provavelmente, impede ou dificulta a ligacdo do farmaco ao
seu sitio de acao.

Equinocandinas tém atividade contra a maioria das espécies de Candida,
mas tém menor atividade contra alguns isolados de C. parapsilosis e C.
guilliermondii. Esses farmacos sdo recomendados como alternativos ao
fluconazol para tratamento primério da maioria de adultos ndo-neutropénicos

com candidemia ou suspeita de candidiase invasiva (Pfaller et al., 2008).

bY

Em relagdo a resisténcia em isolados das novas espécies,
fenotipicamente, relacionadas a C. glabrata, ha poucos estudos descrevendo
sua suscetibilidade a antifungicos. Frente a isolados de C. nivariensis os MICs
de anfotericina B foram baixos (MICs, <1mg/L), assim como para caspofungina
(MICs,<0,5 mg/L) (Wahyuningsih et al., 2007). No entanto, h& relato de um
isolado de C. nivariensis resistente a mais de um farmaco azdlico: fluconazol,
itraconazol e voriconazol, caracterizando o fenébmeno denominado de resisténcia
cruzada (Bishop et al., 2007). Metodologias de andlise molecular sé&o
ferramentas em constante desenvolvimento que devem ser utilizadas para a
identificacdo acurada dos velhos e novos patdogenos para monitorar ocorréncia

de resisténcia nos agentes etioldgicos (Bishop et al., 2008).

Os métodos para investigacdo da resisténcia in vitro a antifungicos foram
desenvolvidos e padronizados ao longo das ultimas trés décadas. O primeiro
método de referéncia foi proposto pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008) em que a reacao de inibicdo de crescimento do agente etioldgico é

observada em meio liquido contendo antifungicos, denominado microdiluicdo. Os
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testes para determinacdo de resisténcia a antifungicos estdo hoje padronizados
por 6rgdos internacionais de referéncia, seja o norte americano (CLSI, 2008) ou
0 europeu EUCAST (Cuenca-Estrella et al.,, 2006). Os métodos sao indicados
para avaliar fenétipos de resisténcia a todos os farmacos, incluindo: polienos,
azois e equinocandinas.

Para anfotericina B, no entanto, é consenso que outras técnicas devem
ser empregadas para melhorar o desempenho do método. Desde que
anfotericina B € um farmaco de acéo fungicida, a analise dessa atividade parece
ser mais indicada do que o estudo do poder inibitorio do mesmo. Método de
curvas de morte, que avaliam o tempo de acado fungicida do farmaco, constitui
uma ferramenta que pode oferecer dados mais fidedignos para demonstrar
fendtipos de resisténcia ou tolerantes a anfotericina B. Esta metodologia foi
empregada para espécies de Candida spp. e Cryptococcus neoformans (Klepser
et al., 1998; Rodero et al., 2000; Silva et al., 2012).

Embora o numero de antifUngicos tenha aumentado desde 2000, o
tratamento de infeccdes fangicas ainda é limitado a apenas 15 farmacos,
atualmente aprovados para tratamento. H4 muitas semelhancas entre as células
de fungos e células de mamiferos que tornam o desenvolvimento e aplicacédo de
antifangicos dificeis. Ambos sdo eucariotas, com organelas semelhantes, e 0s
antifangicos devem atuar em sitios que sdo diferentes entre as células
hospedeiras e fungicas. A diferenca mais amplamente explorada entre as células
de mamiferos e fungicas € que as membranas das células contém diferentes
esterdis, sendo que as células de mamiferos contém colesterol e as células
fungicas contém ergosterol. Ao nivel celular, a maior diferenca é que células
fungicas tém paredes e as células de mamiferos ndo as possuem. Os inibidores
da biossintese de parede celular bacteriana tém sido usados ha anos, com
pequenas toxicidades associadas a seu uso. Apenas, recentemente, alguns
potentes inibidores da sintese da parede celular dos fungos tornaram-se

disponiveis para uso terapeutico (Ben-Ami et al., 2008).

Todas as consideracdes desta introducdo justificam que metodologias
modernas e adequadas sejam empregadas para definir as espécies e 0s

fendtipos de resisténcia dentre os agentes causais de infec¢Oes relevantes em
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salude publica, como candidemias. Em razdo da habilidade da C. glabrata de
expressar resisténcia em relacdo aos azois e equinocandinas, esta espécie
merece grandes estudos em distintas regides do globo (Pfaller et al., 2010).
Testes de sensibilidade combinados com caracterizacdo molecular das cepas e
deteccdo dos mecanismos de resisténcia aos antifungicos sdo importantes para
melhor conhecimento da epidemiologia das candidemias por essa espécie.

As informacdes advindas desses resultados poderdo constituir material
atil para a consolidacdo de um banco de dados, ainda inexistente no Brasil, para
o desenvolvimento de um antibiograma regional que sirva para selecdo empirica
de antifingicos para manejo dos quadros de infec¢cdo causados por leveduras
(Hospenthal et al., 2004). Analises de tendéncias poderdo ser realizadas ao
longo do tempo e segundo distintas regides geograficas, desde que, ao contrario
dos paises europeus e norte americano, pouco se conhece sobre esse tema em

paises da América Latina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar amostras do complexo Candida glabrata para melhor
conhecimento da distribuicdo de espécies e da sensibilidade a antifingicos em

isolados de hemocultura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Pesquisar a ocorréncia de espécies correlatas a C. glabrata - C.
nivariensis e C. bracarensis - dentre os isolados de hemocultura
analisados;

2. Investigar a presenca de fenotipos de resisténcia aos antifungicos:
fluconazol, itraconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B;
frente a Candida glabrata

3. Avaliar o poder fungicida de anfotericina B sobre os isolados de C.

glabrata.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos isolados de Candida glabrata

Setenta e cinco isolados de sangue com caracteristicas fenotipicas de C.
glabrata, i.e. aspectos morfoldégicos e assimilacdo de fontes de carbono e
nitrogénio, mantidas na micoteca do Nucleo de Micologia, Centro de
Parasitologia e Micologia, do Instituto Adolfo Lutz (IAL) foram selecionadas para
este estudo. Os isolados foram obtidos, entre 2007 e 2013, de casos atendidos
nos hospitais publicos;—encaminhados ao IAL principalmente como Laboratério
Central de Saude Pdublica e Privada (LACEN) do Estado de Sao Paulo, do
projeto Sentinela de Candidemia (OPAS) e Programa da Rede Nacional de
Monitoramento em Resisténcia Microbiana (ANVISA-CGLAB-OPAS) para
monitoramento de espécies e ocorréncia de resisténcia a antifingicos nesses
agentes. Foram utilizadas cepas padrdo para validacdo dos testes: C. krusei
ATCC 6852, C. parapsilosis ATCC 22019 para testes de sensibilidade, C.
glabrata ATCC 90030 para curva de morte, C. nivarensis ATCC 9983, C.
bracarensis ATCC 10154 e C. glabrata ATCC 90030 para testes moleculares. As
cepas-padrao de C. bracarensis ATCC 10154 e C. nivarensis ATCC 9983foram,
gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Arnaldo Lopes Colombo da Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

3.2 Purificacdo, confirmacdo fenotipica de espécie e manutencao dos
isolados

Todos os isolados estavam mantidos em glicerol (15%) e, apés terem sido
retirados do freezer (-20°C), foram semeados em placas de Petri contendo agar
cromogénico (CHROMagar Candida, BBL-Difco) para confirmacdo de sua
pureza. Colonias lisas, brilhantes e de coloracdo rosa, tipicas de C. glabrata
nesse meio, foram semeadas em agar Sabouraud com cloranfenicol, para

confirmacédo fenotipica de espécie, por analise micromorfolégica em agar fuba

24



acrescido de Tween 80 e perfil bioquimico pelo—método de assimilacédo
(auxanograma) e fermentagdo (zimograma (Larone, 2011). Os isolados foram
mantidos em agar Sabouraud com cloranfenicol durante todo o estudo para

execucao das andlises. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.1 Andlise morfoldgica

Para analise morfolégica foram depositados 3 ml de agar-fuba fundido
sobre uma lamina contida sobre um suporte dentro de uma placa de Petri. Ap6s
solidificacédo do meio, a levedura foi semeada com auxilio de uma algca em “L”,
fazendo duas estrias paralelas e recobrimos as estrias com laminula esterilizada.
Foi feita uma camara uUmida, embebendo um algoddo com &gua estéril e
colocando na placa, para evitar dessecacdo do meio, durante o periodo de
incubacdo da prova. Tampamos a placa e apés 24h, 48h e 72h, examinamos a
preparacdo em microscépio de luz. Observou-se a presenca de blastoconidios

indicando fenétipo de Candida glabrata (Larone, 2011).

3.2.2 Auxanograma

Na prova de assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio (zimograma)
foram usados dois meios na forma desidratada (Yeast Nitrogen Base e Yeast
Carbon Base, BBL-DIFCO, EUA). A levedura foi semeada "pour plate", em cada
um dos meios, previamente, distribuidos em 2 placas de Petri. Sdo entéo
adicionadas pequenas aliquotas de diferentes carboidratos que servem de fonte
de carbono, sobre a superficie do meio isento de carbono. Apés incubacdo a
temperatura ambiente ou 25°C, por periodo de uma semana, a levedura
assimilou e cresceu em volta de determinadas fontes, de acordo com o
metabolismo caracteristico de sua espécie. A leitura foi realizada pelo halo de
turvacao resultante do crescimento e indica prova de assimilagéo positiva para a

respectiva fonte. C. glabrata assimilou trealose e glicose (Larone, 2011).
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3.2.3 Zimograma

A capacidade de fermentar carboidratos, ao lado do auxanograma, ira
completar o perfil bioquimico da levedura permitindo, em regra, a identificagcdo
acurada de género e espécie. Para o zimograma, diversas fontes de
carboidratos foram colocadas em tubos respectivos, contendo meio basico
liquido. C. glabrata foi semeada em cada tubo e ap6s um periodo de até 15 dias
a 25°C, a fermentacéo foi revelada por formacédo de bolhas de gés, observadas
dentro dos tubos de Durhan, colocados previamente, durante a preparacdo do

meio béasico (Larone, 2011).

3.3 Analise molecular dos fenétipos de Candida glabrata

Para esta diferenciacao foi aplicada a técnica de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR), conforme descrito a seguir.

3.3.1 Extracédo de DNA

De inicio foi realizada a obtencdo de protoplastos, segundo Branchini et
al.,, (1994) e Shin et al., (2001). Colonias de C. glabrata com 24h a 48h de
crescimento foram transferidas para microtubo de 2 ml (tipo Eppendorf)
contendo 1ml de EDTA 50mM pH 8,0. Apos homogeneizacdo estes foram
centrifugados 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 ficasse limpido. Ap6s a ultima o
sedimento foi ressuspenso em 200uL de EDTA 50 mM e adicionado de 30 pL a
40 pL da enzima de lise Trichoderma harzianum (60mg/mL). Esta suspenséo foi
incubada em banho-maria a 37°C por 2h a 3h, agitando-se em vortex a cada 30’.
Ap6s a incubagdo, o material foi centrifugado por 10’ e o sobrenadante

desprezado.
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3.3.2 Lise Celular (Sambrook et al., 1989)

Ao protoplasto foi adicionado 200 pL a 300 pL de tampéao de lise. Apos
homogenizacédo utilizando vortex, o material foi incubado em banho-maria
(50°C) por 2h a 3h, agitando em vortex a cada 30’. Posteriormente, o material
foi centrifugado por 15" e o sobrenadante transferido para outro microtubo. Ao
sobrenadante foram adicionados 200 puL a 400 pL de cloroformio (24:1
cloroférmio/isopropanol) para promover a precipitacdo das proteinas. Apos
centrifugacédo por 15’, houve formacgédo de trés fases e a fase aquosa (parte
superior) foi retirada para outro microtubo. Para promover a precipitacdo do
DNA, foi adicionado + 300 pL de isopropanol. O material, entdo, foi centrifugado
por 15 a 10.000 rpm e o sobrenadante desprezado. Ao sedimento foi
adicionado 200 pyL a 500 pyL de etanol a 70%. Apds centrifugagéo por 15 a
10.000 rpm, o sobrenadante foi desprezado. ApOs secagem, o DNA foi

ressuspenso com 50 pL de H,0 ultrapura e mantido a -20°C até sua utilizacéo.

3.3.3 Quantificacdo do DNA genémico e determinacédo de pureza

O DNA obtido foi submetido a dosagem em equipamento NanoDrop 1000,
sendo que a razao entre as leituras de densidade 6tica (DO) de 260/ DO 280
gue apresentaram valores entre 1,8 e 2,0 foram aceitos como quantidade
desejada (Sambrook et al.,1989).

3.3.4 Analise molecular do complexo C. glabrata por reacdo em cadeia da

polimerase

Na primeira etapa do procedimento, denominada de triagem, todas as
cepas caracterizadas fenotipicamente como C. glabrata foram submetidas a
reacdo de PCR com um par de primer especifico para a espécie C. glabrata
(senso: CGL1: TTA TCA CAC GAC TCG ACA CT) e (anti-senso: CGL2: CCC
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ACA TAC TGA TAT GGC CTA CAA). Para a reacao de PCR foi utilizada solucéo
pronta para uso SuperMix (Invitrogen). A amplificacdo foi realizada em
termociclador LongGene nas seguintes condi¢cdes: desnaturacdo inicial de 94°C
por 5°, 40 ciclos de 94°C por 30”; 58°C por 30”; 72°C por 30” e extensao final de
10’ a 72°C (Luo et al., 2002). Apos a amplificagcéo, os tubos contendo o produto
da amplificagdo foram mantidos a —20°C até o momento da eletroforese.

Ap6s amplificacdo, os produtos de PCR foram diluidos em tampao de
amostra (30% glicerol; 0,25% xilenocianol FF; 0,25% azul de bromofenol) e
aplicadas no gel de agarose a 2% em TBE As amostras foram submetidas a
eletroforese em sistema horizontal contendo TBE durante 50 minutos a 100V e
400mA. Apods eletroforese o gel foi mergulhado em solucdo de brometo de etidio
(0,5ug/mL) por 15, visualizados e fotodocumentados em equipamento
Biolmaging System. O tamanho de fragmento amplificado obtido da PCR com,
aproximadamente, 423pb foi aceito como resultado.

Numa segunda etapa, as cepas que nao amplificaram com os primers
CGL1/CGL2 foram submetidas a nova reacdo de PCR multiplex com o primer
senso NIV-f (5'- AGGGAGGAGTTTGTATCTTTCAAC-3), senso BRA-f (5'-
GGGACGGTAAGTCTCCCG-3) e antissenso universal UNI- 58S (5 -
ACCAGAGGGCGCAATGTG- 3'). Para a reacao foi utilizada solugao pronta para
uso SuperMix (Invitrogen), A amplificacdo realizada em termociclador LongGene
nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial de 94°C por 5’, 34 ciclos de 94°C
por 30”; 60°C por 407; 72°C por 50” e extensao final de 10’ a 72°C (ROMEO et
al., 2009).

Apbs a amplificacdo, os tubos contendo o produto da amplificacdo foram
mantidos a —20°C até o momento da eletroforese. Os produtos de PCR foram
diluidos em tampao de amostra (30% glicerol; 0,25% xilenocianol FF; 0,25% azul
de bromofenol) e aplicadas no gel de agarose a 2% em TBE. As amostras foram
submetidas a eletroforese em sistema horizontal contendo TBE durante 50
minutos a 100 V e 400 mA. Apos eletroforese o gel foi mergulhado em solugéo
de brometo de etidio (0,5ug/mL) por 15. Os géis foram visualizados e

fotodocumentados em equipamento Mini Bis Pro (Bio Imaging Systems). O
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tamanho de fragmento amplificado (produto da PCR) com, aproximadamente,

293pb caracteriza C. nivariensis e 223bp indica presenca de C. bracarensis.

3.4 Investigacdo de fendtipos de resisténcia aos antifungicos

Para a avaliacéo “in vitro” da sensibilidade das leveduras aos antifingicos:
fluconazol (FCZ), itraconazol (ITZ), voriconazol (VCZ), anfotericina B e
caspofungina foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, conforme
procedimentos do documento M27-A3 (CLSI, 2008). O meio de cultura usado foi
o RPMI 1640 (Sigma, St. Louis USA), sem bicarbonato de sodio e com L-
glutamina. O perfil de sensibilidade de cada amostra foi classificado e avaliado
segundo Pfaller et al., (2010).

O in6culo do isolado conteve numero padrdo de células e foi incubado
por um periodo prescrito junto com o antifungico. O objetivo deste método foi a
determinacao da Contentragéo Inibitoria Minima (CIM).

Os antifungicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
caspofungina foram utilizados sob forma de pé. A solucdo-mae de fluconazol
(FCZ), com concentracdo de 5120 ug/mL, foi preparada em agua destilada
estéril e as solugbes-mae de voriconazol (VCZ), itraconazol (ITZ), caspofungina
e anfotericina B (AMB), com concentracao de 1600 pg/mL, foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO). As solucGes foram mantidas em freezer a -70° C e
aliquotadas em flaconetes contendo 2mL por periodos de até 6 meses.

Os antifungicos foram diluidos em 10 concentracdes diferentes,
conforme documentos M-27 A3 (CLSI, 2008) e distribuidos em placas de
microtitulacdo contendo 96 pocos. As placas contendo os antifungicos diluidos
foram embaladas, identificadas e congeladas a -70°C. Na hora do teste, as
placas foram descongeladas e adicionadas dos inéculos de leveduras. Dois
controles de qualidade foram realizados em cada teste: 1-controle positivo ou de
crescimento, preparado somente com indculo em meio de cultura, sem adicéo
de antifangico; 2-Controle-negativo ou de esterilidade, realizado com meio de
cultura, duas cepas-padrdo de referéncia: Candida krusei (ATCC 6852),
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resistente a fluconazol e Candida parapsilosis (ATCC 22019), sensivel a
fluconazol, cujos valores de CIM para diversos antifungicos sdo conhecidos e
estdo publicados nos documentos de referéncia.

Adicionados os inoculos e preparados os controles de qualidade, foi
iniciada a reacdo de inibicdo que teve tempo de incubacdo de 48h em
temperatura de 35°. A sensibilidade aos azéis foi baseada na analise da CIM
dos antifungicos sobre o crescimento das leveduras. Os resultados foram
analisados a olho-na, segundo graus de inibicdo definidos em cruzes, variando
de zero a 4 cruzes e também foram expressos em densidade otica (d.o.) e
registrados em fita impressa, diretamente do espectrofotometro para

confirmacéo, todas as amostras foram realizadas em duplicata.

Tabela 2 Interpretacdo dos valores de concentracéo inibitéria minima (CIM) dos
antifangicos de acordo com o documento M27 S4E (CLSI, 2012), Pfaller et.al.
2012 e Nolte et. al. 1997.

Antifangico Fonte Sensivel S-DD**/Intermediario Resistente
CIM (mg/L) CIM (mg/L) CIM (mg/L)
Fluconazol CLSI* <16 32 >64
Itraconazol CLSI <0.125 0.25-0.5 >1
Voriconazol Pfaller et.al. - - >0,5
2012
Anfotericina B Nolte et. al. - - >2
1997
Caspofungina CLsI <0,12 0,25 >0,5

*CLSI, Clinical Laboratory Standard Institute; **S-DD, sensibilidade dependente da dose

A sensibilidade das amostras aos antifungicos foram analisadas conforme
tabela 2.

30



3.5 Avaliagédo do poder fungicida de anfotericina B por curvas de morte

O método de curvas de morte foi desenvolvido segundo descrito em
Klepser et al. (1998). De modo resumido, os isolados foram submetidos & morte
celular por exposicdo a concentracdo final de 1mg/L de anfotericina B por
periodos de tempos pré-definidos. Inicialmente, um indculo (cultura de 24 h) de
cada levedura, com turbidez da escala de 0,5 Mc Farland foi diluido 1:10 em
meio RPMI (pH 7,0 em tamp&o MOPS) e incubado a 35°C. Um tubo-controle (C.
glabrata ATCC 90030), sem adicdo do farmaco, foi mantido nas mesmas
condigoes.

ApoOs incubacdo a 35°C, sob agitacdo a 150 rpm, e em periodos pré-
determinados (0, 4h, 8h, 12, 24 e 48 h), aliquotas de 100uL foram removidas do
tubo contendo o antifingico e do tubo-controle. Cada aliquota foi diluida a 1:10
em agua destilada estéril e, a partir dessa suspensdo, uma nova aliquota de 30
uL foi semeada na superficie do meio agar batata distribuida em placas de Petri.
Apoés 24 h sob temperatura de 35°C, foi realizada a contagem das unidades
formadoras de colonias nas placas inoculadas com as suspensfes. Quando a
contagem de coldnias foi inferior a 1.000 UFC/mL uma aliquota de 30pL foi
retirada da suspensao, antes da diluicio e semeada em nova placa de Petri
contendo &gar batata, para nova contagem. Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicata, e foi aceito o valor com a maior contagem de colbnias.

A reducado de 99,9% na contagem de células viaveis, quando comparada
a obtida no tempo zero de cada in6culo foi considerado o ponto final do teste
para emissdo dos resultados, em unidades denominadas time kill curves (TKC).
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4 Resultados

4.1 Analise molecular do complexo C. glabrata

Foram reanalisadas as caracteristicas fenotipicas dos setenta e cinco
isolados de candidemia e 100% deles apresentaram caracteristicas fenotipicas
de C. glabrata.

Estes isolados foram submetidos a andalise molecular pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase com par de primers especificos, foi validada
pela amplificacdo correta das cepas padrao (C. glabrata ATCC 90030, C.
nivarensis ATCC 9983, C. bracarensis ATCC 10154),

Dentre todos os isolados analisados, ndo foram encontrados aqueles
pertencentes as duas espécies correlatas a C. nivarensis com peso molecular de
293 pb e C. bracarensis peso molecular de 223 pb. Todos os isolados
produziram bandas na faixa de 423 pb indicando a presenca da espécie C.
glabrata.

As Figuras 2, 3, 4 e 5 mostram os resultados obtidos na analise molecular
dos 75 isolados e cepas-padrao.

32



M 1 23 4 5 6 78 9 10 11 12 Amostras

L L L LI I e 423 pb

Amostras

423 pb

Figura 2 llustracdo de gel de agarose, indicando banda em 423 pb
caracteristica de C. glabrata: M - padréo de peso molecular de 100 pb; linhas 1 a

25 isolados de C. glabrata; com bandas caracteristicas em 423 pb.
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Figura 3 llustracéo de gel de agarose, indicando banda em 423 pb caracteristica
de C. glabrata: M - padrdo de peso molecular de 100 pb; linhas 26 a 50 isolados
de C. glabrata; com bandas caracteristicas em 423 pb; C. glabrata ATCC
90030.
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Figura 4 llustracéo de gel de agarose, indicando banda em 423 pb caracteristica
de C. glabrata: M - padrao de peso molecular de 100 pb; linhas 51 a 73 isolados
de C. glabrata; com bandas caracteristicas em 423 pb; C. glabrata ATCC
90030.
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Figura 5 llustracéo de gel de agarose, indicando banda em 423 pb caracteristica
de C. glabrata: M - padrao de peso molecular de 100 pb; linhas 74 e 75 isolados
de C. glabrata; com bandas caracteristicas em 423 pb; C. glabrata ATCC
90030; C. bracarensis ATCC 10154; C. nivariensis ATCC 9983.
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4.2 Investigacao de fenoétipos de resisténcia aos antifungicos

O perfil de sensibilidade dos 75 isolados de C. glabrata foi avaliado frente
aos antifungicos: fluconazol, itraconazol, voriconazol, caspofungina e
anfotericina B. (Apéndice 1, 2 e 3).

Nenhuma cepa apresentou resisténcia ao fluconazol e 64% (48) dos
isolados foram sensiveis a este antifUngico na concentracdo de 8 mg/L, Com
voriconazol 2.6 % (2) dos isolados apresentaram resisténcia e 68% foram
sensiveis a este antifungico na concentragéo a 0,25 mg/L.

Na Tabela 3 mostra que a maior frequéncia foram 8 mg/L para fluconazol,
0,5 mg/L para itraconazol, 0,25 mg/L para voriconazol, 0,25 mg/L para
caspofungina e 0,5 mg/L para anfotericina B (Figura 5). As concentracfes
modais para esses farmacos foram: 8 mg/L para fluconazol, 0,5 mg/L para
itraconazol, 0,25 para voriconazol, 0,25 para caspofungina e 0,5 para
anfotericina B.

Em relacdo ao itraconazol 18,6% (14) dos isolados apresentaram
resisténcia.

Para caspofungina, 6 isolados estiveram no limite maximo (0,5 mg/L) e
(58,6 %) foram inibidos na concentragdo a 0,25 mg/L.

Todos os isolados foram inibidos em concentracées inferiores a 1mg/L de

anfotericina B.

Com base nos resultados de CIM foram calculadas: concentragdes ClMsg
e CIMyo, respectivamente, concentracdes que inibe o crescimento de 50% e 90%
dos isolados respectivamente (Tabela 4). Os valores para fluconazol foram,
respectivamente: 4 mg/L a 16 mg/L, 8 mg/L e 16 mg/L; itraconazol 0,25 mg/L a 2
mg/L, 0,5 mg/L e 1 mg/L; voriconazol 0,125 mg/L a 1 mg/L, 0,25 mg/L e 0,5
mg/L; caspofungina 0,03 mg/L a 0,5 mg/L, 0,25 mg/L e 0,5 mg/L e anfotericina B
0,125 mg/L a1 mg/L, 0,5 mg/L e 1 mg/L.

A interpretacédo dos dados de CIM, segundo os pontos de corte adotados,

permitiu definir que ndo houve resisténcia para anfotericina B e fluconazol. Para
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caspofungina foram encontrados 6 isolados no limite do ponto de corte (0,5

mg/L), 44 intermediarios e 25 sensiveis.

Para o voriconazol dois isolados resistentes e itraconazol 14 resistentes,

60 isolados sensibilidade-dose dependente e 1 sensivel (Tabela 1).

Tabela 3 Distribuicdo dos 75 isolados de C. glabrata conforme a concentracdo

inibitéria minima (CIM, mg/L) dos-farmacos: fluconazol, Itraconazol, voriconazol,

caspofungina e anfotericina B.

CIM (mg/L) 0,015 0,03 0,06 0,12 025 05 1 4 8 16 >32
Antifungico

Fluconazol ND* ND O 0 0 O 13 48 14 [
ltraconazol 0 0 0 13 47 {18 0O 0 ND ND
Voriconazol 0 0 0 51 13 2 O O ND ND
Caspofungina 0 7 13 a4 0 f B ND ND
Anfotericina B 0 0 0 10 40 24 § § ND ND

*ND, ndo determinado
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Tabela 4 Concentracdo inibitéria minima (MIC, mg/L 50% e 90%),dos

antifangicos frente a 75 isolados de Candida glabrata

CIM (mg/L)

Antifangico Intervalo de ClIMsp+ ClMggs
Concentracdes
(mg/L)

Fluconazol 4-16 8 16
ltraconazol 0.25-2 0.5 1
Voriconazol 0, 125-1 0,25 0,5
Caspofungina 0.03-0.5 0,25 0,5
Anfotericina B 0.125-1 0,5 1

*CIM50= Concentra¢&o inibitéria minima capaz de inibir 50 % dos isolados

**CIM90= Concentracéo inibitéria minima capaz de inibir 90 % dos isolados
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3.5 Avaliagédo do poder fungicida de anfotericina B por curvas de morte

O perfil da agao fungicida da anfotericina B frente a 75 isolados de C.
glabrata por método de Curvas de morte € apresentada na Figura 6 e Apéndice
4,

Dos 75 isolados, 72 (96%) morreram antes das 24h, sendo que 7,5 %
morreram em 4 h, 70,6 % morreram em 8 h, 8 % em 12 h e 9,9 % dos isolados
em 24h,

Dois isolados permaneceram viaveis. Sendo que dos 3 isolados, 2 deles
nao sofreram a agédo fungicida da anfotericina B dentro das condigbes
experimentais, sendo uma com re-crescimento e uma morreu apenas no tempo
48h.

41



Cepa ATCC sem exposicdo a anfotericina B
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Figura 7 Acgéo fungicida da anfotericina B (1 mg/L) sobre 75 isolados clinicos de

C. glabrata, por método de curva de morte. Linha preta: C. glabrata ATCC 90030
sem exposicao a anfotericina B.
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Cepa ATCC sem exposicao a anfotericina B
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Figura 8 Acédo fungicida de anfotericina B ( 1 mg/L) sobre 3 isolados de C.
glabrata por método de curvas de morte. Linha vermelha: C. glabrata ATCC

90030 sem exposicao a anfotericina B.
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5 Discussao

Com o aumento da incidéncia de doencas que resultam em
comprometimento imunoldgico, aumento do uso de agente imunossupressivos,
guimioterapias e pacientes infectados com HIV ocorreu substancial incremento
no numero de infec¢des fungicas oportunistas, durante a década de 1980 e 1990
(Trick et al., 2002).

C. glabrata esta envolvida em episddios graves de candidemia e quadros
vaginais recorrentes, além de ser considerada como um importante agente
emergente de infeccdo em pacientes idosos hospitalizados (Pfaller & Messer,
2007; Colombo et al., 2006; Horn et al., 2009). Das espécies nado- C. albicans, C.
glabrata € considerada uma importante causa de fungemia em UTI e tem
emergido como importante espécie oportunista pelo alto potencial de resisténcia
adquirida que apresenta (Pfaller et al., 2004). Acredita-se que a prevaléncia
desta espécie se dé em decorréncia de diferentes fatores, incluindo
caracteristicas geograficas, idade dos pacientes e caracteristicas da populagéo
estudada (Pfaller et al. 2005). Ruan et. al. (2008) demonstraram que C. glabrata
foi responsavel por 10 a 30 % dos episédios de candidemias no periodo de 2000
a 2005. No mesmo estudo, a incidéncia de fungemia por C. glabrata foi de 1,3
para cada 1000 pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva e sua
incidéncia vem aumentando progressivamente, associada ao uso indiscriminado
de fluconazol. Na América do Norte e Europa, constitui a segunda, espécie de
Candida mais isolada de hemoculturas (Diekema; Pfaller et al., 2002); (Abi-Said
et al., 1997, Pfaller; Diekema, 2002; Pfaller et al., 2003). A taxa de mortalidade
associada a esta espécie é alta (10% a 73%) (Colombo et al., 1999; Krcmery;
Barnes, 2002). A profilaxia com antifingicos azolicos reduziu drasticamente a
tava de mortalidade por infeccdes fungicas, porém essa pratica ndo previne
infeccbes por espécies como C. glabrata (Mann et al. 2009). Portanto, o
tratamento adequado € o fator primordial para melhor evolugéo clinica.

No Brasil a incidéncia desta espécie e menor, se comparada com outros
paises, Colombo et al. (2006) demonstrou que C. glabrata ocupa o quinto lugar

(4,9%) entre os agentes causadores de candidemia. Acredita-se que a
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prevaléncia desta espécie se dé em decorréncia de diferentes fatores, incluindo
caracteristicas geograficas, idade dos pacientes e caracteristicas da populacao
estudada (Pfaller et al., 2005). A Infectious Diseases Society of America
atualizou as orientacdes para o tratamento de candidemias e infec¢des invasivas
por Candida spp. As normas para o tratamento de infec¢des invasivas
dependem de fatores como: estado do paciente, espécie de Candida isolada,
padrdes de sensibilidade do isolado, exposi¢cédo primaria a antifingicos, e 6rgaos
envolvidos na infeccdo (Colombo et al.,2013; Pappas et al., 2009; Garey et al.,
2006).

As equinocandinas tem se tornado a classe de escolha para terapia
primaria em infecoes disseminada por C. glabrata e C. krusei, isolados
resistentes ao fluconazol e candidiase invasiva, devido a sua baixa toxicidade, e
ampla atividade (Pfaller et al., 2002).

Essas consideracdes indicam a importancia clinica de C. glabrata que, por
isso, justifica ser melhor investigada. Além disso, a distribuicdo das novas
espécies C. bracarensis e C. nivariensis, fenotipicamente, semelhantes a C.
glabrata ndo € conhecida em nosso pais, assim como o perfil de sensibilidade
aos antifungicos empregados para o tratamento das infec¢des por leveduras.

A escolha da terapia antifungica mais adequada para tratar os pacientes
com candidemia, devida a C. glabrata, depende do conhecimento do perfil
epidemioldgico da cepa infectante e do seu perfil de sensibilidade. De acordo
com a regido a ser estudada, C. glabrata apresenta variacdo nesse perfil e,
portanto, o monitoramento continuo é de grande importancia para auxiliar na
conduta profildtica ou empirica dos casos de candidemia por essa espécie
(Basseti et al., 2006). Estudos sobre o perfil de sensibilidade e o perfil
epidemioldgico de C. glabrata no mundo tem aumentando progressivamente,
demonstrando a importancia de se estudar melhor essa espécie.

Este estudo analisou um conjunto de 75 cepas armazenadas (2007 a
2013) em colecédo de centro de referéncia, com caracteristicas fenotipicas de C.
glabrata. A analise molecular, por meio da reagdo em cadeia da polimerase com
primers espécie-especificos, foi realizada para identificagdo genotipica de modo

a identificar possivel ocorréncia das espécies correlatas, i.e, C. nivariensis e C.

45



bracarensis, No entanto nenhuma cepa foi re-classificada como C. nivarensis ou
C. bracarensis, resultado que esta de acordo com o maior estudo global
realizado por Lockhart et al. (2009). Esses autores analisaram 1.598 cepas,
fenotipicamente, identificadas como C. glabrata (2001 e 2006) abrangendo 98
hospitais, situados em 28 cidades de 6 continentes. O estudo indicou que essas
duas novas espécies representaram porcentagem de apenas 0,2%, a qual se
refere a uma cepa de C. nivarensis e duas de C. bracarensis e representa valor
minimo se comparado ao de isolados classificados como C. glabrata.

Em um estudo mais recente realizado na Italia, os autores analisaram
total de 1000 cepas identificadas como C. glabrata, coletadas entre 2009-2011
de 14 regibes italianas e 18 centros médicos. Os resultados mostraram que
nenhuma cepa do complexo diferente de C. glabrata foi encontrada,
demonstrando a raridade da mesma e corroborando com os dados encontrados
nesta pesquisa (Esposto et al., 2013)

Por outro lado, maiores taxas foram encontradas em estudos prévios. Um
estudo realizado nos Estados Unidos em 2007, com 137 isolados clinicos de C.
glabrata obtidos de varios sitos anatdbmicos em um centro de unidade de terapia
intensiva, avaliou a presenca de C. bracarensis e C. nivariensis. Os resultados
indicaram 3 (2,2%) isolados de C. bracarensis e nenhum de C. nivariensis
(BISHOP et al 2008). Outro estudo analisou a ocorréncia destas duas novas
espécies entre isolados de C. glabrata durante periodo de 2008-2009 em um
laboratorio de referéncia em micologia da Espanha. Entre as 143 cepas 3 (2%)
foram identificadas como C. bracarensis e nenhuma como C. nivarensis
(Cuenca-Estrella et al., 2011).

Todos esses dados indicam que as novas espécies podem ter distribuicéo
geografica limitada a determinadas regibes. Desse modo, é importante o
monitoramento no espaco e no tempo da ocorréncia desses agentes, de modo a
verificar tendéncias e possiveis fatores interferentes nesse comportamento.

Ao lado da vigilancia da frequéncia de novas espécies é fundamental
investigar a emergéncia de cepas resistentes a antifungicos nesses agentes. Em

outro estudo, Borman et al. (2008) analisaram 16 cepas de C. nivarensis, obtidas
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entre 2005 e 2006 na Inglaterra, de varios sitios anatdmicos de casos internados
em 12 hospitais diferentes e observaram multiresistencia nessa espécie.

A sensibilidade ao fluconazol, antifungico da classe dos azois,
amplamente usado na clinica para casos de candidemia, foi alta para todas as
cepas de C. glabrata analisadas neste estudo. Em comparacao a estudo prévio,
realizado por Pereira et al. (2009), em que foram analisados 50 casos de
fungemia de hospital no estado de Séo Paulo entre 2004 e 2008, os achados
sdo equivalentes, pois 0s autores observaram alta sensibilidade (CIM< 4 mg/L)
nos 2 unicos isolados de C. glabrata.

De outro modo, a maior parte dos dados ressalta a presenca de cepas
resistentes. Chama a atencdo o estudo na Dinamarca, de Arendrup et. al.
(2005), em que foram analisados 303 casos de fungemia, no qual C. glabrata
correspondeu a 20% dos casos com resisténcia (CIM > 64 mg/L) em 11 (3,6%)
cepas. Outro estudo de Malani et al. (2005), realizado entre 1995 e 2002 nos
Estados Unidos, demonstrou em 103 isolados de C. glabrata, 60% de resisténcia
ao fluconazol (MIC > 32 mg/L).

Dados do programa internacional (SENTRY) publicado por Pfaller et. al.
(2004), em que foram estudados isolados dos Estados Unidos (n=331), América
Latina (n=58), Europa (n=135) e Asia-Costa do Pacifico (n=55) informam que
nos Estados Unidos a resisténcia (10,3%) foi maior do que na Europa (7,2%).
Interessante que, nesse mesmo estudo, entre os isolados da América Latina,
apenas 2 (3,5%) apresentaram resisténcia (CIM > 64 mg/L), caracterizando taxa
baixa. Os grandes programas de monitoramento de resisténcia séo relevantes e
um exemplo disso é a publicacdo dos dados do SENTRY de 2009 que mostram,
de modo curioso, apenas 2,5 % dentre 159 cepas de C. glabrata, com perfil de
resisténcia ao fluconazol (Pfaller et al., 2010). Em infec¢des sanguineas por C.
glabrata, a resisténcia ao fluconazol e presente em aproximadamente 10 a 15 %
dos casos, no entanto, ha relatos sugerindo que a pressao seletiva do farmaco
nao seja o unico fator responsavel pela atual prevaléncia de C. glabrata em
candidemias; a exposicao desta espécie a subdoses de fluconazol pode resultar

em resisténcia adquirida (Pfaller et al., 2002).
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Se analisados os valores de MICsp e MICqy , para fluconazol, encontrados
neste estudo, com aqueles descritos em estudos anteriormente publicados, nota-
se que sdo menores que os de Pfaller et al. (2004) e Messer et. al., (2009), que
encontraram respectivamente valores de 8mg/L e 64 mg/L. No entanto, os
valores foram maiores do que os descritos na ultima publicacdo do Programa
SENTRY , em que os valores foram de 2 mg/L e 8 mg/L (Pfaller et al., 2010).

O perfil de sensibilidade ao antifungico itraconazol indicou alto valor de
resisténcia, mas inferior ao encontrado no estudo (83 %) de Malani et al. (2005).
Em 2002, Safdar et al. analisaram 347 cepas de C. glabrata e verificaram valor
um pouco inferior de resisténcia (15,2%). Por outro lado, o programa SENTRY,
com dados de 2009, demonstrou que, entre os 159 isolados de C. glabrata, a
taxa foi maior (39 %) de resisténcia ao itraconazol (Pfaller et al., 2010). No
mesmo estudo os valores de MICs, e MICgy foram semelhantes ao descritos
neste estudo, 0,5 mg/L e 2 mg/L, e menores em relacdo ao programa SENTRY,
1 mg/L e 2 mg/L,(Messer et al., 2009)

Foram encontrados 80% (60/75) dos isolados na categoria de
sensibilidade dose-dependente ao itraconazol (CIM 0,25 mg/L ou CIM de 0,5
mg/L), Essa taxa é maior ao descrito (43%) em 148 cepas por, Safdar et al.
(2002), confirmando perfil de resisténcia ao itraconazol.

Para voriconazol, a comparacédo de resultados deste estudo com dados
de literatura mundial € mais dificil, visto que os valores adotados para pontos de
corte para definir resisténcia ou cut-off epidemiolégico, estdo ainda em
discussdo. Os dados brutos dos estudos nao estédo disponiveis nas publicacdes,
de modo que a analise é dificil. Se levarmos em conta o valor de CIM > 0,125
mg/L, Arendrup et al. (2005) encontraram 11 (3,6%) cepas resistentes de C.
glabrata.

Ressalta-se que em outros estudos foram adotados valores mais altos
para definir resisténcia (CIM > 2mg/L), como o de Pfaller et al. (2010), indicando
que entre 159 isolados, somente 2,5% apresentaram resisténcia. Malani et al.
(2005) também usaram o mesmo critério de ponto de corte e observaram a mais

alta taxa de resisténcia (44%) em cepas de C. glabrata.
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A resposta clinica ao voriconazol, em casos de infec¢ao por C. glabrata €,
em geral, baixa e a auséncia de correlacdo entre evolucéo clinica e resultado de
CIM, ndo permitem determinar breakpoint segundo o método de CLSI,
recomendando-se apenas o0 uso de cut-off epidemiolégico. Os valores de MICsg
e MICg foram menor que os descritos por Malani et al. (2005), em que foram
descritos valores de 0,5 mg/L e 2 mg/L, porém semelhantes ao estudo realizado
por Pfaller et al. (2010), em que foram 0,12 mg/L e 0,5 mg/L.

A sensibilidade dos isolados de C. glabrata a caspofungina nesse estudo
foi alta, com apenas seis isolados no limite superior de ponto de corte proposto
(CIM 0,5 mg/ L). Pfaller et. al,. (2004) analisaram 604 cepas de C. glabrata e
constataram que todas elas foram sensiveis (CIM < 0,5 mg/L). Porém, o mesmo
grupo em 2010, analisou 159 cepas e verificaram que 2,5 % das cepas
apresentaram resisténcia a caspofungina (Pfaller et al. 2010).

Em outro estudo realizado por Jung et. al. (2010) verificaram que, entre 72
cepas de C. glabrata, nenhuma foi resistente (CIM >5 mg/L). Os valores de
MICso e MICq, apresentados neste estudo para caspofungina foram maiores do
que os valores apresentados por Jung et al. (2010) em que foram 0,06 mg/L e
0,125 mg/L e semelhantes ao estudo realizado por Pfaller et al. (2010), em que
se apresentaram 0,25 mg/L e 0,5 mg/L.

Entretanto, recentemente tornou-se evidente que, clinicamente, infec¢des
por Candida envolvendo cepas com mutacdes FKS1 ou FKS2 ndo possuem
necessariamente CIM acima do ponto de corte (Arendrup et al.,, 2009;
Castanheira et al., 2014; Thompson et al., 2008). Alem disso, estudos cinéticos
do complexo enzimético glucana sintetase sugerem que um menor ponto de
corte parece ser mais sensivel na deteccdo daqueles isolados com mutacfes
(Garcia-Effron et al., 2009). Estas observagdes colocam em questédo a habilidade
dos atuais pontos de corte em identificar com seguranca, isolados que possuem
mecanismo de resisténcia, associados a falhas terapéuticas (Garcia-Effron et al.,
2008).

A anfotericina B é recomendada em geral como terapia primaria em
infeccbes graves causadas por C. glabrata. Entretanto, vem se tornando

evidente que este agente ndo é efetivo contra todas as espécies de Candida, e
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altas doses de anfotericina B podem ser requeridas para um tratamento eficiente
(Kremery & Barnes, 2002).

Em relacdo a anfotericina B, o perfil de sensibilidade encontrado neste
estudo demonstrou alta sensibilidade (CIM < 1 mg/L), com 24 (32 %) cepas no
limite superior de ponto de corte proposto (CIM, 1 mg/L). Dados compativeis
com a sensibilidade relatada no estudo de Messer et al. (2009) pelo Programa
SENTRY, com 202 cepas de C. glabrata, em que todas foram sensiveis (CIM <1
mg/L) a anfotericina B.

Jung et al. (2010) analisaram 72 cepas de C. glabrata e observaram
sensibilidade total a anfotericina B , confirmando a razdo do seu papel como
farmaco padrdo-ouro para candidemia. Em relacdo aos valores encontrados
neste estudo de MICsy e MICqyy, estes foram menores do que os descritos por
Messer et al. (2009) sendo 1 mg/L e 1 mg/L respectivamente, ou Pfaller et al.
(2004) sendo 1 mg/L e 2 mg/L, respectivamente. A metodologia dada pelo
protocolo M27-A3 do CLSI néo identifica com seguranca isolado resistentes a
anfotericina B e variagGes desta metodologia usando diferentes meios de cultura
e determinacdo de concentracBes fungicidas minimas parecem melhorar a
deteccao de isolados resistentes (Diekema et al., 2002).

No entanto, todos os estudos que empregam a determinacdo de CIM
como o método de referéncia, avalia apenas o poder inibitério do farmaco, sendo
gue um método para demonstrar a acédo fungicida da anfotericina B, de modo
dindmico ao longo do tempo de exposicdo, poderia ser mais adequado, desde
que corresponde ao efeito real deste medicamento. Além disso, as curvas de
morte talvez sejam mais acuradas do que a determinacdo da concentracéo
fungicida minima (MFC), que avalia a acéo fungistéatica e fungicida do farmaco.

Um dos aspectos ja observados é a relacdo entre atividade fungicida da
anfotericina B, por curva de morte, e atividade inibitéria minima por
microdiluicdo, ou seja, a proporcao entre a dose fungicida e a inibitoria. Alguns
estudos indicam a existéncia de cepas que necessitam de altas doses, até 16
vezes maior do que o valor do CIM, para serem inativadas (SOCZO et al. 2008;
SZABO et al. 2008).
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Relatos recentes sugerem que uma proporcao crescente de C. glabrata
pode apresentar resisténcia in vitro a anfotericina B (DIEKEMA et al. 2002),
justificando a busca de métodos alternativos ao de referéncia, para esse
monitoramento. Canton et al. (2004) relataram, no Unico estudo publicado com
isolados de C. glabrata, que a média (16 h) de tempo de exposi¢do ao polieno,
necessaria para inibir 99,9% (endpoint fungicida) das colonias) era superior a
observada para C. albicans (2 h), mas inferior aquela de C. parapsilosis (>24h),
demonstrando a sensibilidade ao efeito fungicida nas distintas espécies e
valorizando o papel do método de curvas de morte para avaliar eficacia de
anfotericina B.

De modo inédito no Brasil, o teste de curvas de morte foi usado para C.
glabrata e, pode demonstrar a existéncia de cepas com menor suscetibilidade a
anfotericina B, que ndo foram identificadas no teste de referéncia por
microdiluicdo. Quase a totalidade das cepas (96%) morreu antes das primeiras
24h de exposicao ao f'armaco, sendo que, pequena proporcao (7,5 %) o foi as 4
h, seguida de mais 70,6 % as 8 h, mais 8% das cepas as 12 h e ao final desse
periodo, mais 9,9% do grupo havia morrido. A acdo fungicida de 1 mg/L de
anfotericina B ja foi observada nas primeiras 4 h de exposicédo, indicando a forte
atividadade do polieno. Por outro lado, pode ser identificado duas (2,6%) cepas
gue nunca sofreram efeito dacdo fungicida de 1 mg/L do polieno. As curvas de
morte com todos os isolados avaliou o efeito letal de 1 mg/L de anfotericina B.
Este valor foi escolhido por representar a dose sérica maxima do polieno no
organismo humano, apés dose convencional. Interessante que, os valores de
CIM de anfotericina B para estas 2 cepas, determinados por método de
referéncia de microdiluicdo, foram baixos (CIM 0,5 mg/L e 0,25 mg/L). Portanto,
nao foi observada relacéo entre CIM e tempo fungicida, sendo encontrado tempo
maximo de morte (48h) para um isolado de baixo CIM. Por esses valores,
verifica -se que o efeito fungicida para essas duas cepas seria obtido apenas
com doses maiores do que a indicada pelo CIM. Tomando-se em conta que a
concentracdo de 1 mg/L para anfotericina B, dificilmente, € obtida na corrente

sanguinea de pacientes sob tratamento (Pappas et al. 2009), o dado inédito
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encontrado neste estudo pode ter implicacdes clinicas, a serem investigados em
futuros estudos clinicos.

A interpretacdo clinica para a presenca de células viaveis, mesmo apos
exposicao a farmaco polieno fungicida ainda ndo € conhecida, 0 mesmo pode-se
dizer para o fato em si. Uma das hipéteses € que o isolado retomou o
crescimento pela presenca de algumas (0,1%) células ainda viaveis, desde que
a metodologia de curva de morte tem endpoint em 99,9% de reducdo da
concentracdo inicial. Outra hipotese é a desproporcdo entre o polieno, cuja
concentragéo é fixa, e o numero crescente de células de leveduras decorrentes
do continuo crescimento microbiano. Por fim, como j& descrito em outros
estudos, esses isolados podem ser, de fato, tolerantes a anfotericina B,
confirmando a exsténcia de cepas menos sensiveis a anfotericina B em isolados
clinicos de C. glabrata.

Este estudo confirmou o que a maioria dos autores alertam (Soczo et al.
2008; Szabo et al. 2008) afirmam que para anfotericina B, o0s testes de
referencia “in vitro” ndo sdo totalmente adequados e novas metodologias devem
ser empregas para definir um método com alta sensibilidade para determinar

cepas resistentes ao farmaco.
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6 Conclusodes

Diante dos resultados observados e nas condi¢cdes em que foi conduzido

0 presente experimento, pode-se concluir que:

e As espécies correlatas a C. glabrata- C. bracarensis e C. nivariensis- ndo
foram detectadas em isolados de hemocultura obtidos de colecao
estadual de referéncia;

e O perfil de sensibilidade, a diferentes farmacos azolicos, de isolados
clinicos de C. glabrata ndo foi homogéneo, mas dependeu do isolado;

e Em contraposicdo ao descrito na literatura internacional, e em
concordancia a dados nacionais, ndo foi encontrada resisténcia in vitro ao
fluconazol;

e lItraconazol foi o farmaco azélico menos eficaz (18% resisténcia) isolados
resistentes, seguido de voriconazol, que também ndo teve bom
desempenho frente aos isolados de C. glabrata;

e Seis isolados apresentaram resisténcia a caspofungina;

e Anfotericina B foi eficaz para inibir isolados de C. glabrata em
concordancia a estudos prévios, mas a avaliacdo do seu poder fungicida
indicou a presenca de 2,6% (2) cepas tolerantes a acdo fungicida do
polieno, ressaltando a necessidade de estudos de correlacdo clinico-
laboratorial para avaliacdo da importancia médica deste achado.

e O teste de curvas de morte foi bastante eficaz para demonstrar a acao de
anfotericina B diferenciada entre cepas de mesma espécie, ao contrario
do teste de CIM que agrupou todas as cepas dentro da mesma classe de

sensibilidade a acéo inibitoria do farmaco.
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Apéndice 1 — Sensibilidade a antifungicos de 26 (1-26) isolados de Candida

glabrata
N° Isolado Identificagado MIC MIC MIC MIC MIC
FCZ* | ITZ** | VCZ*** | AMB**** | CASPQO*****
1 C. glabrata 8 0,25 0,25 0,5 0,25
2 C.glabrata 8 1 0,25 0,5 0,25
3 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
4 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
5 C.glabrata 16 1 0,5 0,5 0,25
6 C.glabrata 16 1 0,5 0,5 0,25
7 C.glabrata 8 1 0,25 0,5 0,25
8 C.glabrata 16 | 0,25 0,25 0,25 0,25
9 C.glabrata 8 0,25 0,12 1 0,5
10 C.glabrata 8 1 0,25 0,5 0,25
11 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,25 0,25
12 C.glabrata 16 0,5 0,5 0,25 0,25
13 C.glabrata 8 1 0,5 0,12 0,25
14 C.glabrata 16 0,5 0,5 0,5 0,25
15 C.glabrata 8 0,5 0,5 0,5 0,5
16 C.glabrata 8 1 0,25 0,5 0,25
17 C.glabrata 16 0,5 0,25 0,25 0,25
18 C.glabrata 8 0,25 0,25 0,25 0,25
19 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,25 0,25
20 C.glabrata 8 0,25 0,25 0,25 0,5
21 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
22 C.glabrata 8 0,5 0,5 0,5 0,25
23 C.glabrata 4 0,25 0,25 0,25 0,25
24 C.glabrata 4 0,25 0,25 0,5 0,25
25 C. glabrata 4 0,25 0,25 0,5 0,25
26 C. glabrata 8 0,5 0,25 0,25 0,25
Cepa Padréo | C.krusei 16 0,12 0,25 0,5 2
Cepa Padréao | C.parapsilosis 2 0,12 0,06 0,25 2

*FCZ, Fluconazol

** |TZ, Itraconazol

*** \/CZ, Voriconazol

**xx AMB, Anfotericina B
*kk Caspo, Caspofungina
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Apéndice 2 - Sensibilidade a antifungicos de 24 (27-50) isolados de
Candida glabrata

N° Isolado Identificacdo MIC MIC MIC MIC MIC
FCZ ITZ VCZ AMB CASPO
27 C.glabrata 4 0,5 0,25 0,25 0,25
28 C.glabrata 8 1 0,25 0,5 0,25
29 C.glabrata 4 1 0,12 0,25 0,25
30 C.glabrata 8 0,5 0,5 0,5 0,25
31 C.glabrata 4 0,5 0,25 0,5 0,25
32 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
33 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
34 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
35 C.glabrata 8 0,25 0,25 0,5 0,25
36 C.glabrata 16 0,5 1 0,5 0,25
37 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,2 0,12
38 C.glabrata 16 0,5 0,5 0,5 0,25
39 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,25
40 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
41 C.glabrata 8 0,25 0,25 0,5 0,25
42 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
43 C.glabrata 16 1 0,25 0,5 0,5
44 C.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
45 c.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,5
46 c.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
a7 c.glabrata 8 1 0,25 0,5 0,5
48 c.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
49 c.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
50 c.glabrata 8 0,5 0,25 0,5 0,25
Cepa Padréo | c.krusei 16 0,5 0,25 0,5 1
Cepa Padrédo | C.parapsilosis 2 0,06 0,03 0,5 2
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Apéndice 3 - Sensibilidade a antifungicos de 25 (51-75) isolados de
Candida glabrata

N° Isolado Identificacao MIC MIC MIC MIC MIC
FCZ ITZ VCZ AMB CASPO

51 C. glabrata 8 0,5 0,25 1 0,06
52 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,06
53 C.glabrata 8 0,25 0,25 1 0,06
54 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,03
55 C.glabrata 4 0,12 0,12 1 0,06
56 C.glabrata 4 0,5 0,12 0,5 0,06
57 C.glabrata 4 0,5 0,12 1 0,06
58 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,06
59 C.glabrata 8 05 0,25 1 0,12
60 C.glabrata 4 0,5 0,25 1 0,25
61 C.glabrata 4 0,25 0,12 1 0,12
62 C.glabrata 16 0,5 0,5 1 0,03
63 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,03
64 C.glabrata 4 0,25 0,12 1 0,06
65 C.glabrata 8 0,5 0,12 1 0,06
66 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,06
67 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,06
68 C.glabrata 4 0,5 0,12 1 0,03
69 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,03
70 C.glabrata 16 0,5 0,5 1 0,12
71 C.glabrata 8 1 0,5 0,5 0,06
72 C.glabrata 8 0,5 0,25 1 0,03
73 C.glabrata 16 2 1 0,5 0,06
74 C. glabrata 16 0,5 0,5 1 0,12
75 C. glabrata 16 1 0,25 1 0,12
Cepa Padréao C.krusei 32 0,25 0,25 1 0,12
Cepa Padréao C.parapsilosis 2 0,12 0,06 1 156
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Apéndice 4 — Contagem de unidades formadoras de coldnias, por mL, na

metodologia de curvas de morte para 75 isolados de Candida glabrata

frente a anfotericina B

Isolados TO* T4** T8*** T12%*** T24%%%** T4Grrrwrx
1 9990 33,3 0 0 99,9 233,1
2 3762,6 3396,6 33,3 33,3 0 0
3 4329 0 0 0 0 0
4 5261,4 865,8 0 0 0 0
5 7990 3096,9 199,8 299,7 0 0
6 8558,1 33,3 33,3 33,3 0 0
7 6923,4 632,7 0 0 0 0
8 5894,1 299,7 0 0 0 0
9 7692,3 0 0 0 0 0
10 5328 233,1 0 0 0 0
11 7225,1 0 0 0 0 0
12 5361,3 99,9 33,3 33,3 33,3 33,3
13 3663 566,1 33,3 0 0 0
14 4662 432,9 0 0 0 0
15 3596,4 199,8 33,3 66,6 0 0
16 4728,6 66,6 0 0 0
17 5328 66,6 0 0 0 0
18 5627,7 0 0 0 0
19 5561,1 899,1 33,3 0 0 0
20 6993 1065,6 0 0 0 0
21 1872 432,9 0 0 0 0
22 4229,1 399,6 0 0 0 0
23 4662 0 0 0 0 0
24 4595,4 299,7 0 0 0 0
25 4162,5 466,2 0 0 0 0
26 3130,2 2331 0 0 0 0
27 2997 632,7 0 0 0 0
28 3618 133,2 33,3 33,3 33,3 0
29 3463,2 199,8 0 0 0 0
30 3663 333 0 0 0 0
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31 8624,7 2464 66,6 66,6 0 0
32 4229,1 566,1 33,3 33,3 0 0
33 6726,6 1365,3 0 0 0 0
34 3063,6 133,2 0 0 0 0
35 4229,1 566,1 0 0 0 0
36 2763,9 199,8 0 0 0 0
37 3230,1 233,1 0 0 0 0
38 5427,9 133,2 0 0 0 0
39 4695,3 33,3 33,3 33,3 0 0
40 4029,3 1032,3 0 0 0 0
41 4562,1 566,1 166,5 166,5 0 0
42 4961,7 199,8 0 0 0 0
43 3762,9 33,3 0 0 0 0
44 5561,1 1298,7 33,3 33,3 0 0
45 4761,9 66,6 0 0 0 0
46 4628,7 432,9 0 0 0 0
47 4695,3 0 0 0 0 0
48 4362,3 166,5 0 0 0 0
49 6893,1 499,5 399,6 166,5 0 0
50 6693,3 99,9 0 0 0 0
51 6660 599,4 0 0 0 0
52 7049,6 1798,2 0 0 0 0
53 5519,8 599,4 0 0 0 0
54 6490,5 0 0 0 0 0
55 7714,6 0 0 0 0 0
56 7658 0 0 66,6 0 0
57 74129 14319 0 0 0 0
58 5323 0 0 33,3 0 0
59 87529 1798,2 33,3 0 0 0
60 9685,3 2597.,4 0 0 0 0
61 7656 1731,6 0 0 0 0
62 8054,6 2031,3 0 0 0 0
63 9320 7226,1 0 0 0 0
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64 7989 4662 66,6 0 0 0
65 8658 4295,7 0 0 0 0
66 9988 8658 2097,9 732,6 0 0
67 77549 2664 1864,8 932,4 0 0
68 8390,6 1498,5 33,3 0 0 0
69 7313 1631,7 0 0 0 0
70 8957,7 532,8 0 0 0 0
71 8225,1 99,9 33,3 33,3 0 0
72 6127,2 3063,6 66,6 33,3 0 0
73 7659 1132,2 0 0 0 0
74 5717,6 632,7 66,6 0 0 0
75 8781,2 3163,5 0 0 0 0
C+ 9953,7 8291,7 13986 22977 23310 23310

*TO, Tempo zero; ** T4, Tempo quatro; *** T8, Tempo oito; **** T12, Tempo doze; ***** T24,

Tempo 24; ****** T48, Tempo 48
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
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Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sala 90 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br

Sio Paulo, 03 de fevereiro de 2014.

Protocolo: 001/2014

Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo da resisténcia a antifingicos em isolados clinicos de
Candida glabrata e espécies correlatas”

Pesquisador Responsavel: Marcia de Souza Carvalho Melhem
Instituicfo: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL analisou e
acatou a alteragdo do titulo do projeto de pesquisa, aprovado em reunifio ordindria de
outubro de 2010, para “Caracterizagdo do complexo Candida glabrata em isolados de
hemocultura e avaliagio da sensibilidade a antifingicos”, de acordo com solicitagdo da
banca do Exame Geral de Qualificagdio de Dissertagdo de Mestrado do Programa de
P6s Graduagio/CCD/SES/SP de Hussein Ali Zein.

Em conformidade com a Resolugio CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador
responsavel devera cumprir o item transcrito integralmente a se guir.
IX - Do pesquisador responsével
XL.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os
aspectos éticos e legais.
X1.2 - Cabe ao pesquisador:
a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a
decisdo de aprovagio ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido; ¢) desenvolver o projeto conforme delineado; d)
elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; e) apresentar dados solicitados pelo
CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apos o
término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os
devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do
projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgéo do
projeto ou a ndo publica¢dio dos resultados.
Os relatorios deverdo ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil
para andlise do CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.
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