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RESUMO

Essa tese teve como objetivo avaliar todos os casos de candidose sistémica por Candida
albicans identificadas através de kit comercial 1D 32C® (bioMérieux), diagnosticados no
Laboratério de Micologia da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre/RS, durante o
periodo de 1999 a 2009, buscando identificar a prevaléncia de C. dubliniensis, bem como
avaliar os fatores de viruléncia e diferenca de perfil de suscetibilidade antifungica entre os
isolados clinicos. Foi realizado um levantamento clinico-epidemiolédgico dos casos incluidos
no estudo, avaliando sexo, idade, manifestacdes clinicas, evolugdo, regido proveniente do
paciente, doenca de base, condicGes predisponentes, utilizacdo de corticoides e antibidticos e
resposta ao tratamento recebido. Para a diferenciacdo das duas espécies utilizou-se testes
fenotipicos (arranjo dos clamidosporos, teste de termotolerancia, formacdo do tubo
germinativo, crescimento em meio hipertonico e niger), molecular (espectrometria de massa)
e genotipico (reacdo em cadeia da polimerase - PCR). Em adicdo, foi avaliada a eficacia do
método de conservacdo das leveduras estocadas a -20°C e comparamos quatro substratos (soro
fresco, soro congelado, agar e caldo Mueller-Hinton) para a prova do tubo germinativo.
Determinou-se a producdo da fosfolipase e proteinase em isolados incluidos no estudo. A
atividade in vitro dos antifungicos fluconazol, anfotericina B e anidulafungina frente aos
isolados estudados foi determinada através da concentracdo inibitéria minima (CIM), a
concentracdo fungicida minima (CFM) e ponto de corte epidemioldgico (ECV). Os casos de
candidemia por C. albicans diagnosticados durante 10 anos ocorreram com maior frequéncia
em pacientes adultos com presenca de cateteres. Observamos que houve maior chance de
ocorréncia desta em pacientes oncolédgicos. O percentual de alta nos pacientes foi baixo. O
método utilizado para a conservacdo de leveduras nesse estudo apresentou taxa de 70% de
viabilidade. O 4gar e o caldo Mueller-Hinton demonstraram sensibilidade de 90% e
especificidade de 100%. Os isolados de C. albicans provenientes de hemocultivos
apresentaram producdo de fosfolipase em 78% e proteinase em 97% dos isolados. A espécie
C. dubliniensis ndo foi identificada em isolados de hemocultivos, sendo todos os casos de
candidemia por C. albicans. Os testes microcultivo em agar fubd, espectrometria de massa,
caldo niger e caldo hipertdnico concordaram com o teste genotipico. Os isolados de C.
albicans apresentaram maior suscetibilidade a anidulafungina, entretanto, os menores valores
obtidos em 90% dos isolados (CIMyg) foi pela anfotericina B. E através do ECV, os isolados
poderiam ser resistentes ao fluconazol, demonstrando a importancia da associacao desses dois
parametros.

Palavras-chave: candidemia, Candida albicans, Candida dubliniensis, suscetibilidade,
antifangicos, epidemiologia, tubo germinativo, testes fenotipicos, fosfolipase e proteinase.
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ABSTRACT

The aim this tesis was to evaluate systemic candidiasis cases by Candida albicans through ID
32C® (bioMérieux), at Mycology Laboratory of the Santa Casa de Porto Alegre/RS, during
1999 to 2009, seeking to identify the C. dubliniensis prevalence, as well as evaluating the
virulence factors and antifungal susceptibility profile difference of among isolates. The
clinical and epidemiological survey was made through gender, age, clinical manifestations,
evolution, patient's region, underlying disease, predisposing conditions, steroids and
antibiotics use, and response to treatment. The phenotypic tests (tthermotolerance, germ tube,
hypertonic and Niger medium), molecular (mass spectrometry) and genotypic (polymerase
chain reaction — PCR) was used for two species identification. We also assessed if the
mantainance of C. albicans stored at - 20°C in a freezer with sterile distilled water was
usefull. The four substrate (fresh and frozen serum, agar and broth Mueller-Hinton®) were
used for germ tube formation and the phospholipase and proteinase activity were evaluated.
The in vitro activity of fluconazole, amphotericin B and anidulafungin were compared
through the minimum inhibitory concentration (MIC), the minimum fungicidal concentration
(MFC) and epidemiological cutoff value (ECV). The candidemia cases by C. albicans for ten
years occurred more frequently in adult and catheters use. We observed the more chance this
occurrence in cancer patients. The survival percentage was low. The used method in the study
for yeast stored had 70% of viability. The agar and broth Mueller-Hinton were 90%
sensitivity and 100% specificity. The boodstream isolates of C. albicans produce virulence
factors, such the germ tube production and hydrolytic enzymes (78% of phospholipase and
97% of protease) production. The C. dubliniensis was not identified in bloodstream isolates,
thus all candidemia cases were by C. albicans. The mass spectrometry, cornmeal agar, Niger
and hypertonic broth agreed with genotypic test. The isolates exhibited more susceptibility to
anidulafungin, and 90% of them (MICqy) exhibited the lowest values against amphotericin B.
Based on ECV and Pfaller classification, isolates could be resistant to fluconazole,
demonstrating the importance of the combination of these parameters.

Keywords: candidemia, Candida albicans, Candida dubliniensis, suscetibility, antifungal,
epidemiology, germ tube, phenotypic test, phospholipase, proteinase
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1 INTRODUCAO

As infeccbes fangicas tém crescido significativamente em importancia na pratica clinica
nas ultimas trés décadas, em especial em decorréncia do aumento do nimero de individuos
imunossuprimidos, criticamente enfermos ou submetidos a procedimentos médicos invasivos.
Entre as micoses sisttmicas de importancia médica, predominam aquelas causadas por
leveduras do género Candida e por fungos filamentosos do género Aspergillus
(KONTOYIANNIS; BODEY, 2002). De fato, em muitos paises, como por exemplo, nos
Estados Unidos, ocorreu um aumento de 207% dos casos de micoses entre 1979 a 2000, sendo
estes relacionados principalmente aos géneros Candida, Aspergillus e Cryptococcus
(PFALLER; DIEKEMA, 2007).

A candidose é considerada a mais frequente das micoses invasivas, representando 80%
das infec¢des fungicas hospitalares. Candida spp. é considerada atualmente o quarto agente
de infeccBes na corrente sanguinea (representando de 8 a 10% dos casos), devido a um
aumento de 500% em sua incidéncia a partir da década de 80. Numerosos estudos nos ultimos
10 anos tém documentado as caracteristicas de candidemia no Brasil (GOLDANI; MARIO,
2003; ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al. 2005; BARBERINO et al., 2006; COLOMBO
et al., 2006; MEDRANO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007; PASQUALOTTO et al.,
2007; PASSOS et al., 2007; BERGAMASCO et al., 2012).

A infeccdo por Candida sp. pode ser facilitada por varios processos patolégicos,
fisiol6gicos ou traumaticos, sendo 0s mais comuns a imunossUpressao por Varias causas,
como neutropenia, desnutricao e quimioterapia antineoplasica (MALUCHE et al., 2008).

A Unica espécie identificada na rotina de diagnostico micoldgico era C. albicans, no
entanto, espécie ndo-albicans comecaram a aumentar de incidéncia e assim, a identificacao de
todos os isolados em nivel de espécie passou a ser fundamental (TORTORANO et al., 2004;
ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2006). Essa identificacdo é realizada a partir
de provas bioquimicas, e a diferenciacdo de C. albicans de outras espécies do género era
facilmente realizada através da observagdo de tubo germinativo positivo e de clamidosporos
intercalares e terminais em meio fuba acrescido de Tween 80. A partir do ano 1995, pela
introducdo de metodos de biologia molecular, novas espécies de Candida foram identificadas,
dentre elas a C. dubliniensis. Esta espécie é filogeneticamente muito semelhante a C.
albicans, sendo dificil sua diferenciacdo atraves de analises morfoldgicas e bioquimicas

(SULLIVAN et al., 1995). Testes fenotipicos foram desenvolvidos especialmente para este
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propésito, os quais utilizam meios modificados e crescimento dos isolados em altas
temperaturas (NONOKA et al., 2008). Porém estes ndo sdo tdo especificos e sensiveis quanto
a atividade da beta-glucosidase e a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Em
2009, foi sugerido um teste de tolerancia ao meio hipertdnico, o qual poderia ser alternativo
na diferenciacdo presuntiva destas espécies na rotina laboratorial (AKGUL; CERIKCIOGLU,
2009). Entretanto, estudos descrevem que hé necessidade de realizar pelo menos trés testes
fenotipicos para o diagnostico acurado de C. dubliniensis (MAHNB et al., 2005).

A identificacdo presuntiva do género Candida pode ser realizada através de meios
cromogénicos como, CHROMagar® que permite a identificacdo de C.albicans, C.tropicalis e
C. krusei, com base nas caracteristicas de colora¢do que as coldnias desenvolvem neste meio,
além do meio Albicans ID®, Chromalbicans Agar® e Bacticad Candida®. Para identificacdo
taxonbmica das espécies, os isolados devem ser submetidos a provas bioquimicas de
assimilacdo e fermentacdo de aclcares, como Vitek®, 1D 32C®, Api 20C AUX9®, Auxacolor
Yeast Star®, RapID Yeast Plus System® e Api Candida®. Métodos moleculares utilizam a
identificacdo das sequéncias especificas de aminodcidos para cada espécie, atraves de
fragmentos de DNA fangico que sdo amplificados e testados com oligonucleotideos
especificos (MALUCHE et al., 2008).

Apesar da maioria dos isolados de C. dubliniensis estarem associados com infec¢des
orofaringeanas em individuos HIV-positivos, o isolamento destas leveduras a partir de
diferentes espécimes clinicos tem sugerido um potencial patogénico significativo para esta
espécie, mesmo em pacientes HIV-negativos (NONAKA et al., 2008). Em um estudo
prospectivo realizado em diferentes hospitais do Kuwait foi observado a prevaléncia dessa
espécie em 67% das amostras respiratorias, 12% em cavidade oral, 9% na urina, 4% em
hemocultivos, 3% em amostras da mucosa vaginal e 6% de outros sitios anatdmicos (Khan et
al., 2012).

Esta diferenciacdo tornou-se ainda de maior importancia quando foi descrito a
resisténcia de algumas cepas de C. dubliniensis ao fluconazol, diferenciando o tratamento de
pacientes com candidose por este agente (NONAKA et al., 2008; AKGUL; CERIKCIOGLU,
2009). Além disso, a incidéncia de infeccbes provocadas por Candida ndo-albicans é
crescente e em alguns casos esta associada a altas taxas de mortalidade, aumento do tempo de
internacéo e custos hospitalares (MIMICA et al., 2009).

Para colonizar, causar infeccdo e driblar os mecanismos de defesa do hospedeiro,
Candida albicans possui fatores de viruléncia, como formacéo de pseudo e hifas, diversidade

fenotipica, fatores de adeséo celular e producao de exoenzimas hidroliticas; como fosfolipases
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e proteinases (MOHAN; BALLAL, 2008; SCHEID et al., 2010).

A observacdo da formagdo do tubo germinativo ocorre in vitro, durante a transigdo da
forma de levedura para micelial em condicGes adversas ao ambiente, como: mudanca de pH,
condi¢des nutricionais e temperatura (KIM et al., 2002). Essas caracteristicas pertenciam
apenas as espécies C. albicans e C. dubliniensis, entretanto, em 2008 foi identificada outra
espécie que também a possui, C. africana (ROMEO; CRISEO, 2008).

A exoenzima fosfolipase desempenha um papel importante na patogenia desta levedura,
favorecendo a invasao tecidual do hospedeiro durante a candidose, através da desestabilizacdo
da membrana, promovendo a lise celular (SCHEID et al., 2010). A proteinase tem o papel de
degradar as substancias presentes na pele e mucosa (colageno, queratina e mucina), bem como
0s componentes imunes (citocinas, anticorpos e complemento) para ocorrer a penetracdo
tecidual (OMBRELLA et al., 2008). As enzimas hidroliticas sdo constantemente estudadas
em isolados leveduriformes provenientes da mucosa e da pele, entretanto, os provenientes do
sangue ainda sdo escassos. Mohan & Ballal (2008) descreveram que isolados de Candida spp.
provenientes de hemocultivos apresentaram alta producéo de proteinases e fosfolipases.

Em vista dessa realidade, muitos isolados clinicos de C. dubliniensis acabam sendo
erroneamente identificados como C. albicans. Com isso, dados epidemiol6gicos quanto a real
incidéncia desta espécie como patogénica, ainda sdo escassos na literatura. Assim, este estudo
objetivou investigar casos de candidose sistémica por C. albicans diagnosticados na Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre, com a finalidade de identificar a prevaléncia de C.
dubliniensis nesta casuistica. Em adicdo, também foi avaliada a epidemiologia da candidose
por C. dubliniensis e seu perfil de suscetibilidade in vitro ao antifingico de elei¢cdo para

tratamento da candidose bem como a novos farmacos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar todos os casos de candidose sistémica por C. albicans identificadas através de kit
comercial 1D 32C® (bioMérieux — Marcy-I’Etoile, Franga), diagnosticados no Laboratério de
Micologia da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, durante o periodo de 1999 a 20009,
buscando identificar a prevaléncia de C. dubliniensis, bem como avaliar fatores de viruléncia

e comparar o perfil de suscetibilidade antifungica entre os isolados clinicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Comparar distintos testes, fenotipicos (arranjo dos clamidosporos, teste de
termotolerancia, formagéo do tubo germinativo, crescimento em meio hipertonico e niger),
molecular (espectrometria de massa) e genotipico (reacdo em cadeia da polimerase - PCR)
para diferenciacdo das duas espécies;

2.2.2 Realizar levantamento clinico-epidemioldgico dos casos incluidos no estudo;

2.2.3 Avaliar o método de conservacdo de Candida albicans estocadas em agua destilada
esteril a - 20°C;

2.2.4 Comparar quatro substratos utilizados na prova do tubo germinativo;

2.2.5 Identificar a producéo da fosfolipase e proteinase em isolados de C. albicans;

2.2.6 Comparar a atividade in vitro dos antifungicos fluconazol, anfotericina B e
anidulafungina frente aos isolados de C. albicans provenientes de hemocultivos, determinar a
concentragdo inibitéria minima (CIM), a concentracdo fungicida minima (CFM) e ponto de

corte epidemioldgico (ECV).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO E PERIODO DO ESTUDO

O projeto foi desenvolvido de forma retrospectiva e prospectiva, a partir de cepas
isoladas de pacientes com candidose sistémica, estocadas na micoteca do Laboratdrio de

Micologia da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre/RS.

3.2 POPULACAO DO ESTUDO

Foram estudados todos os casos clinicos de pacientes com candidose sistémica causada
por isolados identificados como Candida albicans, sendo avaliadas 240 amostras estocadas

durante o periodo de 1999 a 2009, na micoteca do laboratorio.

3.2.1 Critério de excluséo

Foram excluidos do estudo os casos clinicos de isolados leveduriformes que ndo
apresentaram crescimento significativo apds duplo repique em caldo infusdo cérebro-coracéo
(BHI), demonstrando a inviabilidade da cepa.
3.3 DIFERENCIACAO DE C. albicans de C. dubliniensis

A diferenciacdo destas espécies foi realizada através de testes fenotipicos e genotipico,

descritos a seguir.
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3.3.1 Testes fenotipicos

3.3.1.1 Microcultivo em agar Fuba

Para a observacéo do arranjo dos clamidosporos de cada isolado, estes foram repicados
em agar Sabouraud (Sb) e incubados a 35°C por 24h. Apos foram subcultivados em placas
contendo &gar Fubé (farinha de milho e Tween 80) e cobertos por laminula estéril, incubados
a 35°C por no minimo cinco dias, sendo observados através de microscopio 6ptico em
objetivas de 10 e 40x. Os clamidosporos terminais e intercalares foram caracterizados como a

espécie C. albicans (Figura 1A) e em formato de cacho, C. dubliniensis (Figura 1B).

L A B

Figura 1. Presenca de clamidosporos intercalares em isolado de C. albicans (A) e em formato de cacho

em isolado de C. dublinienesis (B).

3.3.1.2 Crescimento a 42°C e 45°C

Para a avaliacdo da termotolerancia, as cepas foram subcultivadas em Sb e incubadas a
42°C e 45°C por no minimo cinco dias, determinando a capacidade de crescimento nestas

duas temperaturas.

3.3.1.3 Formagdo do tubo germinativo

Para a prova do tubo germinativo (TG), colbnias jovens cultivadas por 48h a 36°C em

agar Sb foram subcultivas em quatros diferentes meios como, soro congelado, soro fresco,
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meio liquido e sélido Mueller-Hinton (MH). Uma alcada de colénia de cada amostra foi
inoculada em tubos com 0,5 mL de soro humano previamente congelado, fresco e meio
liguido MH. E para o meio solido, realizou-se um inoculo de cada cepa na escala 0,5
McFarland ajustado em densitdmetro (bioMérieux® — Marcy-I’Etoile, Franga). Foram
semeados 10uL do in6culo em placas que com agar MH e cobertos por laminulas estéreis.
Tanto tubos quanto placas foram incubados a 37°C por 2h.

A leitura imediata do teste em tubos foi realizada através de uma al¢ada do contetdo
liqguido entre ldmina e laminula. Assim, os tubos e as placas foram observados em
microscopio Optico em objetivas de 10 e 40X. Os TGs apareceram como uma extensdo nao

septada e sem constri¢do dos blastoconidios (Figura 2).

Figura 2. Extensdo ndo septada, sem (A) e com (B)

constrigdo a partir dos blastoconidios.

3.3.1.4 Repique em meio hipertdnico liquido e sélido (NaCl 6,5%)

O meio sélido hiperténico (20g de glicose, 10g de peptona, 20g de agar-agar, 65g de
cloreto de sodio (NaCl) em 1000 mL de &gua destilada) foi preparado de acordo com
Chowdhary et al. (2011), sendo esterilizado em autoclave e distribuido em tubos. Enquanto
qgue, o meio liquido (30g de caldo Sbh, 65g de NaCl em 1000mL de agua destilada) foi
preparado de acordo com Alves et al. (2002). Para o in6culo de cada cepa, utilizou-se
coldnias jovens e ajustado em densitometro (bioMérieux®, Marcy I'Etoile, Franca) na escala
0,5 McFarland e diluido em 1:100. Ap6s 10uL do indculo foram semeados no agar e caldo
hipertbnico, incubados a 28°C por até sete dias.

O crescimento no agar foi avaliado como bom (+++), moderado (++), pouco (+) e sem
(-) (Figura 3A). No caldo, observou-se a presenca de turvacdo, correspondendo que houve
crescimento (Figura 3B). Assim, C. dubliniensis ndo cresce nesses meios de cultura.
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Figura 3. Caldo hipertonico (A) e agar hipertonico (B)

3.3.1.5 Repique em meio Niger liquido e sélido (semente de Guizotia abyssinica)

O meio solido niger (150g de semente niger, 1g de glicose, 1g de hidrogenofosfato de
potéassio (KH,PQO,), 1g de creatinina e 20g de &gar bacteriolégico em 1000 mL de agua
destilada) foi preparado de acordo com Staib & Morschduser (1999), sendo esterilizado em
autoclave e distribuido em placas de Petri. O meio liquido foi preparado de acordo com Staib
& Morschduser (2005), porem sem a adi¢do do agar bacterioldgico e distribuido em tubos
com rosca.

Os isolados foram subcultivados em meio solido e incubados a 30°C por 48h. As
coldnias de C. albicans se caracterizavam por coloragdo branca a creme com bordo liso, sem
hifas ou clamidosporos. Enquanto que, as colbnias de C. dubliniensis apresentavam bordos
rugosos com franjas e presenca de hifas e clamidosporos abundantes (Figura 4A e B). Para o
meio liquido, os isolados foram subcultivados em tubos, incubados a 30°C em estufa shaker a
2500 rpm/20h. Apds, uma gota do liquido foi observada entre lamina e laminula no
microscopico Optico em objetiva de 40x. A presenca de blastoconidios unicos e em pouca
quantidade caracterizaram os isolados de C. albicans, enquanto que, C. dubliniensis foi
caracterizda pela presenca de blastoconidios em formato de cachos (Figura 5A e B).
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Figura 4. Coldnias de Candida albicans (A) e Candida dubliniensis (B) em agar Niger

Figura 5. Microscopia do cultivo de Candida albicans (A) e Candida dubliniensis (B) em caldo Niger

3.3.1.6 Espectometria de massa (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-time of
flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)

O MALDI-TOF MS realiza analise das proteinas constituintes das cepas intactas, no
qual o espectro de massa dessas proteinas € gerado e interpretado como um fingerprint celular
em um banco de dados, identificando o género e espécie das cepas testadas.

A técnica utilizada foi descrita por Putignani et al. (2011) através de 50 ug da col6nia
foram colocados sobre a placa de cultura do MALDI-TOF e recobertos por uma matriz
orgénica em solugdo aquosa e acidificada. Apos a evaporacdo da fase liquida, o material
cristalizado foi submetido a um sistema de vacuo e irradiados por um laser pulsado de
nitrogénio. A nuvem de ions gerada durante a ionizacdo foi acelerada para dentro do tubo
“TOF”, onde esses foram separados individualmente. O célculo do espectro de cada cepa foi
obtido de acordo com a razdo massa/carga (m/z), numa escala de 2 a 20 kDa. Esses dados
foram analisados pelo banco de dados, identificando a cepa testada.
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3.3.2 Testes genotipicos

3.3.2.1 Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As cepas caracterizadas presuntivamente pelos testes fenotipicos citados anteriormente
como C. dubliniensis, foram submetidas a caracterizagdo genotipica, através da extracdo do
DNA total e amplificacdo com 0 par de primer NL1
(5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’) e NL2 (5’GGTCCGTGTTTCAAGGCGG3’)
(O’DONNELL, 1993). Os produtos de amplificagdo foram verificados em gel de agarose a
1% corados com brometo de etideo sob luz ultra violeta (UV) e fotodocumentados. Apoés, as
amostras foram purificadas em coluna do Kit Pure Link PCR Purification (Invitrogen®) e
enviadas ao sequenciamento. Foi utilizado um sequenciador automéatico MegaBACE500 com
0 uso do kit DYEnamic ET (Amersham) e os mesmos primers usados nas rea¢des de PCR. Os
cromatogramas obtidos foram visualizados e montados com o uso do programa Gap4 do
pacote Staden (STADEN, 1996), e comparados no GenBank.

3.4 TESTE DE SUSCETIBILIDADE IN VITRO

O teste de suscetibilidade in vitro para as cepas de C. albicans e C. dubliniensis foi
realizado através da técnica de Microdiluicdo em Caldo (MC), preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), de acordo com o documento de referéncia M27-A3,

para trés antifungicos: fluconazol, anfotericina B e anidulafungina.

3.4.1 Preparo dos inéculos

Os indculos foram preparados a partir de col6nias jovens, com crescimento de 24h em
agar Sb a 36°C, em 5mL de solucgéo salina estéril. Esta suspensao do inoculo foi ajustada de
acordo com a escala 0,5 de McFarland que corresponde a um inoculo inicial de
aproximadamente 1-5x10° CFU mL™. Apés, foi preparado uma dilui¢do de 1:50 transferindo-
se 100pul desta suspensdo para 4,9mL de solucdo salina estéril e, a diluicdo de 1:20 com a

transferéncia de 250l da suspensédo anterior em 4,75mL de meio RPMI-1640 e tampéo. Esta
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altima diluicdo do indculo foi dispensada em aliquotas de 100ul nos pocgos, contendo

previamente 100pl dos produtos a testados e suas diluigdes.

3.4.2 Diluic0es utilizadas

A partir das solugbes-estoque dos farmacos foram preparadas diluicdes para o
fluconazol de 0,125 a 128 pg/mL, anfotericina B de 0,003 a 1 ug/mL e anidulafungina de
0,0015 a 1 pg/mL em meio RPMI-1640 e tampdo. Aliquotas de 100ul dessas concentracbes
foram dispensadas sequencialmente nas microplacas, preenchendo os pogos pertencentes as

colunas numeradas, sendo o teste realizado em duplicata.

3.4.3 Leitura dos resultados

Para leitura do teste foi comparado visualmente (turvacdo) o crescimento da levedura
nos pocos referentes as diferentes concentracGes testadas dos produtos com o seu crescimento
no pocgo-controle positivo. A concentracdo inibitdria minima (CIM) foi determinada pela
menor concentragdo capaz de produzir a diminui¢cdo da turbidez em relagdo ao controle
positivo dos farmacos, fluconazol e anidulafungina > 50% e anfotericina B > 90% (Figura 6).
A concentracdo fungicida minima (CFM), realizada para testes com anfotericina e
anidulafungina, pois o fluconazol é classificado como fungistatico, sendo determinada pelo
subcultivo de 10uL de cada poco da microplaca, que apresentou auséncia de turbidez, em

placas contendo agar Sb e, a seguir, incubadas a 35°C por 48h.
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Figura 6. Microplacas com dilui¢des de anfotericina B frente a um isolado de Candida albicans no teste de
suscetibilidade realizado em duplicata. (+) controle de crescimento do isolado, (-) controle de esterilidade do

meio de cultura.
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3.5 ATIVIDADE DA FOSFOLIPASE E PROTEINASE

3.5.1 Preparo do inéculo

Para a determinacdo da atividade da fosfolipase e proteinase, utilizou-se inéculo de
colbnias jovens, ajustado em densitdmetro na escala 0,5 McFarland (bioMéuriuex, Marcy

I'Etoile, Franca) e semeado 10uL nas placas contendo os meios determinados.

3.5.2 Determinacdo da atividade da fosfolipase

O agar gema de ovo (22,59 agar malte; 29,2g NaCl; 0,28g de cloreto de calcio (CaCl,)
em 490mL de &gua destilada e esterilizado em autoclave) foi utilizado para determinar a
atividade da fosfolipase, sendo preparado de acordo com Mohan & Ballal (2008). Quando a
temperatura do meio atingiu 50°C, misturou-se 10mL de solucdo de gema de ovo estéril (50%
gema de ovo e 50% agua destilada estéril). As placas foram semeadas com cada isolado, em
duplicata, e incubadas a 37°C por seis dias. A atividade da fosfolipase foi interpretada como
positiva quando houve uma zona de preciptacdo ao redor da coldnia (Figura 7).

Figura 7. Presenca da atividade da fosfolipase em isolado de
Candida albicans (A) e auséncia da atividade da fosfolipase

em isolado de C. glabrata (B), teste realizado em duplicata.
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3.5.3 Determinacéo da atividade da proteinase

O agar utilizado para identificacdo da atividade da proteinase (11,79 base de carbono
para levedura; 0,1g extrato de levedura; 2g albumina sérica bovina em 200 mL de &gua
destilada e esterilizada através de filtracdo) foi preparado de acordo com Mohan & Ballal
(2008). Apos foi adicionado 169 agar bacteriologico e 800 mL de agua destilada estéril. Os
isolados foram semeados, em duplicata, em placas contendo o agar e incubados a 37°C por 6
dias. A atividade enzimaética foi mensurada através do didmetro da area litica produzida ao
redor da coldnia, utilizando a solucdo corante (amido Schwarz 1,25% em 4&cido acético) e

descorante (&cido acético e alcool etilico) (Figura 8).

Figura 8. Presenca da atividade da protease em um
isolado de Candida albicans (A) e auséncia dessa
enzima em um isolado de Candida glabrata (B), teste

realizado em duplicata.

3.6 AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA

Foram revisados os prontuérios de todos os pacientes incluidos no estudo, com o
preenchimento de uma ficha padréo (apéndice A) para cada caso, contendo:
- Dados demograficos (idade, sexo e procedéncia);
- Doenca de base;

- Evolugéo;
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- Condigdes predisponentes (distarbios gastrointestinais, distlrbios hematoldgicos, internacdo
em UT], transfusdo, quimioterapia, cancer);

- Procedimentos invasivos realizados (cirurgias, nutricdo parenteral, ventilacdo mecanica,
hemodialise, presenca de sonda, cateter e dreno);

- Duragéo da internagé&o;

- Uso de profilaxia antifingica;

- Tratamento antifingico;

- Manifestaces clinicas;

- Utilizacdo de antibioticoterapia e corticoterapia;

- Utilizag8o de quimioterapicos.

3.7 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi exclusivamente epidemiolégico, ndo envolvendo a realizacdo de
qualquer intervencdo terapéutica. Todas as informaces clinico-epidemioldgicas necessarias
para o estudo foram obtidas através de revisdo de pronturios, ndo havendo qualquer contato
direto entre investigadores com 0s pacientes.

A pesquisa teve interesse puramente cientifico. As informacdes referentes aos pacientes
foram mantidas em completo sigilo e os autores firmaram o compromisso com a
confidencialidade garantindo o sigilo quanto a identificacdo dos pacientes incluidos no
estudo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Misericordia
de Porto Alegre/RS, sob parecer n® 183/10. Certificamos ainda, que o estudo observou todos

0s padrdes éticos estabelecidos pela Instituicdo.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados epidemioldgicos foram analisados no software Stata verséo 11.0 (Stata Corp.,
College Station, Estados Unidos), sendo utilizada a proporcdo para caracterizacdo da
populacdo de estudo. A associagdo entre as variaveis de exposi¢do e o obito foi avaliada por
meio da regressao semiparamétrica de Cox e interpretada pela razdo de risco (hazard ratio —

HR), com intervalo de 95% de confianca (IC 95%). Para isto, interpretou-se 0 comportamento
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da varidvel em resposta ao fim da exposicdo no tempo, sendo que, para cada paciente
caracterizou a situagdo da sobrevivéncia, denominada de falha, interpretada pelo tempo
decorrido entre o diagndstico de candidemia até a ocorréncia do evento de interesse. Também,
a situacdo de censura foi definida quando o evento de interesse ndo havia ocorrido até o final
da observagédo, ou pela perda do paciente durante o acompanhamento. Para aplicacdo da
regressdo de Cox, foi atendida a suposicdo de riscos proporcionais através de método gréfico
descritivo e valor de p<0,05 para rejeicdo da hipOtese de que o0s riscos sdo proporcionais
(Altman, 1991). As variaveis cujas associacbes mostraram o valor de p<0,20 e atenderam
também ao critério da proporcionalidade do risco foram selecionadas para integrarem o
modelo de regressao multivariado.

A viabilidade dos isolados pertencentes a micoteca foi analisada através da frequéncia
de crescimento de acordo com 0 ano correspondente.

As técnicas de emissdo de TG e os testes fenotipicos foram analisados de acordo com
sensibilidade e especificidade de cada um.

A atividade das exoenzimas (Pz) foram medidas através da razdo do diamentro da
colénia pela soma do diametro da colénia e a zona de precipatacdo. O valor obtido foi
categorizado como Pz = 1 (sem producédo); 0,35-0,5 (alta producédo); 0,51-0,74 (producéo
moderada); and 0,75-0,9 (baixa producéo). Cada isolado foi testado em duplicada e o valor Pz
foi calculado através da media.

Os valores obtidos no teste de suscetibilidade antifungica foram através da média
geométrica das CIM e CFM (50 e 90%). Estabeleceu-se os pontos de corte clinico (CBP) de
acordo com CLSI (2008a, b) para o fluconazol (concentragfes < 8ug/mL foram consideradas
como sensiveis; de 16 a 32ug/mL, sensiveis dose-dependente e > 64ug/mL, resistentes),
anidulafungina (< 2pg/mL sensiveis e > 2ug/mL, ndo sensiveis) e anfotericina B (< 1 pg/mL
sensiveis e > 2ug/mL, resistentes). Também utilizou-se o CBP de acordo com Pfaller et al.
(2010; 2011; 2012), no qual descreveram que anfotericina B com concentragfes <1 e >
1pg/mL foram consideradas como sensiveis e resistente, respectivamente. Em relacdo ao
fluconazol, concentragdes <2ug/mL foram consideradas sensiveis; 4pg/mL sensiveis dose-
dependente e >8ug/mL, resistentes. Anidulafungina com concentragdes <2ug/mL foram
consideradas sensiveis; 4pug/mL intermediaria e >8ug/mL, resistentes.

Além disso, os pontos de corte epidemioldgicos (ECV) para os farmacos utilizados
foram calculados de acordo com Turnidge et al. (2006), que considera a distribui¢do das CIM
obtidas, a moda de cada um dos farmacos e a variabilidade da prova. Em geral, o ECV esta

aproximadamente duas diluicdes proximas a moda e compreende 95% dos valores da
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distribuicdo das CIM obtidas. O ECV é uma medida sensivel para detectar isolados

emergentes com sensibilidade reduzida aos farmacos mencionados.
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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o método de conservacdo de leveduras do
género Candida estocadas em agua destilada estéril a - 20°C. Utilizou-se 240 cepas de
Candida albicans estocadas em agua destilada estéril a - 20°C, durante o periodo de seis
meses a 8 anos. Essas foram repicadas em duplicata em &gar de Sabouraud e incubadas
a 35°C por 96h. Houve recuperacdo de 68,4% das 240 leveduras repicadas, sendo que a
maior porcentagem de viabilidade foi referente ao periodo de seis meses e a menor foi
de trés anos. O metodo utilizado para o armazenamento das leveduras possui vantagens
quando comparado a outros, além de ocupar pouco espaco, é facilmente realizado e
possui baixo custo, porém deve ser adicionado um crioprotetor.

PALAVRA-CHAVES: leveduras, manutencdo, congelamento, micoteca

SUMMARY

This study aimed to evaluate the mantainance of Candida genus stored at - 20°C in
sterile distilled water. We used 240 strains of Candida albicans stored at - 20°C in
sterile distilled water from six months to eight years. The strains subcultured
on Sabouraud agar and incubated at 35°C for 96 h in two sets. It was recovered 68.4%
of 240 yeast, the six months period was the highest percentage of viability and the three
years was lowest. The used method in the study for yeast storage has advantages when
compared to others, little space takes up, easiness and low cost, but must be added a
cryoprotectant.

KEYWORDS: yeast, mantainance, freezing method, mycology collection
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INTRODUCAO

As infeccBes fungicas tém crescido significativamente em importancia na prética
médica nas ultimas trés décadas. 1sso se deve ao aumento do numero de individuos
imunocomprometidos, que se apresentam criticamente enfermos ou submetidos a
procedimentos invasivos®.

O género Candida é considerado o agente de infec¢do fangica sistémica mais
importante, representando cerca de 8 a 10% de todos casos. A principal causa desses
percentuais € o aumento de 500% em sua incidéncia no ambiente hospitalar, em varias
partes do mundo, a partir da década de 80. Nos ultimos 10 anos, numerosos estudos tém
também documentado o aumento de sua incidéncia no Brasil 3+,

Nesse contexto, a manutencdo de colecdo de cultura em laboratorios de micologia
é de suma importancia para estudos retrospectivos e prospectivos, além de aplicacdes
tecnoldgicas, com intuito de pesquisar a morfologia, fisiologia, etiologia, genética e
epidemiologia desses microrganismos. Porém, para analise fenotipica e genotipica
torna-se necessaria a escolha de métodos de preservacdo que garantam a pureza e
viabilidade dos isolados, por longos periodos®’®. Esta escolha baseia-se no
comportamento idiossincratico das espécies fungicas frente a cada método de
conservacao®.

A conservacao de fungos em meios de cultura requer que certos critérios técnicos
sejam levados em consideracdo, pois 0s nutrientes podem ser consumidos totalmente,
esgotando esses meios e acarretando a diminuicdo da viabilidade dos organismos
estocados. Perdas de patogenicidade e viruléncia podem ser decorrentes de subcultivos
sucessivos constantes ou esporadicos para meios frescos, necessarios para que as
culturas se mantenham viaveis. A contaminacdo por acaros e fungos ambientais também
pode ocorrer em cole¢bes de cultura mantidas em tubos de ensaio com meios
s6lidos®?). Na rotina dos laboratérios de analises clinicas, os métodos mais comumente
empregados sdo subcultivos sucessivos em agar, 6leo mineral estéril e agua destilada
estéril, todos contendo meios sélidos como matriz. A liofilizacdo e criopreservagdo em
nitrogénio liquido tém sido também empregados, apresentando, de modo geral,
melhores rendimentos. Frequentemente, no entanto, estas tecnicas ndo estdo acessivel a
maioria dos laboratorios. Como ndo ha uma técnica universal para todos os tipos de

fungos, varios estudos tém sido realizados com o intuito de se buscar a melhor forma de
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preservacdo desses microrganismos, por isso, diferentes técnicas tém sido desenvolvidas
e diferentes resultados tém sido obtidos(®"8:910:111213)

O presente trabalho objetivou avaliar o método de conservacdo de leveduras do
género Candida estocadas em &gua destilada estéril a -20°C, tendo em vista ser um

método de facil execucdo e baixo custo e adequado a maioria dos laboratoérios clinicos.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se 240 amostras clinicas de origem
humana de Candida albicans, provenientes de diversos sitios anatbmicos, pertencentes
a colecdo de cultura do Laboratério de Micologia do Hospital Santa Rita da Santa Casa
de Misericordia de Porto Alegre/RS.

As leveduras foram identificadas através do sistema comercial ID 32C da
Biomerieux®. Para o armazenamento das cepas de C. albicans, um fragmento de cada
cultura foi inoculada em 5 mL de agua destilada estéril, em tubos tipo Eppendorf, e
estocadas a — 20°C em freezer.

Foram utilizadas leveduras preservadas no periodo de 6 meses a 8 anos, no qual
foram subcultivadas, em duplicata, para dgar de Sabouraud e incubadas a 35°C por 96

horas, com observacéo diéria do crescimento.

RESULTADOS

Houve recuperacdo de 68,4% das 240 leveduras subcultivadas, sendo que a maior
percentagem de viabilidade foi encontrada no periodo de 6 meses de preservacao. Neste,
todas as amostras estudadas foram recuperadas. Entretanto, a menor taxa de recuperacdo
[41,7%] foi observada no periodo de 3 anos. Na tabela 1, sdo mostrados os resultados

alcancados.
DISCUSSAO E CONCLUSAO
As leveduras sdo facilmente isoladas de diferentes materiais bioldgicos em meios

de cultura em laboratorio. No entanto, a manutencdo de culturas viaveis tem

apresentado problemas metodolégicos®. Alguns métodos resultam em baixos niveis de
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sobrevivéncia e instabilidade das propriedades morfoldgicas e bioguimicas das cepas
preservadas'”, impossibilitando os estudos retrospectivos®.

Bueno e Gallardo™®, Rodrigues et al.*? descreveram a recuperacéo de 100% dos
fungos filamentos e leveduriformes armazenados em &gua destilada, em temperatura
ambiente, por 5 anos. Todavia, quando comparado ao nosso estudo, a taxa de
viabilidade foi menor (58,4%), podendo ser explicado pela diferengca de temperatura
durante a estocagem.

Em outros estudos, a recuperacdo de cepas de C. albicans e Cryptococcus
neoformans variou de 90% a 100%, sendo, contudo, utilizado o método de preservacao
em caldo infuséo cérebro-coracdo (BHI) e glicerol a -200CV As percentagens obtidas
no presente trabalho foram de 42 a 82% de viabilidade, discordando, provavelmente,
devido a falta de um crioprotetor.

A sobrevivéncia de fungos depende da temperatura e periodo de armazenamento,
sendo que o estoque a -20°C em freezer proporciona viabilidades positivas por 4 a 5
anos, em decorréncia da reducdo do metabolismo celular até o nivel de dorméncia
artificial”. Porém, a formacao de cristais de gelo pode alterar essa viabilidade®**?. Isso
poderia explicar a baixa taxa geral de recuperacdo das leveduras nesse estudo. Uma
alternativa a esse problema poderia ser a adicdo de glicerol, cuja eficiéncia como
protetor celular foi demostrada por Silva et al.”’, com a recuperacdo de 90% das
leveduras estocadas, durante 3 e 4 anos.

A comparacdo dos resultados obtidos neste estudo [tabela 1] com aqueles
apresentados na tabela 2, permite constatar que os dados aqui demonstrados s&o
compativeis com os resultados encontrados por outros autores ¢"#9101112)  Diferencas
no tempo de preservacdo e o tipo de cepa estocada podem explicar as variacbes
observadas na taxa de viabilidade dos organismos.

Métodos sofisticados de preservacdo, como liofilizacdo e nitrogénio liquido, tém,
claramente, maior capacidade de manter estaveis as caracteristicas morfofisiol6gicas
dos fungos. Diversos estudos tém mostrado que a liofilizacdo e a criopreservacao em
nitrogénio liquido permitem recuperar, depois de longos periodos de estocagem, um
elevado numero de cepas com morfologia e patogenicidade inalteradas. No entanto, o
alto custo de execucdo dessas técnicas é um fator limitante, principalmente, para os
pequenos laboratérios de analises clinicas®®Y.

A maior taxa de recuperagdo de cepas ocorreu no periodo de preservacao

compreendido entre 6 meses a 1 ano [tabela 1], o que demonstra a adequagdo do método
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para estocagens em curtos periodos de tempo. No entanto, foi aceitavel as taxas de
recuperacdo acima de 6 anos de preservacao [71,5%-80,0%]. Além disso, a manutencao
em &gua destilada otimiza espacos nas cole¢des de cultura de fungos, € menos laboriosa
e requer pequeno investimento®. Outras vantagens do método incluem certa protecdo
das culturas preservadas frente a contaminacdo por fungos, bactérias e acaros do
ambiente, bem como evita a dessecacdo e 0 esgotamento dos meios de cultura que

podem levar a importantes perdas na viabilidade.
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Tabela 1: Relacdo do nimero de leveduras examinadas com o nimero de amostras

viveis, apos o periodo de 6 meses a 8 anos.

TEMPO DE AMOSTRAS | AMOSTRAS
ESTOCAGEM | ANALISADAS | VIAVEIS
8 anos 7 5 (71,5%)
7 anos 5 4 (80%)
6 anos 5 4 (80%)
5 anos 36 21 (58,4%)
4 anos 52 43 (82,7%)
3 anos 60 25 (41,7%)
2 anos 30 19 (63,4%)
1 ano 29 27 (93,1%)
6 meses 16 16 (100%)
TOTAL 240 164 (68,4%)

39
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Tabela 2. Métodos de preservacdo de fungos filamentosos e leveduriformes mais

utilizados descritos na literatura

Meétodo de Microrganismo Tempo de | Viabilidade | Referéncia
preservacgao estudado (n) conservacao (%)
Caldo BHI Candida,
adicionado de Cryptococcus, Cavalcanti et
] ) 6 meses 100% 5
glicerol a-80°C |  Trichosporon al®
(35)
Caldo BHI Candida,
adicionado de Cryptococcus,
glicerol a-20°C | Trichosporon, 3adanos | 99a90% | Silvaetal®
Rhodotorula
(328)
Salina a 25°C Malassezia 6 meses 39,6% Girdo et al®
pachydermatis
(48)
Agua destilada Diferentes
estéril a 25°C | géneros de fungos | 12 meses 100% Diogo et al®
filamentosos (43)
Agua destilada a Diferentes
A Bueno e
4°C géneros de fungos 2 anos 100% 10
. Gallardo™
filamentosos (26)
Caldo BHI Cryptococcus 4 meses 100% Nery et al*?
adicionado de neoformans (30)
glicerol a -20°C
Agua destilada Diferentes _
. X 6,12, 18, 24 Rodrigues et
estéril a 25°C géneros de 100 a 60% "
meses al™?

leveduras (34)

BHI: Infusdo Cérebro-Coracédo
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RESUMO

O objetivo desse estudo retrospectivo no Rio Grande do Sul, Brasil, foi descrever os
casos de candidemia por Candida albicans diagnosticados em um hospital de Porto
Alegre/RS, no periodo de 1999 a 2009, determinando os fatores de riscos e o perfil de
suscetibilidade antifungica desses isolados. Foram revisados, de forma retrospectiva, 0s
casos de candidemia por C. albicans diagnosticados no durante 10 anos. As variaveis
estudadas foram: idade, género, situagdo geogréfica, fatores predisponentes, doenca de
base, tratamento antifungico profilatico, manifestacbes clinicas, procedimentos
invasivos realizados, periodoo de hospitalizacdo, tratamento realizado e desfecho. E
ainda foram submetidos ao teste de suscetibilidade antifungica frente ao fluconazol,
anfotericina B e anidulafungina; de acordo com Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) M27-A3. Os dados foram analisados no software Stata versdo 11.0
através de regressdo de Cox. Foram revisados 112 prontudrios, 0s quais estavam
disponiveis. A mediana de idade foi 54 anos. A doenca de base foi cancer e, 0s
procedimentos invasivos realizados foram utilizagdo de sondas, cateteres e dreno. O
tempo médio de internacdo foi de 38 dias. O antifungico mais utilizado foi fluconazol.
O 6bito ocorreu em 62% dos pacientes. Na analise univariada dos fatores associados a
cadidemia nos 30 dias anteriores ao Obito foram idade, céncer e os 10° dias de
internacdo. Enquanto que, na analise multivariada, o fator associado foi cancer. Em
relacdo ao teste de suscetibilidade, todos os isolados foram sensiveis a anidulafungina e
anfotericina B, enquanto que, um isolado foi resistente ao fluconazol. Os casos de
candidemia por C. albicans diagnosticados durante 10 anos ocorreram com maior
frequéncia em pacientes com presenca de cateteres. Observamos que houve maior
chance de ocorréncia desta micose em pacientes oncoldgicos. O percentual de alta dos
pacientes foi baixo. E a maioria dos isolados foi sensivel aos trés farmacos utilizados.
PALAVRAS-CHAVES: candidemia, Candida albicans, mortalidade, antifingicos,
epidemiologia
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INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sdo importantes patégenos adquiridos em
hospitais, especialmente em pacientes criticamente enfermos, internados em unidades
de tratamento intensivo (UTI) e submetidos por longos periodos a regime de
imunossupressao e antibioticoterapia (PASQUALOTTO et al., 2005; COLOMBO et al.,
2006).

A candidose é considerada a mais frequente das micoses invasivas, representando
80% das infeccOes fungicas hospitalares. Nos Estados Unidos (EUA) representa a 4°
causa de infec¢bes sanguinea, correspondendo 8 a 10% dos casos, devido ao aumento
de 500% em sua incidéncia, a partir da década de 80 (PFALLER; DIEKEMA, 2007,
DIEKEMA et al., 2012).

A candidemia é um importante problema em hospitais terciarios, sendo que em
2006 foi documentada, em hospitais de S&o Paulo, a incidéncia de candidemia de 2,49
casos por 1000 admissdes (COLOMBO et al., 2006).

O desenvolvimento desta fungemia em pacientes hospitalizados pode aumentar a
média de internacdo hospitalar em 10 dias e elevar a mortalidade em 14,5 a 49% (GIRI;
KINDO, 2012; DELUCA et al., 2012). Assim, sua incidéncia e epidemiologia variam
de acordo com a situagdo geogréfica do paciente (BERGAMASCO et al., 2012).

A terapia antifungica utilizada durante a década de 90 era a classe dos azoles e,
além disso, a maioria das espécies relacionadas a candidemia eram C. albicans. Em
2005, surgiram as equinocandinas, consideradas a primeira linha de tratamento para
candidose invasiva em diversos pacientes, principalmente aqueles expostos aos azoles
recentemente (PFALLER et al., 2011; DIEKEMA et al., 2012).

Pela existéncia de diferencas na epidemiologia dessa micose, 0 monitoramento
das tendéncias sobre a verdadeira incidéncia, sua distribuigéo e perfil de suscetibilidade
a antifngicos tornou-se necessario (COLOMBO et al., 2006; YAMAMOTO et al.,
2012; PFALLER et al., 2012; BERGAMASCO et al., 2012).

O objetivo desse estudo retrospectivo no Rio Grande do Sul, Brasil, foi descrever
os casos de candidemia por Candida albicans diagnosticados no periodo de 1999 a
2009, determinando os fatores de riscos e o perfil de suscetibilidade antifingica desses

isolados.
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PACIENTES E METODOS

1. Populacéo de estudo

Foram revisados, de forma retrospectiva, os casos de candidemia diagnosticados
no Laboratorio de Micologia da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, RS, Brasil,
durante o periodo de 1999 a 2009.

Os casos de candidemia incluidos no estudo foram aqueles que pelo menos uma
hemocultura foi positiva para Candida albicans. Os isolados foram identificados através
do método automatizado ID 32C (bioMéurieux®, Marcy I'Etoile, Franca).

As variaveis estudadas foram: idade, género, situacdo geografica, fatores
predisponentes (distlrbios gastrointestinais, disturbios hematoldgicos, internacdo em
UTI, transfusdo e quimioterapia), doenca de base (cardiopatia, respiratoria,
gastrointestinal, urinaria, endocrinopatia, cancer e virus da imunodeficiéncia humana -
HIV), tratamento antifingico profilatico, manifestacbes clinicas, procedimentos
invasivos realizados (cirurgias, nutricdo parenteral, ventilagdo mecénica, hemodialise,
presenca de sonda, cateter e dreno), periodo de hospitalizacdo, tratamento realizado

(antifngico, uso de antibioticos e corticoides) e desfecho.

2. Antifungigrama

Os isolados de Candida albicans foram submetidos ao teste de suscetibilidade
antifangica frente ao fluconazol, anfotericina B e anidulafungina; de acordo com
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3, descritos no artigo de
Mattei et al. (2013).

Os isolados foram classificados como sensiveis (S), quando a concentracdo
inibitéria minina (CIM) foi <8ug/mL para o fluconazol, <lug/mL anfotericina B e
<2ug/mL para anidulafungina. E suscetivel dose-dependente (SDD) com CIM 16-32
pg/mL para o fluconazol e resistente (R) quando CIM >64pg/mL para fluconazol,

>2ug/mL para anfotericina B e >2pg/mL anidulafungina.

3. Analise Estatistica

Os dados foram analisados no software Stata versdo 11.0 (Stata Corp., College
Station, Estados Unidos), sendo utilizada a proporcéo para caracterizagdo da populacao
de estudo. A associacao entre as variaveis de exposicao e o obito foi avaliada por meio

da regressao semiparamétrica de Cox e interpretada pela razdo de risco (hazard ratio —
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HR), com intervalo de 95% de confianca (IC 95%). Para isto, interpretou-se o
comportamento da varidvel em resposta ao fim da exposi¢do no tempo, sendo que, para
cada paciente caracterizou a situagdo da sobrevivéncia, denominada de falha,
interpretada pelo tempo decorrido entre o diagndstico de candidemia até a ocorréncia do
evento de interesse. E também se definiu a situacdo de censura, quando o evento de
interesse ndo havia ocorrido até o final da observagdo, ou pela perda do paciente durante
0 acompanhamento. Para aplicacdo da regressdo de Cox, foi atendida a suposicdo de
riscos proporcionais através de metodo grafico descritivo e valor de p<0,05 para
rejeicdo da hipotese de que os riscos sdo proporcionais (ALTMAN, 1991). As variaveis
cujas associagbes mostraram o valor de p<0,20 e atenderam também ao critério da
proporcionalidade do risco foram selecionadas para integrarem o modelo de regressao
multivariado.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de

Misericordia de Porto Alegre, sob o parecer n° 183/10.

RESULTADOS

Foram diagnosticados 938 casos de candidose durante o periodo de 10 anos.
Destes 758 casos eram provenientes de hemoculturas, sendo que, 285 foram
identificados como isolados de C. albicans. Entretanto, estavam disponiveis somente
112 prontudrios, os quais foram possiveis revisar.

Os pacientes tinham idade de 1 dia a 87 anos, com mediana de 54 anos de idade.
A prevaléncia foi no grupo de adultos com 84%. Em relacdo ao género e a situagdo
geografica, 54% (n=61) dos pacientes pertenciam ao sexo feminino e eram da cidade de
Porto Alegre/RS.

Os  fatores  predisponentes com  maior  frequéncia  foram a
quimioterapia/radioterapia, seguidos de distarbios gastrointestinais. A doenca de base
foi céncer e, os procedimentos invasivos realizados foram utilizacdo de sondas,
cateteres e dreno (41%), seguidos de cirurgias (38%).

As manifestagdes clinicas foram febre (48%), vomitos (10%), dispneia (24%), dor
(33%) e tosse (12,5%). O tempo de internacdo variou de 3 a 180 dias, com mediana de
38 dias.

Apenas 6% dos pacientes receberam tratamento antifingico profilatico. O

tratamento antifungico utilizado na maioria dos casos foi fluconazol, sendo que, em
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casos de persisténcia do quadro clinico era utilizado em associacdo ou troca por
anfotericina B. O dbito ocorreu em 62% dos pacientes.

Na anélise univariada dos fatores associados a cadidemia nos 30 dias anteriores ao
obito foram idade, cancer e os 10° dias de internacdo; estdo descritos na tabela 1.

Enquanto que, na analise multivariada, o fator associado foi cancer (Tabela 2).

Tabela 1. Fatores associados aos 30 dias anteriores ao desfecho através da analise

univariada em pacientes com candidemia por Candida albicans.

Variavel Alta Obito Valor p
(n=43) (n=69)

Idade em anos (mediana) 42 (0-83) 54 (0-87) 0,04

Género M:F 48:52 48:52 1,00

Céncer, n (%) 10 (24) 32 (46) 0,05

Cirurgias, n (%) 14 (33) 23 (33) 0,53

Utilizacdo de cateteres, sondas e 15 (35) 29 (42) 0,98

drenos, n (%)

Ventilagdo mecénica, n (%) 3(7) 5(7) 0,82

Uso de antibiéticos, n (%) 17 (40) 31 (45) 0,77

Quimioterapia, n (%) 5(12) 10 (15) 0,95

10 primeiros dias de internacéo, 12 (28) 42 (61) 0,01

n (%)

Tratamento, n (%) 0,99
Fluconazol 13 (30) 24 (35)
Anfotericina B 3(7) 5(7)

Associagao* 6 (14) 12 (17)
Sem tratamento 11 (26) 23 (33)

M:F — masculino:feminino

*Associacdo: fluconazol e anfotericina B
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Tabela 2. Fatores associados aos 30 dias anteriores ao desfecho, através da

analise multivariada em pacientes com candidemia por Candida albicans.

Variavel HR (1C 95%) Valor de p
Idade (mediana) 1,44 (0,86 — 2,39) 0,16
Cancer 2,41 (1,42 —4,09) 0,001
Ventilacdo mecéanica 0,36 (0,13-1,02) 0,06

HR - razdo de risco, IC — intervalo de confianca

Em relacdo ao teste de suscetibilidade, todos os isolados foram sensiveis a
anidulafungina e anfotericina B, enquanto que, um isolado foi resistente ao fluconazol.
Além disso, quatro isolados foram classificados como sensiveis dose-dependente ao
fluconazol (Tabela 3).

Os pacientes correspondentes aos isolados que foram classificados como SDD e R
ao fluconazol evoluiram para morte, sendo que destes, trés pacientes iniciaram o
tratamento com fluconazol e ap6s, houve mudangca do antifungico, utilizando

anfotericina B.

Tabela 3. Suscetibilidade antifingica dos 112 isolados dos casos de candidemia por C.
albicans durante o periodo de 10 anos (1999 a 2009).

Sensivel SDD Resistente
Farmacos
n (%) n (%) n (%)
Fluconazol 107 (96) 4 (2,6) 1(1,4)
Anfotericina B 112 (100) - 0(0)
Anidulafungina 112 (100) - 0 (0)

SDD: Sensivel dose-dependente

DISCUSSAO

Nos Gltimos 10 anos, varios estudos tém descrito a epidemiologia da candidemia,
demonstrando a importancia desta fungemia em pacientes criticamente enfermos
(VIUDES et al.,, 2002; PASQUALOTTO et al.,, 2005; COLOMBO et al., 2006;
BERGAMASCO et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2012; DIEKEMA et al., 2012).
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Outras espécies nao albicans estdo sendo diagnosticadas como agentes causadores
da candidemia, porém a C. albicans continua sendo a espécie de maior prevaléncia,
justificando a necessidade de estudos mais aprofundados sobre essa levedura. Assim,
em nosso estudo, 38% dos casos revisados de candidemia foram identificados como
Candida albicans, concordando com Colombo et al. (2006) que realizou estudo no
Brasil e Diekema et al. (2012), nos Estados Unidos da América (EUA).

Os fatores associados que contribuem para o desenvolvimento da candidemia séo
bem conhecidos (PASQUALOTTO et al., 2005, COLOMBO et al., 2006;
YAMAMOTO et al.,, 2012; PFALLER et al., 2012), de modo que, os resultados
observados nesse estudo retrospectivo do sul do Brasil concordam com os dados ja
descritos.

De acordo com o fator idade, comparado-o com outro estudo realizado no Brasil,
(COLOMBO et al., 2006) a mediana de idade dos nossos pacientes foi maior e com
prevaléncia no grupo de adultos. Enquanto que, a variavel género, houve predominancia
do feminino, contrariando outros estudos que descreveram que a maioria era do sexo
masculino (PASQUALOTTO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; PFALLER et al.,
2012).

Os  fatores  predisponentes com  maior  frequéncia  foram a
quimioterapia/radioterapia, seguidos de distarbios gastrointestinais, o que discorda de
Pasqualotto et al. (2005), no qual relataram a maior frequéncia através da transfusao
sanguinea.

Como foi descrito em outros dois estudos realizados em hospitais no Brasil, a
doenca de base com maior frequéncia diagnosticada foi cancer (PASQUALOTTO et al.,
2005; COLOMBO et al., 2006). Constatamos que, a possibilidade de ocorréncia de
candidemia em pacientes oncologicos foi 2,4 vezes maior (Tabela 2). Além disso, de 20
a 55% dos casos de candidemia estdo relacionados ao cancer (TORTORANO et al.,
2004; ALMIRANTE et al., 2005) e com predominancia da espécie C. albicans
(BERGAMASCO et al., 2012). Entretanto, Diekema et al. (2012) descreveu que nos
EUA, poucos casos de candidemia ocorreram em pacientes oncoldgicos.

Os fatores de prognostico em pacientes oncolégicos com candidemia tém sido
descritos em diversos estudos, que incluem netropenia, gravidade da doenca,
disseminagdo, presenca de comorbidades como, falha renal, idade avangada,
permanéncia em UTI, utilizacdo de ventilagdo mecénica e corticoide (BERGAMASCO
etal., 2012).
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A utilizacdo de cateteres, um procedimento invasivo, que possibilitaria a
colonizagdo e desenvolvimento da candidemia ja foi descrita por outros autores
(PASQUALOTTO et al., 2005; DIEKEMA et al., 2012; PFALLER et al., 2012). Em
Barcelona, um estudo descreveu que 89% dos pacientes com candidemia continham
cateter venoso central, demonstrando a possibilidade da colonizacdo e o
desenvolvimento da fungemia (LOPEZ-MEDRANO et al., 2012)

A manifestacdo clinica mais frequente observada nos pacientes foi febre,
demonstrando que havia um processo inflamatorio, porém este ndo é um sinal
especifico da candidemia (COLOMBO et al., 2006).

O tempo médio de internacao foi 18 dias maiores do que descrito por Colombo et
al. (2006), aumentando os gastos com hospitalizagéo e favorecendo o desenvolvimento
de enfermidades.

A exposicdo prévia ao fluconazol pode resultar em falha terapéutica, com o
surgimento de espécies ndo sensiveis a este, sendo um fator forte e independente
associado a candidemia (COLOMBO et al., 2006). Entretanto, poucos pacientes
receberam tratamento antifungico profilatico e quando submetidos ao teste de
suscetibilidade, a maioria foi sensivel ao fluconazol.

O tratamento antifungico utilizado na maioria dos casos foi fluconazol,
discordando de outros estudos, no qual o tratamento inicial descrito foi anfotericina B
(PASQUALOTTO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006). Pfaller et al. (2012) relatou
sucesso na utilizacdo da terapia combinada ou em sequéncia de fluconazol e
equinocandina, enquanto que, em nosso estudo foi utilizado fluconazol e anfotericina B.

A taxa de alta em nossos pacientes foi baixa, sendo que essa observagdo j& havia
sido descrita em outros estudos no Brasil (PASQUALOTTO et al., 2005; COLOMBO
et al., 2006). Entretanto, Pfaller et al. (2012) descreveu um percentual de 62% de alta.
Para diminuir a taxa de mortalidade nesses pacientes deve-se prevenir o surgimento da
candidemia em pacientes criticamente enfermos e aumentar as opg¢des de tratamento.

Com a utilizacédo de testes de suscetibilidade antifingica in vitro podemos detectar
isolados de Candida spp. potencialmente resistentes, auxiliando no tratamento eficaz e
rapido da candidose (PFALLER et al., 2011). A resisténcia antifungica foi observada
em apenas um isolado ao fluconazol. A sensibilidade de isolados de C. albicans
provenientes do sangue frente a este farmaco ja foi descrita por Antunes et al. (2004).

Pfaller et al. (2008) testou 41 isolados resistentes ao fluconazol frente a

anidulafungina e observou que todos foram sensiveis. A resisténcia cruzada entre os
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dois farmacos ainda ndo foi relatada, porém ainda ndo foi confirmada que essa
resisténcia ndo exista (PFALLER et al., 2011).

O presente estudo apresenta algumas limitagdes. Como foi realizado de forma
retrospectiva, perdemos algumas informacGes que poderiam interferir nas variaveis
estudadas. Além disso, foi realizado em um unico hospital, mesmo sendo de referéncia
e receber pacientes de todo estado do Rio Grande do Sul. E ainda, reforcamos a
necessidade de uma vigilancia epidemioldgica continua para acompanharmos as

possiveis mudancas dessa micose.

CONCLUSAO

Os casos de candidemia por Candida albicans diagnosticados durante 10 anos
ocorreram com maior frequéncia em mulheres adultas, com presenca de cateteres e
cancer. Observamos que houve maior chance de ocorréncia desta em pacientes
oncoldgicos. O percentual de alta dos pacientes foi baixo. E a maioria dos isolados

testados foram sensiveis aos trés farmacos utilizados.
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Artigo 4.3

UTILIZACAO DO AGAR E CALDO MUELLER-HINTON NA PROVA DO TUBO
GERMINATIVO

Mattei, A.S.; Alves, S.H.; Severo, C.B.; Guazzelli, L.S.; Oliveira, F.M.; Severo, L.C.

O artigo serd encaminhado para a publicacdo na Revista Mycoses.
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Resumo

Candida albicans é frequentemente isolada em amostras clinicas, assim a sua
diferenciacdo presuntiva de outras espécies ndo-albicans é baseada na habilidade de
formar o tubo germinativo em soro humano. Entretanto, existem duas espécies que
também possuem essa caracteristica, C.dubliniensis e C.africana. O objetivo foi
comparar quatro diferentes substratos para a realizacdo da prova do tubo germinativo
(TG). Utilizou-se 140 isolados de Candida spp. (135 C. albicans, 4 C. tropicalise 1 C.
dubliniensis) identificadas através de meio automatizado. A prova do TG foi utilizando
soro previamente congelado e fresco, caldo e agar Mueller-Hinton (MH). O TG através
da técnica do soro a fresco foi identificado em 96% (130/136), 94% (128/136) atraves
do soro congelado, 92% (125/136) no agar e 90% (122/136) no caldo MH. A
sensibilidade de cada teste foi maior que 90% e especificidade de 100%. Tanto o caldo
quanto o 4gar MH foram capazes de identificar apenas os verdadeiros positivos e ndo
ocorrendo falsos positivos, porém deixaram de identificar alguns isolados de
C.albicans. O &gar e o caldo MH podem ser utilizados na rotina laboratorial, uma
alternativa na identificacdo do tubo germinativo.

Palavras-chaves: identificacdo, tubo germinativo, Mueller-Hinton, Candida albicans
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INTRODUCAO

A identificacdo répida de isolados de espécies de Candida em laboratorios
clinicos tornou-se ainda mais importante, pois a alta incidéncia da candidose aumenta
na mesma proporcao do crescimento de nimeros de pacientes com risco de desenvolver
infeccdo por Candida albicans [1].

A diferenciacdo presuntiva rapida entre C. albicans e espécies ndo-albicans é
frequentemente realizada com base na habilidade dos isolados evidenciarem tubos
germinativos no soro [2]. Entretanto, até 2008, acreditava-se que apenas C. albicans e
C. dubliniensis seriam capazes de formar o tubo germinativo. C. africana, uma nova
espécie do género também possui tal caracteristica [3]. Além disso, C. tropicalis pode
formar pseudohifas muito semelhantes ao tubo germinativo, porém ha a presenca de
uma constricao, o que muitas vezes dificulta a diferenciacéo das espécies [4].

Um método simples, rapido, seguro e pratico que facilite a rotina laboratorial para
diferenciacéo de C. albicans de outras espécies tornou-se necessario [5]. Em 2007, uma
nova técnica utilizando o dgar Mueller-Hinton para a producdo do tubo germinativo, na
qual seria mais segura quando comparada com o método convencional [2].

O objetivo desse estudo foi comparar quatro substratos para a realizacdo da prova

do tubo germinativo.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 140 isolados clinicos de Candida spp., sendo 135 C. albicans, 4 C.
tropicalis e 1 C. dubliniensis provenientes de candidose em diversos sitios anatbmicos,
identificadas através do meio automatizado 1D 32C (biomerieux®, Marcy I'Etoile,
Franca).

Os substratos para a producdo de tubos germinativos (TG) incluiram: a) soro
previamente congelado; b) soro fresco; c) caldo Muller-Hinton (MH); d) agar Mueller-
Hinton. Os in6culos constituiram-se um fragmento de col6nia para os tubos contendo
0,5 mL de soro ou caldo MH e 10 uL de uma suspensdo padronizada (0,5 da escala de
McFarland) para o agar MH, imediatamente coberta por laminula estéril. A incubacéo
foi a 37°c por 2h para todas as técnicas.
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A visualizacdo da emisséo de tubo germinativo a partir dos soros e caldo MH foi
realizada da forma convencional e as placas com &gar MH em microscopio éptico em
objetivas de 10 e 40x. As quatro técnicas foram comparadas e calculadas as

sensibilidade e especificidade de cada uma.

RESULTADOS

No soro a fresco a emissdo do TG ocorreu em 96% (130/136) das amostras, no
soro previamente congelado a emissdo do TG foi de 94% (128/136). No agar MH 92%
(125/136) e no caldo MH 90% (122/136) das amostras produziram tubos germinativos
(Tabela 1).

Em nenhum dos quatro substratos ocorreu a formacao do TG nas quatro amostras
de Candida tropicalis, apresentando uni a multibrotamentos nos blastoconidios e
filamentos com constricdo, os quais foram facilmente visualizados através do agar e
caldo MH quando comparados com soro congelado e a fresco.

Em todas as técnicas avaliadas, a sensibilidade foi maior que 90% e a
especificidade foi de 100%. No caldo e no &gar MH, as amostras emitiram somente
tubos germinativos verdadeiros, isto €, com auséncia de constricdo entre o tubo
germinativo e a célula leveduriforme; todavia, ndo foram capazes de identificar alguns
isolados de C. albicans.

Através do caldo MH foi possivel observar grande quantidade de brotamentos nos
blastoconidios em comparagdo com as outras trés técnicas. Além disso, a formacdo do
TG foi melhor visivel no agar e caldo do que nas outras duas técnicas, ndo deixando
duvidas quanto a presenca ou auséncia da constricéo.

Em todas as técnicas, C. dubliniensis emitiu tubo germinativo.

DISCUSSAO

O TG é uma alternativa simples e barata em compara¢do com outras técnicas de
diagnostico rapido e pode ser utilizado em laboratérios que tentam trabalhar
economicamente [4,6]. A formacdo do TG pela C. albicans ocorre frequentemente
quando existem condicdes desfavoraveis, resultado da conversdo da forma

leveduriforme para filamentosa, além da existéncia de pseudohifas [1].
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O método classico que utiliza soro humano possui sensibilidade entre 91 a 100% e
especificidade de 95 a 100%, amplamente utilizado h&d muitos anos em laboratérios [4],
nossos resultados estdo de acordo com estes parametros. Apesar da simplicidade e baixo
custo, a filamentacdo em soro apresenta como desvantagem a necessidade do inoculo
ser padronizado. Outra desvantagem é a ma interpretacdo do observador das extensdes
de blastoconidios como TG, tempo de incubacéo correto e o pool de soro poderia estar
contaminado com HIV e virus da hepatite [2].

Na tentativa de superar tais inconvenientes, tém sido propostos outros meios,
como soro de animais, dgua peptonada, tryptic soy broth (TSI), caldo Sabouraud, Caldo
Infusdo cérebro-coragdo (BHI) e caldo RPMI-1640, porém apresentando baixa
sensibilidade [4]. Kim et al. [1] comparou a formag&o do TG em soro de coelho a 37°C
com yeast extract peptone dextrose (YEPD) a 39°C e observou maior sensibilidade e
especificidade através do YEPD.

Em nosso estudo, a formacdo do TG através do dgar MH foi facilmente observada
e ja havia sido descrita por Rimek et al. [2], apontando a possibilidade da utilizacdo do
caldo MH, sendo uma vantagem a facil diferenciacdo da presenca ou auséncia da
constricdo entre a extensao e o blastoconidio.

O 4gar MH ¢ utilizado em testes de suscetibilidade de Candida sp. através da
disco-difusdo frente ao fluconazol, anfotericina B, posaconazol e voriconazol; com
resultados semelhantes ao meio padrdo utilizado no e-test [5,7,8,9]. Além disso, 0 meio
padrdo é mais caro e necessita de equipamentos especificos para utiliza-lo [9].

Tanto o caldo quando &gar MH deixaram de identificar 11 e 14 isolados
respectivamente, isso poderia ser explicado pela existéncia de alguns isolados de C.
albicans apresentarem TG negativo [4].

Nos quatro meios testados ndo houve a formacdo do TG nos isolados de C.
tropicalis, o que aponta para 100% de especificidade; este resultado também foi
observado por Rimek et al. [2]. Através do caldo e agar MH foi facilmente visualizada a
constricdo entre a extensdo formada a partir do blastoconidio, ndo existindo davidas
sobre a presenca do TG. Entretanto, Hilmioglu et al. [4] descreveu que com o passar das
horas de incubacdo, a sensibilidade de todos os meios que havia testado aumentavam e a

especificidade diminuia.



58

CONCLUSAO

O é&gar e o caldo Mueller-Hinton podem ser utilizados na prova do tubo
germinativo, com sensibilidade e especificidade altas, sendo substratos alternativos na

rotina laboatorial.
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Tabela 1. Comparacdo de quatro técnicas para a producdo de tubo germinativo em

isolados clinicos de Candida spp.

AMOSTRAS SORO SORO AGAR CALDO
CONGELADO FRESCO MH MH
Candida albicans
(n=135) 129 127 124 121
Candida tropicalis
(n=4) 0 0 0 0
Candida
dubliniensis (n=1) 1 1 1 1
Total 130 128 125 122
S/IE 96/100% 95/100% 92/100% 90/100%

MH: Mueller-Hinton; S/E: Sensibilidade/Especificidade
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Resumo

Introducdo: Candida albicans sdo comensais, entretanto, se ocorrer interferéncia na
microbiota residente ou defesa imune estiver debilitada, esta levedura pode causar
infeccdes. Existem muitos fatores que contribuem para a viruléncia e patogenicidade
dessa levedura, incluindo a producdo do tubo germinativo e enzimas hidroliticas
extracelulares, especialmente a fosfolipase e proteinase. Esse estudo objetivou
investigar in vitro a formacao do tubo germinativo, atividade da fosfolipase e proteinase
em espécies de C. albicans provenientes de hemocultivos. Métodos: Foram utilizados
153 isolados de C. albicans provenientes de hemocultivos e analisados de acordo com a
producdo do tubo germinativo, atividade da fosfolipase e proteinase. As técnicas
utilizaram agar gema de ovo, meio de cultura contendo soro bovino e soro humano. O
estudo foi realizado em duplicata. Resultados: O percentual dos isolados que
produziram proteinase foi 97% e 78% dos isolados produziram fosfolipase. O tubo
germinativo foi positivo em 95% dos isolados. A maioria dos isolados apresentaram
producdo baixa de fosfolipase e alta producdo de proteinase. Conclusdo: Candida
albicans provenientes de hemocultivos possuem fatores de viruléncia, como enzimas
hidroliticas e formacéo de tubo germinativo, sendo que em condicdes favoraveis seriam
capazes de causar infecgao.

Palavras-chaves: viruléncia, tubo germinativo, fosfolipase, proteinase, Candida
albicans, candidemia

Abstract

Introduction: Candida albicans are commensals, however, if the balance of normal
flora is disrupted or the immune defenses are compromised, its can cause disease
manifestations. Several attributes contribute to the virulence and pathogenicity this
yeast, including the production of germ tube and extracellular hydrolytic enzymes,
particularly phospholipase and proteinase. This study aimed to investigate the germ tube
production, activity of phospholipase and proteinase in bloodstream isolates of C.
albicans. Methods: One hundred and fifty-three isolates of Candida albicans were
obtained from blood samples and were analyzed for germ tube, phospholipase and
proteinase production. The assays were performed in egg yolk medium, a medium
containing bovine serum albumin and human serum. The study was performed in
duplicate. Results: The percentage of isolates which produced detectable amounts of
proteinase was 97% and 78% of isolates produced phospholipase. The percentage
production of germ tube was 95% of isolates. The majority of isolates were considered
to have low phospholipase production and hight proteinase production. Conclusion:
Boodstream isolates of Candida albicans produce virulence factors, such the germ tube
production and hydrolytic enzymes production; that in favorable conditions would be
capable of causing infection.

Keywords: virulence, germ tube, phospholipase, proteinase, Candida albicans,
candidemia
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Introducion

Candida albicans is a common coloniser of human skin and mucosal surfaces,
and balance between colonization and candidiasis depends on the ability of its in
modulating the expression of virulence factors in response to the environmental
changes, combined with the competence of the hosts immune system®.

Several virulence factors of Candida albicans have been discovered or proposed,
including adhesion, hyphal formation, germ tube (GT), phenotypic diversity and
production of extracellular hydrolytic enzymes, such as phospholipases and
proteinases®>*°°.

The hydrolytic enzymes destroy or disorganize elements of the host cell
membranes, leading to membrane dysfunction and/or physical disruption.
Phospholipases act by invading and causing tissue damage in host cells, rupturing the
epithelial cell membranes and allowing the ends of hyphae penetrate the cytoplasm.
Proteinase production is important for increasing the ability of certain organisms to
colonize and penetrate the host tissue and deceive the host immune system, breaking a
significant number of important proteins for immunity, such as immunoglobulins,
complement proteins and cytokines®>’®°. The GT production can be induced from the
yeast cell and developed into the mycelia form. This morphological transition can be
induced by changes in a variety of environmental factors and the action of immune
system blocked*°.

Due to the increased incidence of invasive infections by Candida albicans,
interest in the study of virulence factors of these species has intensified, to establish
strategies for the prevention and control of candidiasis, and also to identifie possible
targets for the development of new therapeutic interventions”**. However, the studies
about the relationship between GT production and hydrolytic enzymes activity in
bloodstream isolates are scarce”*2.

Thus, this study aimed to investigate the in vitro the germ tube production,
activity of phospholipase and proteinase in bloodstream isolates of C. albicans, such as

virulence factors.
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Methods

One hundred and fifty-three isolates of Candida albicans were obtained from the
blood samples identify through ID 32C assay (BioMérieux — Marcy-1’Etoile, France)
and were analyzed for germ tube, phospholipase and proteinase production as previous
described by Mohan & Ballal® e Vidotto et al.® The standard strain C. albicans ATCC
28367 (American Type Culture Collection, Rockville, Md) was included in the
experiments.

The inoculum of yeast cells was made from stock cultures and incubated for 24
hours at 37°C in Sabouraud dextrose agar and standardized to 0.5 McFarland turbidity
range at densitometer (BioMérieux — Marcy-I’Etoile, France).

The isolates were screened for their extracellular phospholipase activity by
growing them on egg-yolk agar and measuring the size of the zone of precipitation.
Briefly, the egg-yolk medium consisted of 22.5g malt agar, 29.2g NaCl, 0.28g CaCl,
and 10% sterile egg yolk. Extracellular phospholipase activity was detected by
inoculating 10 pL aliquots of the yeast suspension (approximately 10° yeast cells/mL)
into the wells punched onto the surface of the egg-yolk medium. The diameter of the
precipitation zone around the well was measured after incubation at 37 °C for six days.
Phospholipase activity (Pz value) was determined by the ratio of the diameter of the
colony to the total diameter of the zone of precipitation.

Determination of the protease production was performed in agar containing
bovine albumin serum. A solution was prepared by dissolving 11.7g yeast carbon base,
0.1g yeast extract and 2g bovine serum albumin in 200 mL of distilled water. The
solution was sterilised by filtration, and added to a previously sterilised stock solution
of 16g of Agar-Agar in 800 mL of distilled water. After inoculation, plates were
incubated at 37°C, and results were recorded after 6 days of incubation. The plates were
fixed with 20% trichloracetic acid and stained with 1.25% amidoblack.
Descolouruzation was performed with 15% acetic acid. Enzyme activity was measured
as the diameter of a lytic area around the growth on serum.

The measure (Pz) was determined as the ratio of the diameter of the colony to the
total diameter of the colony plus the precipitation zone, and was scored and categorised
as follows: Pz-1 (negative); 0.35-0.5 (high producers); 0.51-0.74 (moderate producers);
and 0.75-0.9 (low producers). Each isolate was tested in duplicate and the enzymes

activities values were recorded as the average of the two measurements.
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The germ tube (GT) induction was defined as filamentous out-growth from a
blastoconidium at least twice as long as the parent cell without constriction at the
junction. The isolated colony of yeast cells was inoculated in glass tubes with 1 ml of
human serum, then incubated at 37°C for 2h. A drop of yeast inoculum was then placed
on a clean microscope slide, a coverslip was placed on the slide. The examination of the
wet mount preparation under the 40x microscope objective and tests were performed in

duplicate.

Results

Phospholipase activity in Candida albicans isolates was detected in 78%
(120/153) and proteinase activity in 97% (148/153) of the isolates studied.

The mean values of the isolates tested demonstrated Pz 0.79, varying degrees of
phospholipase activity (Pz value: 0.48-1.00). The average Pz value for proteinase
activity was 0.71 with ranged from 0.49 and 1.00.

The isolates were categorized by phospholipase and proteinase production
enzymatic, described in table 1. The majority of C. albicans isolates that showed
enzymatic activity were considered to have very strong proteinase activity and low
phospholipase activity. In the present study, 73% of the isolates produced both
phospholipase and proteinase.

The GT induction was positive in 95% (146/153) of Candida albicans isolates

from bood culture.

Discusion

For the past several years yeasts in the genus Candida continue to be amongst the
most important etiologic agents of nosocomial infection. The considerable increase in
deep-seated candidemia is most commonly observed in patients in ICUs, those with
indwelling catheters or receiving oncological treatment, organ transplant recipients, and
other immunocompromised individuals subjected to heavy therapeutic protocols > %2,
The many studies about the exoenzymes activity are frequent in Candida spp.

1,3,7,8,9,12,14 2,12

isolates from mucosal surface , While, in bloodstream isolates are scarce

The virulence in Candida spp. is believed to be due not to a single virulence factor but
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to the combination of several factors?, besides the colonization different anatomic
sites’.

Phospholipases and proteinases of C. albicans are considered important virulence
factor, the absence or lowered expression of these enzymes may indicate the less
virulent nature of Candida species®.

In our study, 78% and 97% of the isolates showed phospholipase and proteinase
activity, respectively. Mohan & Ballal® found similar percentages at phospholipase,
however, the proteinase activity was 44%, suggesting that our isolates would be more
virulent when compared.

Few studies have investigated phospholipase and proteinase production together
in the same strains. In this study, 73% of the isolates produced both phospholipases and

I** observed that

proteinases, agreement with D Eca Janior et al.” e Kantarcioglu & Yuce
60 and 93% of C. albicans isolates, but were isolated form different anatomic sites.

In a other similar study, the enzymatic activity indicated that all Candida albicans
isolates were pathogenic?, however, the present study showed no activity in 38 isolates
at least a hydrolytic enzyme.

The GT observation was positive in 95% of the isolates. The high production of
phospholipase was observed in the 13 of this isolates with GT positive. Vidotto et al.*?
described the correlation between high phospholipase activity and GT production in the
oral isolates examined, which suggest that these capabilities are needed for the
colonization and infection of the oral cavity by C. albicans. It is possible that the high
phospholipase activity and GT production can facilitate the penetration through the
mucosa, since the phospholipase activity is particularly concentrated at the tips of the
hyphae.

Ghannoum* and D'Eca Jinior et al.” suggested that quantity of phospholipase
produced by C. albicans varied with the specific isolate and correlation with the site of
infection.

In the present research, C. albicans bloodstream isolates produced extracellular
phospholipase and proteinase. Blood isolates generally produce much higher levels than

isolates from wounds or urine®*,
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Conclusion
Boodstream isolates of Candida albicans produce virulence factors, such the germ
tube production and hydrolytic enzymes production; that in favorable conditions would

be capable of causing infection.
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Table 1. Distribution of 153 bloodstream C. albicans isolates, according to

phospholipase and proteinase production

Production of Candida albicans

extracellular

Phospholipase Proteinase

hydrolytic
enzymes (Pz) ") ")
High (0.35-0.5) 17 81
Moderate 38 56
(0.51-0.74)
Low 65 11
(0.75-0.99)
Negative (1) 33 5
Total 153 153

Pz: activity zone for phospholipase and proteinase
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RESUMO

Candida albicans é uma espécie comum da microbiota residente orofaringea e
gastrointestinal, tornando-se patogénica em condicGes favoraveis. Outras espécies desse
género adquiriram essa caracteristica, como por exemplo, C. dubliniensis, diferenciada
apenas por teste genotipico. O objetivo foi utilizar testes fenotipicos para a
diferenciagdo de C. albicans de C. dubliniensis. Foram utilizados 153 isolados
provenientes de hemocultivos pertencentes a micoteca de um hospital, identificados
como C. albicans através do kit comercial durante o periodo de 1999 a 2009. As cepas
foram subcultivadas e as col6nias identificadas através de testes fenotipicos (formacéo
do tubo germinativo, &gar fubd, termotolerancia, meio niger e hiperténico), molecular
(espectrometria de massa) e genotipico. Nos testes de espectrometria de massa, agar
fubd, caldo niger e caldo hipertdnico todas as cepas foram identificadas como C.
albicans. Entretanto, 146 cepas foram identificadas como C. albicans através dos testes
fenotipicos &gar niger, &gar hipertbnico e termotolerancia. A emissdo do tubo
germinativo ocorreu em 148 (96%) cepas testadas. A identificacdo genotipica foi
realizada em sete cepas, as quais foram presuntivamente identificadas como C.
dubliniensis através dos testes fenotipicos citados anteriormente. Todas as sete cepas
foram identificadas como C. albicans. Dessa maneira, C. dubliniensis ndo foi
identificada nos isolados de hemocultivos pertencentes em nossa micoteca, concluindo
que todos os casos de candidemia diagnosticados eram causados por C. albicans. Os
testes fenotipicos de espectrometria de massa, agar fuba, caldo niger e caldo hipertdnico
concordaram com o teste genotipico, sendo que este ainda é o teste mais preciso para a
diferenciacdo das duas espécies.

PALAVRAS-CHAVES: fenotipico, molecular, PCR, Candida albicans, Candida
dubliniensis, hemocultivo
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INTRODUCAO

Candida albicans é uma espécie comum da microbiota residente orofaringea e
gastrointestinal, podendo tornar-se patogénica em condicdes favoraveis. Nas uGltimas
décadas, outras espécies desse género tornaram-se patogenos clinicamente importantes,
como por exemplo, C. dubliniensis (MAHNB et al., 2005; FERNANDEZ et al., 2010;
SILVEIRA-GOMES et al., 2011).

C. dubliniensis ¢ muito semelhante fenotipicamente a C. albicans, diferenciadas
apenas por teste genotipico (ALVES et al., 2002; LORETO et al., 2010). Essa espécie €
comumente isolada de amostras clinicas da cavidade oral de pacientes HIV positivos
(LORETO et al., 2010; CHOWDHARY et al., 2011). Além disso, esté relacionada com
casos sisttmicos em pacientes HIV negativos, em particular neutropénicos pela
quimioterapia e transplantados de 6rgaos solidos ou medula 6ssea (ODDS et al., 1998;
FERNANDEZ et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011). A incidéncia dessa levedura em
casos de infecgdes sisttmica é de 2%, contudo os relatos de casos tém aumentado,
provavelmente pela maior disponibilidade de testes acurados na diferenciacdo de C.
albicans (FERNANDEZ et al., 2010).

A diferenciacdo entre essas duas espécies tornou-se essencial quando isolados de
C. dubliniensis demonstraram resisténcia ao fluconazol, resultando em fracasso no
tratamento com esse antifingico (AKGUL; CERIKCIOGLU, 2009; MAHNB et al.,
2005; SILVEIRA-GOMES et al., 2011).

Os testes fenotipicos sdo de grande utilidade na rotina laboratorial. Possuem alta
reprodutibilidade e custo baixo, reduzindo o tempo de diagndstico e direcionando para
terapia antifungica mais adequada; porém ndo caracterizam o diagnéstico definitivo. O
teste molecular permite a identificacdo definitiva, porém necessita de equipamentos
com alto custo e mao de obra especializada (PASLIGH et al.,, 2010; ESTRADA-
BARRAZA et al., 2011; RIBEIRO et al. 2011; SILVEIRA-GOMES et al., 2011,
PUTIGNANI et al., 2011).

O objetivo do trabalho foi pesquisar Candida dubliniensis em isolados clinicos de
hemocultivos previamente identificados como C. albicans em um hospital de Porto

Alegre/RS, Brasil, durante o periodo de 10 anos.
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MATERIAL E METODOS

1. Isolados clinicos

Foram utilizados 153 isolados provenientes de hemocultivos pertencentes a micoteca
do Laboratério de Micologia, da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre/RS,
identificados como Candida albicans através do kit comercial ID 32C® (BioMerieux,
Marcy I'Etoile, Franga) durante o periodo de 1999 a 2009.

As cepas foram subcultivadas em &gar Sabouraud a 35°C por 24 horas e apds o
crescimento, as coldnias foram identificadas atraves de testes fenotipicos e genotipico.
Os testes fenotipicos utilizados foram: formagdo do tubo germinativo, agar fuba, meio
niger (caldo e agar) e meio hipertdnico (caldo e agar), termotolerancia e espectrometria
de massa. E o teste genotipico foi realizado através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) seguido de sequenciamento genético. Para o controle dos testes utilizou-se C.
albicans ATCC 28367 e C. dubliniensis CBS 7987.

2. Formagdo do tubo germinativo

Uma col6nia de cada isolado foi inoculada em 0,5 mL de soro humano e incubados a
37°C por 2h. A leitura foi realizada através de uma gota do indculo entre lamina e
laminula, observados ao microscépio 6ptico em objetiva de 40x.

3. Presenca e estrutura de clamidosporos
a) Microcultivo em agar fuba

As cepas foram subcultivadas em agar fuba (farinha de milho e Tween 80) e
incubadas a 37°C por 48h. Através de uma laminula, observa-se a presenca de
abundantes clamidosporos formando pares ou trios nas extremidades das hifas em
isolados de C. dubliniensis, enquanto que, C. albicans apresenta clamidosporos
intercalares e terminais Unicos.

b) Agar e caldo niger (semente de Guizotia abyssinica)

As cepas foram subcultivadas em &gar niger (semente de Guizotia abyssinica,
glicose, hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,), creatinina, agar base) e incubados a
30°C por 48h. As colbnias de C. albicans séo de coloragdo branca a creme com bordo
liso, sem hifas ou clamidosporos. Enquanto que, C. dubliniensis possuem bordos
rugosos com franjas, presenca de hifas e clamidosporos abundantes. Para o caldo
(mesma composicao do agar niger, porém sem o agar base) as cepas foram repicadas em
tubos, incubadas a 30°C em estufa shaker a 2500 rpm/20h. Apds, uma alcada foi

observada entre lamina e laminula no microscopico Optico em objetiva de 40x. As cepas
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de C. albicans apresentam pequena quantidade de blastoconidios e C. dubliniensis,
clamidosporos em formato de cachos.

4. Crescimento em 45°C

As cepas foram subcultivadas em agar Sabouraud e incubadas a 45°C durante sete
dias, determinando a capacidade de crescimento nesta temperatura. A termotolerancia é
uma caracteristica de C. albicans, enquanto que, C. dubliniensis apresenta auséncia de
crescimento a essa temperatura.

5. Crescimento em agar e caldo hiperténico (NaCl 6,5%)

Foi preparado um inoculo de cada cepa, previamente subcultivadas em &gar
Sabouraud a 36°C por 24h, ajustado em densitdmetro (BioMerieux®) na escala 0,5
McFarland e diluido em 1:100. Ap6s 10uL foram semeados no agar (glicose, peptona,
agar base, NaCl) e caldo (Caldo Sabouraud e NaCl) hipertdnico e incubados a 28°C até
sete dias. O crescimento no agar foi avaliado como bom (+++), moderado (++), pouco
(+) e sem (-). No caldo observou se houve a presenga ou auséncia de turvacgdo. Assim,
C. dubliniensis n&o cresce nesses dois meios de cultura.

6. Espectrometria de massa

Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) realiza anélise das proteinas constituintes em cepas intactas, no qual
0 espectro de massa dessas proteinas € gerado e interpretado como um fingerprint
celular em um banco de dados, identificando o género e espécie das cepas testadas, de
acordo com a técnica descrita por Putignani et al. (2011).

7. Caracterizacao genotipica

As cepas caracterizadas como C. dubliniensis através dos testes fenotipicos foram
submetidas a caracterizacdo genotipica, através da extracdo do DNA total e
amplificagdo com o par de primer NL1 (5’"GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG?3’)
e NL2 (5’GGTCCGTGTTTCAAGGCGG3’) (O’DONNELL, 1993). Os produtos foram
enviados ao sequenciamento e comparados com o GenBank.

Os testes foram comparados, calculando a sensibilidade e especificidade de cada um.

RESULTADOS

Das 153 cepas utilizadas no estudo, 146 foram identificadas como C. albicans

através dos testes fenotipicos agar niger, agar hipertdnico e termotolerancia. Entretanto,
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nos testes MALDI-TOF MS, agar fub4, caldo niger e caldo hiperténico todas as cepas
foram identificadas como C. albicans (Tabela 1).
A emissdo do tubo germinativo ocorreu em 148 cepas testadas (96%).

Tabela 1: Testes fenotipicos utilizados na diferenciacdo de Candida albicans e C.

dubliniensis em 153 cepas provenientes de hemocultivos.

Candida
Testes fenotipicos albicans Sensibilidade Especificidade
n =153
Tubo germinativo 148 96% 100%
Agar fuba 153 100% 100%
Caldo niger 153 100% 100%
Agar niger 146 95% 68%
Caldo hipertonico 153 100% 100%
Agar hipertonico 146 95% 68%
Termotolerancia (45°C) 146 95% 68%
MALDI-TOF MS 153 100% 100%

MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry

No agar hiperténico, os resultados foram os seguintes: 73/153 cepas com pouco
crescimento (+), 54/153 cepas com crescimento moderado (++), 19/153 cepas com
crescimento bom (+++) e 7/153 sem crescimento (-).

Através do agar niger, as sete cepas apresentaram coldnias com bordo rugoso,
sugerindo que seriam C. dubliniensis. Contudo, ao observar estas no microscopio em
objetiva de 10x, os bordos das coldnias eram lisos.

A identificacdo genotipica, PCR, foi realizada em sete cepas, as quais foram
presuntivamente identificadas como C. dubliniensis através dos testes fenotipicos

citados anteriormente. Todas as sete cepas foram identificadas como C. albicans.
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DISCUSSAO

A diferenciacdo de Candida albicans de C. dubliniensis € uma necessidade
continua, tanto para auxiliar o tratamento da micose quanto para aspecto
epidemioldgico. Desse modo, varios testes fenotipicos tém sido propostos, com alta
sensibilidade e especificidade (ALVES et al., 2002; STAIB; MORSCHAUSER, 2005;
AKGUL; CERIKCIOGLU, 2009; ELLS et al., 2009; PASLIGH et al., 2010; LORETO
et al., 2010; SILVEIRA-GOMES et al., 2011; CHOWDHARY et al., 2011; BADER et
al., 2011; BILLE et al., 2012).

A incidéncia de C. dubliniensis em infeccbes sisttmicas € baixa,
aproximadamente 2% dos casos de candidemia (FERMANDEZ et al., 2010), e sua
prevaléncia também representa este percentual em micotecas com cepas estocadas e
identificadas como C. albicans (MAHNB et al., 2005).

Esses testes fenotipicos podem identificar falsos positivos, pois muitas cepas de
C. albicans possuem a habilidade em se parecer com C. dubliniensis, dificultando o
diagnostico e o tratamento (MAHNB et al., 2005). Além disso, sabe-se que isolados de
C. albicans armazenados por periodos longos podem produzir mudancas morfolégicas e
enzimaticas, assim, esse fendbmeno é conhecido como mudanca fenotipica (phenotypic
switching), sendo espontaneo, reversivel e frequentemente observado (SILVEIRA-
GOMES et al., 2011).

Ribeiro et al. (2011) descreveram que 48 cepas de C. albicans (n=200)
apresentaram abundantes clamidosporos e em formato de cachos através do agar fuba,
sendo identificados como C. dubliniensis. Esses dados sugeriram que o arranjo dessas
estruturas ndo permitiria a diferenciacdo entre as espéecies. Entretanto, em nosso estudo
todos os isolados apresentaram esses esporos intercalares e/ou terminais.

Em relacdo a emissdo do tubo germinativo, 96% das cepas de C. albicans foram
positivas; concordando com Méahnb et al. (2005) que descreveu que a maioria das cepas
de C. albicans testadas apresentaram tubo germinativo positivo. A auséncia do tubo
germinativo pode ocorrer em isolados dessa espécie, podendo explicar a falha do teste
(HILMIOGLU et al., 2007).

Atraveés do teste de termotolerancia, sete isolados de C. albicans ndo apresentaram
crescimento, sendo presuntivamente identificadas como C. dubliniensis. Esse fato ja
havia sido documentado por Chowdhary et al. (2011), Ribeiro et al. (2011) e Mahnb et
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al. (2005), e ainda, foi descrito que cepas de C. dubliniensis foram capazes de crescer a
temperatura de 45°C (MAHNB et al., 2005; PASLIGH et al., 2010).

Atraveés do agar niger houve contradicdo entre a macro e microscopia das colénias
das sete cepas identificadas como C. dubliniensis. Chowdhary et al. (2011) havia
relatado que 11 cepas de C. albicans apresentaram colénias com bordo rugoso com
pseudohifas, blastoconidios e clamidocosporos nesse meio de cultivo. Entretanto, o
caldo niger apresentou melhor desempenho, concordando com o teste genotipico, no
qual este € um meio que induz rapidamente a formacao abundantes dessas estruturas em
cepas de C. dubliniensis (STAIB; MORSCHAUSER, 2005).

O caldo e agar hipertonico discordaram na diferenciacdo das duas espécies, como
foi observado por Akgil & Cerikgioglu (2009) que descreveram a presenca de falso-
positivos no teste com &gar hipertdnico. Entretanto, Chowdhary et al. (2011)
demonstrou 100% de sensibilidade e especificidade utilizando o &gar, sugerindo que
esse possui vantagens quando comparado com o caldo. O crescimento no caldo é
baseado na turbidez do meio, o que pode ser confundido com contaminagdo microbiana.
Assim, Silveira-Gomes et al. (2011) descreveram que 8 isolados de C. albicans néo
apresentaram crescimento no caldo hiperténico. Entretanto, Alves et al. (2002)
demonstrou que todas as cepas de C. albicans testadas apresentaram crescimento visivel
e as cepas de C. dubliniensis ndo cresceram neste meio.

O MALDI-TOF MS tem sido aplicado como uma ferramenta util na analise
microbiana com base no perfil espécie-especifica, proporcionando uma alternativa
rapida e facil de usar, com precisdo na identificacdo no ambiente clinico (PUTIGNANI
et al.,, 2011). Diversos estudos tém comparado a eficacia desse teste com outros
métodos e demonstraram a identificacdo de 99% das leveduras testadas (BILLE et al.,
2012; BADER et al., 2011; PUTIGNANI et al., 2011), sendo considerado mais rapido e
cinco vezes mais barato do que o teste ID 32C® (BILLE et al., 2012).

A diferenciacdo definitiva dessas duas especies continua ocorrendo através do
teste genotipico. Além disso, as sequéncias obtidas podem ser comparadas e auxiliariam
no entendimento dos aspectos de viruléncia, resisténcia a antifingicos e mecanismos de
adesdo do género Candida (ELLS et al., 2009; LORETO et al., 2010).
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CONCLUSAO

A espécie Candida dubliniensis ndo foi identificada em isolados de hemocultivos,
concluindo que todos os casos de candidemia diagnosticados foram causados por C.
albicans. Os testes fenotipicos MALDI-TOF MS, &gar fuba, caldo niger e caldo
hiperténico concordaram com o teste genotipico.
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RESUMEN

La candidiasis es una de las micosis mas importantes entre las frecuentes infecciones
invasivas por hongos en pacientes hospitalizados; por esta razon, el tratamiento
antifungico es un desafio constante. Este estudio evalud la sensibilidad in vitro de
aislados clinicos de C. albicans procedentes de hemocultivos a fluconazol, de
anfotericina B y de anidulafungina; diagnosticados en un hospital del sur de Brasil. Para
los estudios de sensibilidad in vitro se aprobaron 153 aislados de C.albicans frente a los
farmacos mencionados, en concordancia con el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Se determinaron las concentraciones inhibitorias y fungicidas minimas
(CMI y CMF, respectivamente) de cada farmaco y el punto de corte epidemiol6gico
(ECV). Todas las cepas fueron susceptibles a anidulafungina, con la CMI y CMF
<lpg/mL; sin embargo, cuando comparado con el ECV, un 3% de los aislados presento
valores mas altos. Con relacion al fluconazol, un 96% fue sensible; un 3%, susceptible
dosis-dependiente; y un 1%, resistente. Sin embargo, se observd que 21% de los
aislados presentd valores mayores que el ECV. Bajo la accion de anfotericina B, una de
las cepas fue resistente; y el resto, susceptible, de acuerdo a la CMF; por otro lado, un
1,5% de los aislados presentd valores mayores al ECV. En conclusion, los aislados de
C.albicans presentaron mayor sensibilidad a anidulafungina y un 90% de estas cepas
(CMlgp) presentd los menores valores bajo anfotericina B. Basados en el ECV vy la
nueva clasificacion descrita por Pfaller, los aislados podrian ser resistentes a fluconazol,
lo que demuestra la importancia de la asociacién y revision de estos parametros.
Palabras clave: Candida albicans, candidemia, anfotericina B, fluconazol,
anidulafungina.

ABSTRACT

Candidiasis is one of the most important among recurrent invasive yeast infections in
patients, thus antifungal treatment becomes a challenge. The aim of this study was to
evaluate in vitro activity of clinical Candida albicans isolates from blood cultures to
fluconazole, amphotericin B and anidulafungin; in a hospital from Rio Grande do Sul,
Brazil. Susceptibility in 153 isolates to the three drugs mentioned was tested according
to Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI). Minimal inhibitory and fungicidal
concentrations (MIC, MFC) of each drug were determined, as well as the
epidemiological cutoff value (ECV). All of the isolates were susceptible to
anidulafungin, MIC and MFC <Ilpg/mL; however, when compared with ECV, 3% of
isolates exhibited higher values against fluconazole; 96% were susceptible; 3%,
susceptible dose-dependent; and, 1%, resistant. Also, it was observed that 21% of
isolates exhibited higher values than ECV. Against amphotericin B, one of the isolates
was resistant; the other ones, susceptible, based on the MFC; furthermore, 1,5% of the
isolates exhibited higher values. In conclusion, C. albicans isolates exhibited more
susceptibility to anidulafungin, and 90% of them (MICgy) exhibited the lowest values
against amphotericin B. Based on ECV and Pfaller classification, isolates could be
resistant to fluconazole, demonstrating the importance of the combination of these
parameters.

KEY WORDS: Candida albicans, candidemia, amphotericin B, fluconazole,
anidufalungin
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INTRODUCCION

Las infecciones invasivas por hongos son frecuentes en pacientes hospitalizados a
causa de la inmunosupresion, del uso prolongado de antibidticos y/o corticosteroides, de
la nutricion parenteral y de los procedimientos invasivos; en consecuencia, una alta tasa
de mortalidad es observada [1, 11, 13].

La candidiasis es una micosis cutanea o sistémica, causada por Candida spp. y
clasificada como el cuarto tipo de infeccién que afecta al tejido sanguineo, lo que
contribuye con el aumento de la morbilidad, de la mortalidad, de los costos y del tiempo
de hospitalizacion [3, 22].

En las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), las candidemias constituyen un
grave problema, debido a que la permanencia prolongada de los pacientes en las mismas
trae como consecuencia la colonizacion por Candida spp.; principalmente por C.
albicans [11]. Recientemente, un estudio realizado en Brasil demostré que Candida
albicans es la principal especie en episodios de candidemia [4].

La gran mayoria de los aislados clinicos de C. albicans es sensible a fluconazol;
sin embargo, se puede observar resistencia clinica durante el tratamiento [9, 15, 16, 23].
Anfotericina B es un antifingico poliénico ampliamente utilizado en la practica clinica,
a pesar su elevada toxicidad [3]. Asi, en 2005, una alternativa surgio para el tratamiento
y la prevencion de la candidiasis: anidulafungina, una de las equinocandinas aprobada
por la United States Food and Drug Administration (FDA) [14], que ha demostrado ser
mas eficaz que fluconazol [23].

La anidulafungina se diferencia de las otras equinocandinas en que no se
metaboliza en el higado, su degradacion es quimica, posee un volumen de distribucion
equivalente al volumen acuoso total corporal y una semivida bioldgica mas larga que
sus congéneres. Diversos estudios muestran una excelente actividad in vitro de la
anidulafungina sobre Candida spp. con valores de concentracién minima inhibitoria
(CMI) menores que los obtenidos con caspofungina y micafungina [10, 12, 14].

El objetivo de este estudio fue evaluar la sensibilidad in vitro de aislados clinicos
de C. albicans procedentes de hemocultivos a fluconazol, de anfotericina B y de

anidulafungina.
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MATERIALES y METODOS

Aislados: Se utilizaron 153 aislados de C. albicans procedentes de hemocultivos
diagnosticados de 1999 a 2009 en el hospital Irmandade Santa Casa de Misericddia de
Porto Alegre (ISCMPA), Rio Grande do Sul, Brasil. Las muestras fueron identificadas
por el método automatizado ID 32C® (bioMérieux — Marcy-I’Etoile, Francia) y
almacenadas en agua destilada a - 20 °C, hasta el momento de realizar el presente
estudio.

Farmacos: Anfotericina B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), anidulafungina
y fluconazol (Pfizer, Inc, New York, NY) fueron obtenidos a través del fabricante, en
polvo estandar y preparados de acuerdo con el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) en su documento M27-A3 [5, 6].

Prueba de sensibilidad antifungica: La prueba de microdiluciéon en caldo se
realiz6 de acuerdo con el CLSI M27-A3, y se utiliz6 el in6culo con una concentracion
final de 1,5 + 1,0 x 10° células/mL en medio RPMI-1640, incubado a 35°C durante 24 o
48h. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind por la concentracién mas
baja capaz de producir la disminucién de la turbidez en comparacién con el control
positivo de los farmacos (fluconazol y anidulafungina > 50% y anfotericina B > 90%).
La concentracién minima fungicida (CMF), realizada para pruebas con anfotericina y
anidulafungina, se determiné mediante el subcultivo de 10uL de cada pocillo de la
microplaca que presentdé ausencia de turbidez, para placas que contenian agar
Sabouraud y posterior incubacion a 35°C durante 48h.

Anédlisis de los resultados: Se realizdé el promedio geométrico de las
concentraciones inhibitorias y fungicidas minimas de cada farmaco, asi como la
concentracion capaz de inhibir un 50 y un 90% de los aislados. Se establecieron puntos
de corte clinicos (CBP) de acuerdo con el CLSI [5, 6] para fluconazol (concentraciones
< 8ug/mL son consideradas susceptibles; de 16 a 32ug/mL, susceptibles dosis-
dependientes; y > 64ug/mL, resistentes), anidulafungina (< 2pg/mL son consideradas
sensibles; y > 2ug/mL, no sensibles) y anfotericina B (< 1 pg/mL son consideradas
susceptibles y > 2ug/mL, resistentes). También se evalué los CBP de acuerdo con
Pfaller et al. [15, 17, 19] que describieron que anfotericina B con concentraciones <1 e
> lug/mL son considerados como susceptibles y resistentes, respectivamente. Con
relaciéon a fluconazol, concentraciones < 2ug/mL son consideradas susceptibles;

4pg/mL susceptibles dosis-dependientes; y > 8ug/mL, resistentes. Anidulafungina con
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concentraciones < 2ug/mL son consideradas sensibles; 4pg/mL intermediaria y >
8ug/mL, resistentes. Por otra parte, se obtuvieron los puntos de corte epidemiologicos
(ECV) para los farmacos utilizados, de acuerdo con Turnidge et al. [24] que considera la
distribucion de CMI obtenidos, la moda del CMI de cada una de los farmacos y la
variabilidad de la prueba. En general, el ECV es determinado a ser aproximadamente
dos diluciones sobre la moda y abarca un 95% de los valores de la distribucién de CMI
obtenidos. Estos ECV son medidas sensibles para medir aislados emergentes con menor

sensibilidad a los mencionados farmacos.

RESULTADOS

El nimero de aislados de C. albicans de hemocultivos obtenidos durante 10 afios
de estudio (1999 a 2009) y su relacion con la sensibilidad de cada farmaco utilizado en
este trabajo, de acuerdo con CMI y ECV se describieron en la Tabla 1.

Los valores de las concentraciones inhibidoras y fungicida minimas de los
farmacos: fluconazol, anfotericina B y anidulafungina frente a los aislados de C.
albicans se describieron en la Tabla 2. Cuando se compararon los resultados de el
promedio geométrico de las CMI de los tres farmacos, se pudo observar que el valor
mas bajo se obtuvo para anidulafungina; sin embargo, el valor més bajo de CMlg, fue
observado para anfotericina B, y el valor mayor para fluconazol. Al mismo tiempo, con
relacién al CMFg, ninguna diferencia entre anfotericina B y anidulafungina se observé.
Por otro lado, fluconazol es clasificado como fungistatico.

De acuerdo com CLSI [5, 6], todas las cepas fueron susceptibles a anidulafungina,
con la CMIy la CMF <Ipug/mL. No obstante, cuando se comparo6 con el ECV, un 3%
(n=4) de los aislados presentd valores mas altos. En relacion al fluconazol, un 96%
(n=148) fue caracterizado como sensible; un 3% (n=4), como susceptible dosis-
dependiente; y un 1% (n=1), como resistente. Asimismo, se observé que un 21% (n=31)
de los aislados present6 valores mayores que el ECV. Con relacion a anfotericina B,
todos los aislados fueron susceptibles; s6lo un aislado se caracterizé como resistente,
esto con base en la concentracion fungicida. Ademas, 1,5% (n=2) de los aislados
presento valores mayores a los valores de ECV.

Cuando se utilizo la clasificacion hecha por Pfaller et al. [15, 17, 19] todas las
cepas permanecieron susceptibles a anidulafungina. Con relacion a anfotericina B y al

fluconazol, hubo cambios en la clasificacion de las cepas. La comparacion de los
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valores obtenidos de los farmacos de acuerdo con Pfaller et al. [15, 17, 19] y CLSI [5,
6] presentaron diferencia estadistica en la prueba de chi-cuadrado de Pearson con p
0,035 y se describieron en la tabla 3 (p 0,035).

DISCUSION

El uso de las pruebas de sensibilidad antifingica in vitro tiene como finalidad
detectar aislados de Candida spp. potencialmente resistentes. De este modo, constituye
una ayuda en el tratamiento rapido y eficaz de la candidiasis [14]. EI CBP se utiliza para
indicar cudles de los aislados responden comunmente al tratamiento con la dosis
recomendada de cada farmaco, mientras que el ECV se puede utilizar como una medida
mas sensible para las cepas emergentes con una menor sensibilidad al farmaco utilizado
[15] y, de esta manera, la respuesta clinica puede ser diferente de lo esperado.

La mayoria de los aislados (96%) fueron sensibles a fluconazol; sin embargo,
cuando se utilizo el ECV, un 21% de los aislados presentd una menor sensibilidad, lo
cual no es posible de ser observado por medio del CBP. Un porcentaje similar han
observado Pfaller et al. [15]; segun los autores, un 15% de los aislados present6 valores
de CMI mayor que el ECV; por otro lado, la mayoria de los estudios utiliza el CBP [8,
10, 11, 12], con lo cual se observa resultados similares a los obtenidos en nuestra
investigacion, que present6 a la mayoria de los aislados como sensible, y a un 5% de los
aislados como resistentes al fluconazol.

S6lo un aislado fue resistente a fluconazol y cuando comparado con
anidulafungina presentd6 una CMI de 0,003pg/mL, una de las mas bajas
concentraciones, que demostro, asi, la alta sensibilidad a esta equinocandina. De esta
manera, Pfaller et al. [18] realizaron una prueba con 41 aislados resistentes a fluconazol
frente a anidulafungina y observaron una CMlgy 0,06pg/mL, sin que haya ocurrido
resistencia cruzada entre los dos farmacos, aunque no se ha confirmado que esta
resistencia no exista [14]. Fluconazol, asi como todos los azoles, actua inhibiendo la
enzima lanosterol 14-a-desmetilasa del citocromo P450, que convertiria lanosterol en
ergosterol, un constituyente de la membrana celular de los hongos. La resistencia
observada en nuestro estudio puede haber ocurrido por la cantidad y calidad del lugar de
union de la enzima y/o la reduccion del acceso del farmaco a este lugar. Ademas, existe
la posibilidad de mutacion del gen que codifica el lugar de unién de la enzima, con lo

que disminuye la afinidad a fluconazol, y su sobrexpresion resultaria en la necesidad de
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altas concentraciones del farmaco para inhibir la presencia de la enzima en el interior de
la célula. Otra posibilidad seria la salida del farmaco por las bombas de eflujo de
presentes en el hongo [15, 20].

Con relacion a anidulafungina, todos los aislados fueron sensibles de acuerdo con
el CBP (Tabla 1), mientras que 3% de estos presentaron una menor sensibilidad a través
del ECV. La resistencia a las equinocandinas ha sido relatada en aislados de C.
albicans, C. tropicalis y C. krusei resultante de la mutacion en la subunidad Fksp de la
enzima B-(1,3)-D-glucano sintasa, sin la necesidad de que ocurra una CMI > 2ug/mL en
estos aislados [2, 14, 18, 20]. Ademas, la relacion entre la menor sensibilidad in vitro de
las equinocandinas y la falla clinica no siempre estan vinculadas [13].

Varios estudios han tratado de determinar la sensibilidad de los aislados de
Candida spp. frente a las equinocandinas, y en ellos la mayoria de los valores
encontrados fluctuaba de 0,03 a 0,06pg/mL [12, 14, 16, 18, 21, 23], lo que esta de
acuerdo con los resultados de este estudio. Pfaller et al. [14] informaron que un 1,2% de
los aislados de C. albicans de hemocultivos podrian ser resistentes a anidulafungina
cuando se utiliza el ECV, de acuerdo con lo que se observo en este estudio. Por lo tanto,
se podria predecir cuales aislados podrian responder de manera diferente a lo esperado
durante el tratamiento.

Todos los aislados fueron sensibles a anfotericina B, mientras que en el CMF sélo
un aislado fue resistente de acuerdo con Pfaller et al. [19], lo que esta de acuerdo con
Boff et al. [3] que demostraron la sensibilidad de C. albicans a ese farmaco por la CMI
y la CMF. Cuando utilizado el ECV, un 1,5% de los aislados present6 valores mayores.
Pfaller et al. [19] describieron valor de ECV mas grande (2ug/mL) que en nuestro
estudio. La resistencia a anfotericina B puede estar asociada con el aumento o
disminucion de los esteroles de la membrana o, inclusive, por la produccién de
proteinas y enzimas fungicas que actuarian en el farmaco [7], lo que puede explicar la
falla en el tratamiento.

Pfaller et al. [15, 17, 19] demostraron que hay diferencia en los CBP utilizados
por CLSI [5, 6], esto también se observé en nuestro estudio con diferencia estadistica (p
0,035) en la tabla 3.

Con estos CBP, que son especie especificos, se puede identificar aislados
resistentes y que fueron previamente identificados con el susceptibles, con un resultado
satisfactorio en el tratamiento [15, 17]. De esta manera, existe la necesidad de insercién

de estos nuevo CBP en lo CLSI.
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La mayoria de los estudios sobre la sensibilidad in vitro sélo utiliza la CMI y, en
comparacion con este estudio, los aislados de C. albicans serian sensibles a anfotericina
B [1, 4, 8, 11, 12]. No obstante, a través de la CMF, un aislado seria resistente, lo que
demuestra la importancia de esta evaluacion. Cuando comparado el aislado resistente a
anfotericina B frente a anidulafungina, se observé que era sensible y presentaba la
concentracion mas baja (0,0015ug/mL). Pfaller et al. [19] y Rambach et al. [22]
utilizaron ademas del CBP, el célculo del ECV, lo que demostr6 la importancia del
seguimiento de especies con sensibilidad reducida.

Utilizar solamente el valor de CMI elevado para definir la resistencia frente a un
farmaco no es suficiente, es necesario tener en cuenta las caracteristicas de la posible

mutacién del gen de la resistencia, lo que es posible a través del ECV.

CONCLUSION

Con los resultados de este trabajo se concluyé que los aislados de C. albicans
presentan mayor sensibilidad a anidulafungina; sin embargo, los valores mas bajos
obtenidos en el 90% de los aislados (CMIgg) se deben a la accion de anfotericina B.
Asimismo, a través del ECV y la nueva clasificacion descrita por Pfaller, los aislados
podrian ser resistentes a fluconazol, lo que demuestra la importancia de la asociacién y

revision de estos parametros.
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Tabla 1. Sensibilidad de Candida albicans de hemocultivos, frente la anfotericina B,

anidulafungina y fluconazol, en el periodo de 1999 a 20009.

FARMACOS CMI (ug/mL)
Afo n
(ECV ug/mL) Oscilacion Moda
1999 2 0,015 -0,03 -
2000 4 0,125-0,25 0,125
2001 3 0,03-0,125 0,03
2002 6 0,03-0,25 0,125
Anfotericina B 2003 3 0,03-0,125 0,03

(1 ug/mL) 2004 1 0,25 -
2005 20 0,003 -0,25 0,03
2006 42 0,015-0,5 0,06
2007 25 0,003 - 0,25 0,03
2008 22 0,03-0,25 0,06
2009 25 0,03 -0,25 0,06
1999 2 0,003 -
2000 4 0,003 - 0,06 0,015
2001 3 0,03 -0,125 0,03
2002 6 0,003 -0,125 0,007
2003 3 0,03 -0,125 0,03

Anidulafungina

2004 1 0,003 -

(1 ug/mL)
2005 20 0,0015 - 0,06 0,003
2006 42 0,0015-0,5 0,003
2007 25 0,003 -0,25 0,015
2008 22 0,003 - 0,25 0,125
2009 25 0,003 -0,125 0,06
1999 2 0,125 -0,25 -
2000 4 0,125-0,5 0,25
2001 3 0,125-0,25 0,125
2002 6 0,25-4 0,5
2003 3 0,25-0,5 0,25

Fluconazol
2004 1 0,5 -

(1 ug/mL)
2005 20 0,125 -64 0,25
2006 42 0,125-16 0,125
2007 25 0,125-8 0,125
2008 22 0,125-2 0,125
2009 25 0,125-8 0,125

CMI: Concentracion minima inhibitoria, ECV: Puntos de corte epidemioldgicos



93

Tabla 2. Sensibilidad (ug/mL) in vitro de 153 aislamientos de Candida albicans frente

la anfotericina B, anidulafungina y fluconazol.

3 CMI (pg/mL) CMF (pg/mL)
FARMACO ___ —
M.G  Oscilacion CMls; CMlggy M.G  Oscilacion CMFs, CMFg
Fluconazol 0,4 0,125 a 64 0,25 2 — — — —
Anfotericina B 0,06 0,003a05 0,06 0,03 0,12 0,003a2 0,125 0,25
0,0015a
Anidulafungina 0,017 05 0,015 0,125 0,05 0,0015a1l 0,06 0,25

M.G: Promedio geométrico, CMI: Concentracién minima inhibitoria, CMF: Concentracion minima

fungicida, —: Prueba no se realiz6 debido a que el fluconazole es clasificado con fungistatico.
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Tabla 3. Comparacién de los valores obtenidos de los farmacos de acuerdo con Pfaller
et al. (A) y CLSI (B) clasificados con susceptibles, intermediario o susceptible dosis-

dependiente y resistentes

Susceptible Intermediario/ | Resistente

Farmacos (n) SSD (n) (n)
A B A B A B
Fluconazol 141 148 3 4 9 1
Anidulafungina 153 153 0 0 0 0
Anfotericina B 151 152 - - 2 1

SSD: Susceptible dosis-dependiente, A: Pfaller et al. [15, 17, 19], B: CLSI [5, 6], - : no hay la
clasificacion, (p 0,035)



5 DISCUSSAO

Nos ultimos 10 anos, varios estudos descreveram sobre a epidemiologia da
candidemia, demonstrando a importancia desta fungemia em pacientes criticamente
enfermos (VIUDES et al., 2002; PASQUALOTTO et al., 2005; COLOMBO et al.,
2006; BERGAMASCO et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2012; DIEKEMA et al.,
2012).

Outras espécies ndo albicans estdo sendo diagnosticadas como agentes causadores
da candidemia, porém a C. albicans continua sendo a espécie de maior prevaléncia,
justificando a necessidade de estudos mais aprofundados sobre essa levedura. Assim,
em nosso estudo, 38% dos casos revisados de candidemia foram identificados como
Candida albicans, concordando com Colombo et al. (2006) que realizou estudo no
Brasil e DIEKEMA et al. (2012), nos Estados Unidos da América (EUA).

Os fatores associados que contribuem para o desenvolvimento da candidemia séo
bem conhecidos (PASQUALOTTO et al., 2005, COLOMBO et al., 2006;
YAMAMOTO et al.,, 2012; PFALLER et al., 2012), de modo que, os resultados
observados nesse estudo retrospectivo do sul do Brasil estdo de acordo com os dados ja
descritos.

Constatamos que, a possibilidade de ocorréncia de candidemia em pacientes
oncologicos foi 2,4 vezes maior. Além disso, de 20 a 55% dos casos de candidemia
estdo relacionados ao cancer (TORTORANO et al., 2004; Almirante et al., 2005) e com
predominancia da espécie C. albicans (BERGAMASCO et al., 2012). Entretanto,
Diekema et al. (2012) descreveu que nos EUA, poucos casos de candidemia ocorreram
em pacientes oncolégicos

Em relagdo aos isolados leveduriformes utilizados neste estudo, sdo micro-
organismos facilmente cultivados, provenientes do sangue e estocados, porém alguns
métodos de manutencdo resultam em baixos niveis de sobrevivéncia e instabilidade das
suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas (SILVA et al., 2008).

A sobrevivéncia das leveduras em micoteca depende da temperatura e periodo de
armazenamento, sendo que o estoque em freezer a - 20°C proporciona a viabilidade por
quatro a cinco anos, através da reducdo do metabolismo celular até o nivel de dorméncia
artificial e além de anular o risco de contaminagdo por acaros (SILVA et al., 2008).

Porém, a formacdo de cristais de gelo poderia interferir na viabilidade (NERY et al.,
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2001; SPANAMBERG et al., 2008). A formacéo de cristais poderia ser a causa da
baixa taxa de recuperacdo das leveduras nesse estudo (68,4%). Uma alternativa seria a
adicéo de glicerol, um crioprotetor, no qual a sua eficiéncia foi demonstrada por Silva et
al. (2008), com recuperacédo de 90% das leveduras estocadas durante trés e quatro anos.

Os fatores de viruléncia da espécie C. albicans séo bastante estudados incluindo a
formacdo de pseudo e hifas, diversidade fenotipica, fatores de adeséo celular e producéao
de exoenzimas hidroliticas; como fosfolipases e proteinases (MOHAN; BALLAL,
2008; SCHEID et al., 2010).

A espécie C. albicans apresenta a capacidade de crescer tanto na forma
leveduriforme quanto na forma micelial em resposta a diferentes fatores ambientais. In
vivo nos tecidos infectados, o micélio formado pode ser um importante fator de
viruléncia, auxiliando a aderéncia do micro-organismo em tecidos epiteliais. In vitro, a
formacdo do TG ocorre a partir da célula leveduriforme e pode transformar-se na forma
micelial (KIM et al., 2002).

O TG é uma alternativa simples e barata em compara¢do com outras técnicas de
diagnostico rapido e pode ser utilizado em laboratérios que tentam trabalhar
economicamente (HOPPE; FREY, 1999; HILMIOGLU et al., 2007). O método classico
que utiliza soro humano possui sensibilidade entre 91 a 100% e especificidade de 95 a
100%, amplamente utilizado hd muitos anos em laboratérios (HILMIOGLU et al.,
2007), nossos resultados estdo de acordo com estes parametros.

Em nosso estudo, a formacdo do TG através do 4gar MH foi facilmente observada
e ja havia sido descrita por Rimek et al. (2009), apontando a possibilidade da utilizacdo
do caldo MH, sendo uma vantagem a fécil diferenciacdo da presenca ou auséncia da
constricdo entre a extensao e o blastoconidio.

Os estudos sobre a atividade das exoenzimas sdo frequentes em isolados de
Candida spp. provenientes de mucosas (VIDOTTO et al., 1999; GHANNOUM, 2000;
KANTARCIOGLU; YUCEL, 2002; VIDOTTO et al., 2004; OMBRELLA et al., 2008;
MARCOS-ARIAS et al., 2009; Scheid et al., 2010; D’ECA et al., 2011), enquanto que,
em isolados de hemocultivos sdo escassos (VIDOTTO et al., 1999; MOHAN;
BALLAL, 2008). Acredita-se que a viruléncia de isolados de Candida spp. seja a
combinacéo de diversos fatores que contribuem para a patogenicidade da espécie, além
do sitio anatémico colonizado (VIDOTTO et al., 1999).

Em nosso estudo, observamos que em 78% e 97% dos isolados apresentaram

atividade da fosfolipase e proteinase, respectivamente. Mohan & Ballal (2008)
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encontraram porcentagem semelhante em relacdo a fosfolipase, entretanto, a atividade
da proteinase foi de 44%, podendo sugerir que 0S nossos isolados seriam mais
virulentos quando comparados.

Os isolados de C. albicans de hemocultivos produziram as exoenzimas fosfolipase
e proteinase. Em geral, altos niveis dessas enzimas sdo produzidos por isolados
provenientes de urina e mucosa (GHANNOUM, 2000; KANTARCIOGLU; YUCEL,
2002).

A diferenciacdo de Candida albicans de C. dubliniensis é uma necessidade
continua, tanto para auxiliar o tratamento da micose quanto para aspecto
epidemioldgico. Desse modo, varios testes fenotipicos tém sido propostos, com alta
sensibilidade e especificidade (ALVES et al., 2002; STAIB; MORSCHAUSER, 2005;
AKGUL; CERIKCIOGLU, 2009; ELLS et al., 2009; PASLIGH et al., 2010; LORETO
et al., 2010; SILVEIRA-GOMES et al., 2011; CHOWDHARY et al., 2011; BADER et
al., 2011; BILLE et al., 2012).

A incidéncia de C. dubliniensis em infeccbes sisttémicas € baixa,
aproximadamente 2% dos casos de candidemia (FERNANDEZ et al., 2010), e sua
prevaléncia também representa este mesmo percentual em micotecas com cepas
estocadas e identificadas como C. albicans (MAHNB et al., 2005). Nesse sentido, foi
documentando a prevaléncia dessa espécie, em hospitais do Kuwait, em 67% das
amostras respiratorias, 12% em cavidade oral, 9% na urina, 4% em hemocultivos, 3%
em amostras da mucosa vaginal e 6% de outros sitios anatbmicos (Khan et al., 2012).

Quando utilizou-se os testes fenotipicos para a diferenciacdo houve discordancia
entre os testes, sendo que a maioria identificou os isolados como C. albicans. O teste
genotipico também identificou os isolados como C. albicans. Esses testes fenotipicos
podem identificar falsos positivos, pois muitas cepas de C. albicans possuem a
habilidade em se parecer com C. dubliniensis, dificultando o diagndstico e o tratamento
(MAHNB et al., 2005). Além disso, sabe-se que isolados de C. albicans armazenados
por periodos longos podem produzir mudancgas morfologicas e enzimaticas, assim, esse
fendmeno é conhecido como mudanca fenotipica (phenotypic switching), sendo
espontaneo, reversivel e frequentemente observado (SILVEIRA-GOMES et al., 2011).

A diferenciacdo definitiva dessas duas espécies continua ocorrendo através do
teste genotipico. Alem disso, as sequéncias obtidas podem ser comparadas e auxiliariam
no entendimento dos aspectos de viruléncia, resisténcia a antifingicos e mecanismos de
adesdo do género Candida (ELLS et al., 2009; LORETO et al., 2010).
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Os testes de suscetibilidade antifungica in vitro tém a finalidade de detectar
isolados de Candida spp. potencialmente resistentes, auxiliando no tratamento eficaz e
répido da candidose (PFALLER et al., 2011).

A maioria dos isolados (96%) foram sensiveis ao fluconazol, entretanto, quando
utilizado o ECV, 21% apresentaram suscetibilidade diminuida, sendo que isso néo seria
possivel constatar através do CBP. Um percentual semelhante ja foi observado por
Pfaller et al. (2010), porém, a maioria dos estudos utilizam o CBP (GODOY et al.,
2003; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; MATTA et al., 2007; LABBE et al.,
2009), com resultados semelhantes a nossa pesquisa, sendo a maioria sensivel e 5%
dos isolados resistentes ao fluconazol.

Em relagdo a anidulafungina, todos os isolados foram sensiveis, enquanto 3%
desses apresentaram sensibilidade diminuida através do ECV. A resisténcia as
equinocandinas ja foi relatada em isolados de C. albicans e espécies ndo-albicans,
decorrente da mutacdo da subunidade Fksp da enzima (-1, 3-D-glucana sintase, néo
necessitando que ocorra CIM >2ug/mL nesses isolados (PFALLER et al., 2008;
ARENDRUP et al., 2010; PFALLER et al., 2011; PFALLER, 2012).

Todas as cepas estudadas foram sensiveis a anfotericina B através da CIM,
enquanto que, na CFM, apenas uma cepa foi resistente. Esses resultados concordam
com Boff et al. (2008), que demonstrou a sensibilidade de C. albicans a esse farmaco
através da CIM e CFM. Utilizando o ECV, 1,5% dos isolados apresentaram valores
superiores. A resisténcia poderia estar associada a diminuicdo ou aumento dos esterdis
da membrana ou ainda, pela producdo de proteinas e enzimas do fungo que agiriam
neste farmaco (FILIPPIN; SOUZA, 2006), explicando a falha do tratamento.

Pfaller et al. (2010; 2011; 2012) demonstraram que existe diferenca entre o0s
valores CBP utilizados pelo CLSI (2008 a, b), isto também foi observado em nosso
estudo com diferenca estatistica (p 0,035).

Com estes novos CBP, que sdo espécie-especificos, podemos identificar isolados
resistentes e que foram previamente identificados como sensiveis aos farmacos testados,
obtendo um resultado satisfatério no tratamento (PFALLER et al., 2010; PFALLER et
al., 2011). Dessa maneira, existe a necessidade de inserir esses novos CBP no CLSI.

Utilizando apenas o valor CIM elevada para definir a resisténcia a um farmaco é
um dado insuficiente, precisa-se levar em consideracdo as caracteristicas de possivel

mutacao do gene de resisténcia, sendo possivel através do ECV.
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O presente estudo apresenta algumas limitacGes, pois foi realizado de forma
retrospectiva, perdemos algumas informagdes que poderiam interferir nas varidveis
estudadas. Além disso, utilizou-se apenas um hospital, mesmo sendo este de referéncia
e receber pacientes de todo estado do Rio Grande do Sul. E ainda, reforcamos a
necessidade de uma vigilancia epidemioldgica continua para acompanharmos as

possiveis mudancas dessa micose.



6 CONCLUSAO

Os casos de candidemia por Candida albicans diagnosticados durante 10 anos
ocorreram com maior frequéncia em pacientes adultos e com presenca de cateteres.
Observamos que houve maior chance de ocorréncia desta em pacientes oncoldgicos. O
percentual de alta dos pacientes foi baixo. E a maioria dos isolados foi sensivel aos trés
farmacos utilizados,

O método utilizado para a conservacao de leveduras nesse estudo apresentou taxa
de viabilidade de 70%, além de ocupar pouco espaco, € facilmente realizado e possui
baixo custo,

O agar e o caldo Mueller-Hinton podem ser utilizados na prova do tubo
germinativo, com sensibilidade e especificidade altas, sendo substratos alternativos na
rotina laboratorial,

Os isolados de Candida albicans provenientes de hemocultivos possuem fatores
de viruléncia, como enzimas hidroliticas (fosfolipase e proteinase),

A espécie de Candida dubliniensis ndo foi identificada em isolados de
hemocultivos, concluindo que todos os casos de candidemia diagnosticados foram
causados por C. albicans. Os testes fenotipicos MALDI-TOF MS, éagar fubd, caldo
niger e caldo hipertdnico concordaram com o teste genotipico,

Os isolados de Candida albicans apresentaram maior suscetibilidade a
anidulafungina, entretanto, os menores valores obtidos em 90% dos isolados (CIMg)
foram através da anfotericina B. E através do ECV, os isolados poderiam ser resistentes

ao fluconazol, demonstrando a importancia da associacao desses dois parametros.



7 PERSPECTIVAS

A candidemia é um importante problema em hospitais terciarios, sendo que 0
desenvolvimento desta fungemia em pacientes hospitalizados pode aumentar a média de
internacdo hospitalar e eleva a mortalidade, como foi comprovado nesse estudo. A sua
epidemiologia varia de acordo com a situagdo geogréafica do paciente. Desse modo, 0
diagnostico definitivo e a escolha do tratamento correto séo indispensaveis para a alta
hospitalar.

Com esses resultados espera-se que sejam realizados, em laboratorios de
micologia, testes que diferenciem as duas espécies de Candida, bem como os testes de
suscetibilidade antifungica. Em relacdo ao método de conservacao de leveduras, deve-se
adicionar um crioprotetor.

Além disso, o constante estudo epidemioldgico sobre a candidemia deve continuar
sendo realizado, com a finalidade de controlar as possiveis mudancas nos fatores

associados no desenvolvimento dessa micose.
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APENDICE A - Ficha para colheita de dados dos pacientes com candidose

sistémica incluidos no estudo

Nome:

Hospital:

Prontuério: Micoteca:
Idade: Sexo()F ()M

Doenca de base:
Evolucéo:

Antifungico profilatico:

Data: /| [

Caso:
Cidade/Regiéo:

Duracdo:

Tratamento realizado:

Duragéo:

Sinais e sintomas:

Coinfeccéo:

Quimioterapico:

Material processado:

Data. /| [

() Tubo germinativo
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Abstract

Diaporthe phaseolorum is a frequent fungal parasite of plants, rarely involved in
humans diseases. We describe a case of eumycetoma on hands and foot caused by this
fungus in a renal transplanted Brazilian farmer diagnosed by morphology and molecular

biology. The treatment was resolved with oral itraconazole.

Keywords: Diaporthe, Phomopsis, Brazil, eumycetoma

Introduction

Solid organ transplant patients are frequently infected by fungi in nearly 5% cases
within the first six months after transplantation and principally by Candida, Aspergillus
and Cryptococcus [1]. Here we describe a case of a renal transplanted patient infected
with the fungus Diaporthe, a common parasite of plants [2] that occasionally can infect

humans [3].
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Case Report

A 43-year-old man developed to end-stage renal failure secondary to focal segmental
glomerulosclerosis and underwent kidney transplantation. The patient developed renal
vein thrombosis in the transplant kidney, and was removed. The patient underwent to
second cadaveric kidney transplantation. His immunosuppressive regimen was
antithymocyte globulin, tacrolimus, and prednisone. He developed diabetes mellitus that
was adequately controlled by metformin.

Two years later, some cutaneous indurated and eritematous lesions appeared in the
both right members. Part of two of the lesions (one from the right arm and one from of
the right leg) were surgical removed for histologic examination which revealed foci of
granulomatous lesions with central microabscesses (chronic necrotizing granulomatous
lesions) in the deep dermis (Figure 1). Grocott-Gomori silver staining showed the
presence of septate hyphae, occasionally branched at 45° angles, and individual and
chain yeast-like forms with a thick wall (Figure 2). Portions of the biopsed specimens
were cultured on Sabouraud dextrose agar tubes (SDA; Difco Laboratories, Detroit,
Mich.) containing chloramphenicol (0.05 mg/ml) and incubated at 25° and 37°C for 7
days. Filamentous fungal cultures of both samples yielded identical colonies of a
dematiaceous fungus, which was sent to the Faculty of Medicine of the Rovira i Virgili
University for identification.

The treatment was initiated with oral itraconazole at 100 mg twice a day. After
one month skin lesions were surgically excised and the patient continued with
itraconazole. At a 5-month follow-up visit, whilst still receiving itraconazole and
maintenance of the immunossupressive regime, no occurrence of the skin lesions was

observed.
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For identification, the fungus (FMR 12194) was subcultured on oatmeal agar
(OA; 30 g filtered oat flakes, 20 g agar, 1L distilled water) and potato dextrose agar
(PDA,; Difco Laboratories, Detroit, Mich.) and incubated at 25°C + 2°C, up to two
months. Growth rates were determined on PDA plates at 25°, 37°, 40° and 42°C for 14
days in darkness. In descriptions colour colony codes in parenthesis refer to Kornerup &
Wanscher [4]. The microscopic features were determined by making wet mounts with
lactic acid, which were then examined under a light microscope.

The fungus growing on OA and PDA reached a diameter of 50-70 mm in 5 days
and covered the whole agar surface after 7 days at 25°C; at 37°C, colonies reached 21-
30 mm diameter after 21 days, and did not grow at 40°C. On PDA, the fungus produced
a yellowish orange (4/A/7-8) diffusible pigment, orange (5/B/7) in the colony reverse,
which was absent in OA. The colony morphology was very similar on the two culture
media tested. At the beginning they were white with cottony to lanose or feathery aerial
mycelium, with a slightly fringed margin; reverse brown (5/E/4) to dark brown (6/F/4)
at the centre. After 2-3 weeks immersed or semimmersed, dark pigmented stromata,
350-800 um diameter, appeared scattered on the agar, some ripened to give pycnidial
conidiomata. Pycnidia usually single, globose to subglobose, unilocular, ostiolate, dark
brown or black, often with 1-2 long necks; wall composed of an outer layer of cells of
textura globosa to angularis, dark brown, thick-walled, 7-13 um diam, and a thick inner
layer of cells of textura globose, colourless; necks more or less cylindrical, 250-460 pum
long, coated with short dark brown hyphae. Conidiophores lining the cavity of the
conidiomata, usually composed of a hyaline, cylindrical basal cell, 5-7 x 2.5-3 um,
usually bearing 1 or 2 terminal phialidic conidiogenous cells. Conidiogenous cells
hyaline, cylindrical, tapering towards the apex, 8-13 x 1.5-2 um, with barely visible

collarettes. Conidia of one type (a conidia), unicellular, hyaline, ellipsoidal to
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cylindrical, rounded at both ends, 5-8 x 1.8-2 um, biguttulate, sometimes bearing a
basal conidiogenous scar, arranged in slimy masses.  conidia and teleomorph were not
observed (Figure 2). According to these features, the fungus was tentatively identified
as Diaporthe sp.

To confirm the identification, the internal transcribed spacer (ITS) region of
rDNA was PCR amplified and sequenced as previously described [5]. BLAST sequence
homology searches [6] were performed to compare the sequence obtained (approx.
550bp) of the isolates studied with those of other fungi deposited in the GenBank
database. The BLAST query with the ITS regions sequenced from both isolates showed
a 99% similarity with several sequences of Diaporthe phaseolorum (accession no. AF
001020.2, AY 577815.1, JN 541222.1 and JF 896458.1; 100% query coverage), and
two other sequences belonging to Diaporthe sp. (FJ799938.1) and Phomopsis sp.

(DQ480356.1).

Discussion

The genus Diaporthe includes important plant pathogens, endophytes either saprobes on
plant debris that are most commonly seen as their Phomopsis anamorphs, which is
characterized by the production of two types of conidia, named o- and - conidia, into a
close fruiting body (conidiomata) [7]. Traditionally, the species recognition of
Diaporthe/Phomopsis complex was based on morphology, culture characteristics and
host association. However, several studies demonstrated that such features are not
always suitable for species identification due to their inter- and intra-species variability
[8, 9]. Therefore, the recognition of these fungi is currently based mainly on sequence
analyses the ITS region, although other genomic regions have also been used for

taxonomic reevaluation of Diaporthe / Phomopsis species [9, 10, 11]. In our case,
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morphological features of the clinical isolate were very similar to that of Diaporthe
longicolla (=Phomopsis longicolla) mainly by the absence of B conidia and the sexual
[10]. It is worth of mentioning that D. longicolla, a species that has been recently
described as etiological agent a cutaneous infection [12], was only identified by ITS
sequence due to absence of in vitro sporulation. In our case, the percentages of
similarity obtained with the ITS sequences of the case isolate showed a 99 % of
similarity with only sequences of D. phaseolorum, resolving therefore the identification
of our isolate. Nevertheless, Santos et al. [10] describes D. phaseolorum as a
homothallic species that, in addition to sexual structures, most of strains produce the
anamorph with the two types of conidia, features that were not observed in any of the
culture conditions tested.

The present study reports the first case of Diaporthe human infection in Brazil
and the eumycetoma second case report by D. phaseolorum [3]. Other three cases of
invasive infection by Diaporthe spp. were reported in the literature, however, were
cutaneous infection, keratitis and osteomyelitis cases [12, 13, 14]. Most of these
infections affected farmers and gardeners that had contact with plants receiving
immunosuppressive therapy. In our patient the skin lesions appeared in after two years
of transplantation. Garcia-Reyne et al. [12] also described a patient who developed
lesions one year after the renal transplantation. It should be kept greater attention to
transplant patients about the occurrence of fungal infections, in special those
immunosuppressed and associated with other diseases such as diabetes mellitus [15].

In the clinical cases caused by saprophyte fungi, as in the present case, the
diagnosis is not easy, the conjunction of culture, histopathology and clinical history
being fundamental for a definitive diagnosis [16]. Here the isolation of the same fungus

from two different lesions from two different extremities was helpful to avoid to
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consider a possible contamination although the fact how that microorganism could
infect in two different sites is intriguing.

The diversified antifungal therapy of the previous cases of human infections by
Diaporthe has been used. A cutaneous infection by Diaporthe longicolla in a renal
transplant recipient patient was treated with itraconazole and terbinafine, without
response; surgical resection and change treatment to voriconazole resolved such
infection [12]. The case of keratitis described in the literature was successfully treated
with a combination of keratoplasty and topical voriconazole/amphotericin B therapy.
The others cutaneous cases described were also successful with the use of itraconazole

[3, 13, 14].
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Figurel: Macroscopic aspect of the lesion in the right arm (A). Grocott-Gomori silver
staining revealed the presence of septate hyphae that occasionally branched at 45° angles,
and of individual and chain yeast-like thick-walled forms (B).

Figure 2. Diaporthe phaseolorum (FMR 12294). (A) Colony on PDA after 7 days at
25°C, (B) Pycnidial outer wall of textura globosa, (C) Conidiophores, (D) Conidia.
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