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MORALES BP. Suscetibilidade in vitro e resisténcia a antifungicos — estudo comparativo
entre os tipos moleculares VNI de Cryptococcus neoformans e VGI, VGII de
Cryptococcus gattii pela citometria de fluxo. Rio de Janeiro, 2014. 154 f. Tese [Doutorado
em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

RESUMO

A criptococose € uma micose sistémica adquirida pela inalacdo de basidiosporos ou leveduras
desidratadas de Cryptococus neoformans e Cryptococus gattii, estas duas espécies podem causar
criptococose oportunista e primaria respectivamente. C. neoformans esta constituido de tipos
moleculares VNI-VNIV e C. gattii de VGI-VGIV que apresentam distribuicdo geografica
diferenciada, como por exemplo, o tipo VNI é cosmopolita e esta associado a AIDS e VGI
predominando na Austrdlia e EUA, o tipo VGII predominando no Brasil e America Latina. Este
trabalho tem por objetivo realizar estudo comparado dos tipos moleculares VNI de C. neoformans,
VGI e VGII de C. gattii analisando diferentes aspectos tais como: 1- Determinar o perfil da
suscetibilidade in vitro da concentracdo inibitéria minima (CIM) de fluconazol (FLZ), itraconazol
(ITZ), 5-fluorocitosina (5FC) e anfotericina B (AMB), isoladamente e de forma combinada de AMB
com 5FC e AMB com Voriconazol (VRZ); 2- Determinar CIM pela citometria de fluxo (CMF) frente
aFLZ, ITZ e AMB; 3- Definir a concentragcdo minima letal (CML) de AMB e 5FC, isoladamente e em
combinagdo; 4- Avaliar a acdo da melanina frente a 5FC e AMB na forma combinada e isolada de
5FC; 5- Induzir a resisténcia in vitro para FLZ e padronizar os fluorocromos: acetoximetil - calceina
(calceina-AM), acetoximetil - 2°, 7° -bis-(2-carboxietil)-5-(e -6)- carboxifluoresceina (BCECF-AM),
rodamina 123 (Rh123) e iodeto de 3, 3° —dipentiloxacarbocianina (DiOC5) na CMF para verificar a
expressdao de bombas de efluxo; 6- Comparar a expressdo de bombas de efluxo. Os resultados
permitiram identificar diferentes fendtipos de suscetibilidade que foram analisados e comparados entre
as duas espécies e os tipos moleculares, permitindo a producdo de quatro artigos; sendo assim,
concluimos que: 1- Na andlise das CIMs o tipo molecular VGII apresentou-se menos suscetivel em
relacdo a VGI e VNI; j& na combinacéo in vitro de AMB e VRZ foi observado 100% de indiferenga, e
na combinacdo de AMB e 5FC observou-se necessidade de padronizacdo da concentracdo da glicose
para obter testes que possam ser futuramente relacionados a casos clinicos; 2- O método de CMF
demonstrou ser alternativa de leitura automatizada, reprodutivel, para os testes de suscetibilidade
antifingica com uso de Laranja de Acridina e FUN-1; 3- Foi verificada a importancia da realizagdo do
teste da CML para verificar a acdo protetora da melanina frente a combinagdo de AMB e 5FC. 4- A
expressdo da melanina, na combinacdo de AMB e 5FC reduz a deteccdo do sinergismo e o efeito
aditivo in vitro. 5. Os isolados induzidos a resisténcia ao FLZ permitiram obter resultados
estatisticamente significativos na verificagdo de Bombas de efluxo in vitro na CMF com uso de
fluorocromo Dioc5 e bloqueador de protonéforos CCCP; 6- Foi verificado que 65% de isolados ndo
induzidos a resisténcia e 90% de isolados induzidos a resisténcia do tipo molecular VGII expulsam o
FLZ com certa vantagem em relag&o aos tipos moleculares VGI e VNI. Os resultados deste trabalho
contribuem para compreensdo do comportamento in vitro de C. neoformans e C. gattii frente a drogas
antifungicas cujos resultados poderao ser aplicados em estudos clinicos de correla¢éo in vitro e in vivo
para melhor compreensdo da terapéutica antiflngica da criptococose e validacdo dos testes de
suscetibilidade para estas duas espécies.

Palavras-chave: 1 Cryptococcus neoformans. 2 Cryptococcus gattii. 3 Suscetibilidade
antifungica. 4 Citometria de fluxo. 5 Indugéo a resisténcia. 6 Bombas de efluxo.
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MORALES BP. In vitro susceptibility and resistance to antifungal drugs - a comparative
study of the molecular types of Cryptococcus neoformans VNI, Cryptococcus gattii VGI
and VGII by flow cytometry. Rio de Janeiro, 2014. 154 f. Thesis [Phd in Clinical Infectious
Diseases Research] Institute of Evandro Chagas Clinical Research.

ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis acquired by inhalation of dried yeasts or basidiospores of
Cryptococus neoformans and Cryptococus gattii, these species can cause cryptococcosis opportunistic
and primary respectively. C. neoformans is composed of molecular types VNI - VNIV and C. gattii
VGI - VGIV they have different geographical distribution, the VNI type is cosmopolitan and is
associated with AIDS, VGI type is predominant in Australia and the USA; while VGII type occurs in
Brazil and Latin America. This paper aims to conduct a comparative study of the molecular types VNI
C. neoformans and VGI, VGII C. gattii analyzing different aspects such as: 1 — The susceptibility
profile in vitro of fluconazole ( FLZ ), itraconazole ( ITZ ), 5 - fluorocytosine ( 5FC ) and
amphotericin B ( AMB ) alone and in combination with 5FC and AMB with voriconazole (VRZ ) 2 -
The minimum inhibitory concentration ( MIC ) by flow cytometry ( FCM ) comparing MIC of FLZ,
ITZ and AMB with CLSI; 3 - The minimum lethal concentration ( MLC ) of AMB and 5FC, alone and
in combination; 4 - The action of melanin against 5FC and AMB alone and combined 5FC, 5 — The
induced resistance in vitro to FLZ and standardize the fluorochromes: acetoximetil - calceina
(calceina-AM), acetoximetil - 2°, 7° -bis-(2-carboxietil)-5-(e -6)- carboxifluoresceina (BCECF-AM),
rodamina 123 (Rh123) e iodeto de 3, 3’ — dipentiloxacarbocianina (DiOC5) in FCM to verify
expression of efflux pumps; 6 - The compare the expression of efflux pumps. These results permitted
the identification of different susceptibility phenotypes which were analyzed and compared between
the two species and molecular types, allowing the production of four articles. Thus, we concluded that:
1 - The analysis of the molecular type VGII MICs presented less susceptibility against VGI and VNI,
whereas in the combination of AMB and VRZ in vitro 100% indifference was observed, in the
combination of AMB and 5FC we observed the need for standardization of the concentration of
glucose for future tests which can be related to clinical cases; 2 - the FCM method proved to be an
alternative automated reproducible reading for antifungal susceptibility testing with use of Acridine
Orange and FUN- 1, 3 - The importance of carrying out the MLC test to verify the protective action of
melanin when exposed to the combination of AMB and 5FC. 4 - Was also verified that expression of
melanin, in combination AMB and 5FC reduces the detection of synergism and additive effect in vitro.
5 - The strains induced to resistance to fluconazole made it possible to obtain statistically significant
results in the verification of acriviry of efflux pumps in vitro using FCM with fluorochrome Dioc5 and
protonophores blocker CCCP, 6 - It was found that 65% isolates no inducted to resistance and 90%
isolates inducted to resistance of the molecular type VGII expels the FLZ with a certain advantage in
relation to the molecular types VNI and VGI. The results of these studies contribute to the
understanding of the behavior in vitro of C. neoformans and C. gattii against antifungal drugs and can
be applied in clinical correlation studies in vitro and in vivo to better understand the antifungal therapy
of cryptococcosis and validation of susceptibility testing for these two species.

Keywords: 1 Cryptococcus neoformans. 2 Cryptococcus gattii. 3 Antifungal susceptibility. 4
Flow cytometry. 5 Induction resistance. 6 Efflux pumps.
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Suscetibilidade in vitro e resisténcia a antifungicos — estudo comparativo
entre os tipos moleculares VNI de Cryptococcus neoformans e VGI, VGII de

Cryptococcus gattii pela citometria de fluxo.

1 INTRODUCAO

1.1 Criptococose

A criptococose, também conhecida como Torulose, Blastomicose Européia ou Doenca
de Busse-Buschke, € uma micose sistémica adquirida através da inalacdo de propagulos
infectantes, em forma de basidiosporos ou leveduras desidratadas de Cryptococcus neoformans
ou Cryptococcus gattii. A doenca manifesta-se como: 1) criptococose oportunista, cosmopolita,
associada a condicoes de imunodepressdo celular, causada principalmente por C. neoformans; 2)
criptococose primaria endémica em areas tropicais e subtropicais, associada a hospedeiro
aparentemente imunocompetente, causada principalmente por C. gattii. As duas espécies causam
meningoencefalite acompanhada ou ndo de lesdo pulmonar evidente, além de fungemia e focos
secundarios na pele, 0ssos, rins, supra-renal, entre outros, podendo evoluir para formas graves e
até fatais (Lazera MS et al., 2005).

1.2 Criptococose associada a AIDS

A criptococose é reconhecida como importante causa de mortalidade na AIDS
(Osazuwa, Dirisu, & Okuonghae, 2012). Em 1982, foi diagnosticado o primeiro caso de AIDS
no Brasil, apesar de ser reconhecido um caso retrospectivamente, no estado de S&o Paulo,
como tendo ocorrido em 1980. A partir de entdo, importantes mudancas epidemiologicas vém
ocorrendo: de 1980 a 1986, a AIDS foi caracterizada pela transmissdo homo/bissexual
masculino, de escolaridade elevada; de 1987 a 1991, caracterizava-se pela transmissao
sanguinea envolvendo usuarios de drogas injetaveis, dando inicio ao envolvimento de
populacdo de baixo recurso financeiro e interiorizacdo da epidemia. A partir de 1992
exposicoes heterossexuais vem sendo observadas incluindo importante nimero de casos em
mulheres (CADERNOS DE ATENCAO BASICA, 2006) (Moreira et al., 2006)

Moreira et al. (2006), realizaram entre margo de 1998 e novembro de 2003 estudo
prospectivo no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia onde de 96
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pacientes com diagnostico clinico e laboratorial de criptococose, 81,3% eram portadores de
HIV. Neste estudo foram isolados C. neoformans de 89 pacientes e C. gattii de sete pacientes.
Assim este trabalho demonstrou que a criptococose tem sido diagnosticada com frequéncia
constituindo uma das doencgas oportunistas de maior morbimortalidade em pacientes com
AIDS (Moreira et al., 2006) No mesmo estudo, C. neoformans foi mais frequente na faixa
etaria de 21 a 40 anos, enquanto que C. gattii ocorreu em pacientes acima de 51 anos, com
excecdo de um paciente portador do HIV (faixa etaria de 31 a 40 anos). Ocorreu também,
predominancia da micose no sexo masculino em todas as faixas etarias (Moreira et al., 2006).
Geralmente a criptococose é descrita em pacientes de todas as idades, contudo, ocorre com
mais frequéncia em adultos jovens e pessoas de meia idade, especialmente do sexo masculino
(Rozenbaum & Gongalves, 1994).

Apesar de ser considerada rara a ocorréncia de criptococose em criangas pré-puberes
estudos realizados no Brasil mostram a prevaléncia em adultos jovens, tanto no sexo feminino
quanto no masculino, e criancas das regifes Norte e Nordeste, com consideravel letalidade
(Cavalcanti, 1995) (Corréa et al., 1999). O predominio da espécie C. gattii em estudo de
isolados do Norte e Nordeste brasileiros ressaltou a necessidade de serem realizados estudos
multicéntricos sobre a criptococose nessas regides, provavelmente areas de alta endemicidade
de infecges por C. gattii (Cavalcanti MAS, 1995). Outro relato interessante foi de Severo et
al. (2001) (Severo et al., 2001), que publicaram caso clinico de paciente adulto jovem,

imunocompetente e infectado por C. gattii, na cidade de Porto Alegre (Severo et al., 2001).

Martins, (2003) descreveram 387 casos de criptococose em duas regides geograficas
do Brasil no periodo de 1987 a 1998. Tal estudo demonstrou que a criptococose por sorotipo
B foi claramente predominante na regido Nordeste com 87,5% (28 de 31 pacientes sem AIDS)
e 47% (7 de 15 pacientes sem AIDS) na regido Sudeste. Acredita-se que o aprimoramento das
condigBes laboratoriais para o diagnostico em diversas regides e a diferenciacdo das espécies de
Cryptococcus tenha favorecido o aumento da detec¢do da criptococose causada por C. gattii
(Martins LMS, 2003).

Segundo dados do Sistema de Internacio Hospitalar do Sistema Unico de Sadde -SIH-
SU- e do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Sadde -DATASUS- do Brasil, a

criptococose tem sido a mais prevalente dentre as micoses sistémicas. O numero de internacoes
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registradas, de pacientes com criptococose, no periodo de 2000 a 2007 atingiu 0 numero de 702
em todo o Brasil (Ministério da Satde Secretaria de Vigilancia em Saude, 2012).

1.3 Fatores de viruléncia

C. neoformans e C. gattii apresentam diversos fenotipos de viruléncia, dentre eles
destacam-se 0 crescimento a temperatura de 37°C, capsula de natureza polissacaridica e
producdo de melanina catalisada por enzima difenoloxidase (Casadevall A & Perfect JR,
1998) (Casadevall, Rosas, & Nosanchuk, 2000). Além do mais, ambas as espécies s&o
caracterizadas por possuir vias bioquimicas de biossintese de manitol e producdo de
proteinases, fosfolipases e ureases, que também sdo considerados fatores de viruléncia
(Casadevall A & Perfect JR, 1998).

A cépsula é constituida principalmente por glucuronoxilomanana (GXM). Estudos
indicam que este polissacarideo corresponde a mais de 90% da massa capsular, seguida de
Galactoxilomanana (7%) e manoproteinas (3%) (Zaragoza et al., 2009)' (Mitchell & Perfect,
1995) (Casadevall A & Perfect JR, 1998). A capsula representa importante mecanismo de
defesa da levedura através da inibicdo da fagocitose, migracdo de leucdcitos, alteracdo da
secrecdo de citosinas e bloqueio do sistema complemento do hospedeiro (Kozel, 1995) (Xie et
al., 2012). Mutantes hipo-capsulados ou acapsulados tém sido descritos devido a alteracéo de
varios genes envolvidos na sintese e formacdo da capsula polissacaridica. Esses mutantes
mostraram-se menos virulentos do que cepas normais. Somando a isso, a capsula aumenta
consideravelmente de tamanho dependendo dos diferentes sitios da infeccdo (Rivera et al.,
1998) (Chang & Kwon-Chung, 1994). Foi observado que isolados incubados em meio
Sabouraud com 0,1% de glicose induz o aumento da expressdo de capsula (Okabayashi et al.,
2005).

C. neoformans e C. gattii possuem o gene CNLAC1 de cdpia Unica que codifica a
fenol-oxidase, enzima que catalisa a biossintese da melanina. Foi observada a reducéo de
viruléncia quando ocorre a delecdo deste gene (Salas et al., 1996). Estas duas espécies
patogénicas do género Cryptococcus possuem um tipo particular de fenoloxidase, que é uma
lacase, cujo estudo tem contribuido para maior compreensdo dos mecanismos de
patogenicidade e regulacdo da resposta ao estresse no ambiente da célula hospedeira (Zhu &
Williamson, 2004)



A melanina age como antioxidante, protegendo a integridade celular e interferindo
com a susceptibilidade aos antifungicos, além de proteger a célula das temperaturas extremas
e anulacdo dos anticorpos mediadores da fagocitose (Kwon-Chung and Rhodes, 1986)
(Williamson, 1997a). E importante mencionar que existem diferentes tipos de melanina, que
sdo macromoléculas formadas pela polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos ou
inddlicos (Langfelder et al., 2003).

Em natureza, as bactérias, plantas, animais e fungos expressam diferentes tipos de
melanina, tais como: feomelanina, piomelanina, alomelanina e eumelanina, sendo este Gltimo
tipo produzido por C. neoformans e C. gattii e formado por complexo que envolve quinonas e
radicais livres. As melaninas séo insollveis em &gua e solventes organicos, por conseguinte
dificeis de serem estudadas por técnicas biofisicas e bioquimicas convencionais (Frases et al.,
2007) (Gomez & Nosanchuk, 2003).

Na celula leveduriforme de Cryptococcus a melanina é depositada na parede e quando
isolada do fungo, apresenta-se estruturalmente semelhante ao formato da célula, denominada
fantasma“ghosts ”. Estas particulas foram visualizadas com ajuda de microscopio eletronico
de transmissdo e microscépio eletrbnico de varredura, também foi observada presenca de
particulas granulares arredondadas de melanina com cerca de 40-130 nm de diametro, e que a
melanina esta disposta em uma ou mais camadas concéntricas que formam os “ghosts”. O US0O
de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e Crioporometria permitiram observar,
nos “ghosts”, poros entre 1 e 4 nm e um pequeno ndmero de poros com didmetro de 30 nm;
foi observada também ligacdo de anticorpos a melanina e que estes reduzem aparentemente o
volume desses poros. Isto sugere um mecanismo para o seu efeito anti-flngico (Eisenman et
al., 2005).

Estudos in vitro demonstraram que as interacdes de proteina com melanina dependem
do pH e da quantidade de proteinas presentes. Também foi demonstrado que células
melanizadas apresentaram-se menos susceptiveis a morte por trés péptidos microbicidas: uma
defensina, uma protegrina e uma magainina. Observou-se que as celulas apresentaram-se mais
sensiveis aos peptideos microbicidas na auséncia da melanina. A ligagdo de proteinas
microbicidas a melanina sugere funcdo protetora para esta, pois sequestra 0s peptideos
microbicidas e anula sua atividade (Doering et al., 1999).

Estudos realizados relatam que as proteinases produzidas em meio de cultura, séo

capazes de digerir proteinas do plasma humano, e na inoculacdo de C. neoformans por via



intravenosa, em camundongos T- cell deficientes foi observado lesdo dos tecidos destes
(Buchanan & Murphy. 1998).

Ha estudos sugerindo que a fosfolipase liberada pelas leveduras degradam o tecido e
facilitam a entrada da levedura nas células do hopedeiro, porém sdo necessarios mais estudos
para confirmacéo do papel da fosfolipase na viruléncia (Buchanan and Murphy. 1998).

Em estudo recente foi demonstrado o papel da urease na viruléncia de Cryptococcus,
pois se sabe que a producdo de urease por este estd implicada na invasao do tecido cerebral do
hospedeiro (Arpita et al., 2013).

Com relacdo aos tipos sexuados de C. neoformans e C. gattii, em modelos
experimentais, observou-se que o tipo sexuado & demonstrou ser mais virulento do que o tipo
sexuado a, (Kwon-Chung, Edman, & Wickes, 1992b). O tipo sexual o predomina nos
isolados clinicos, reafirmando seu potencial de viruléncia, sugerindo que este tipo tem

vantagem seletiva na sobrevivéncia no meio ambiente (Wickes BL et al., 1996).
1.4 Epidemiologia

C. neoformans é predominantemente oportunista, cosmopolita, acompanha a prevaléncia
dos casos de condigdo de risco, tais como AIDS, linfomas, leucemias, lupus eritematoso,
gravidez, transplante de 6rgdos solidos, cancer, sarcoidose, doencas autoimunes, diabetes e
tuberculose, além de drogas imunossupressoras (Lazera MS et al., 2005).

A partir de 1996, foi iniciada a terapia antirretroviral no Brasil. Este tipo de terapia,
permitiu aumento da sobrevida e melhoria de qualidade de vida dos pacientes infectados com
HIV. No entanto, para que a terapia seja eficaz, é necessario que o0s usuarios tenham uma
excelente adesdo aos esquemas prescritos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Em informe
epidemioldgico da AIDS fevereiro, 2013 no estado do Ceara foi observado, um decréscimo na
taxa de mortalidade, no periodo de 1996 a 1998, no entanto de 1999 a 2003 ocorreu discreto
aumento desta taxa. A partir de entdo continua ocorrendo discreto aumento da taxa de
mortalidade tanto no sexo feminino quanto no masculino, sendo superior no sexo masculino
(GOVERNO DO ESTADO DO CEARA, 2013).

Além do mais, cerca de 38 mil casos de AIDS por ano séo registrados no Brasil e
estima-se que aproximadamente 700 mil pessoas vivam com HIV no pais. Desses, 255 mil
ndo estdo cientes de sua condigdo (Secretaria de Vigilancia em Saude Ministério da Saude,
2012).
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Anélise de dados realizada pelo Ministério da Saude demonstraram que dos casos de
AIDS notificados entre 2000 e 2007 no Brasil, 4,4% apresentavam criptococose como
primeira manifestacdo oportunista. Ja nos centros de referéncia da regido Sudeste estimou-se a
prevaléncia desta doenca associada a AIDS entre 8 e 12%. Esta forma da criptococose ocorre
em todas as regides brasileiras, principalmente nas regides Sud, Sudeste e Centro Oeste (CO)
(Oliveira-Netto et al., 1993)"(Casali et al., 2003).

A Criptococose é a mais importante infeccdo oportunista relacionado a HIV/AIDS
principalmente nos paises em desenvolvimento, Park et al. (2009) realizaram estimativa de
casos de meningites, baseados em dados publicados da Africa Subsaariana, Europa Ocidental
e Central, e Oceania, nesse estudo foi verificado que ocorrem aproximadamente 1 milh&o de
casos anualmente e 625.000 mortes apds 3 meses da infeccdo (Park et al., 2009).

C. gattii ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais e acomete hospedeiros
que aparentemente ndo apresentam doenca de base ou imunodepresséo, comportando-se como
agente patogénico primario (Lazera MS et al., 2005). Existem relatos de surgimento de
criptococose causadas por C. gattii em regides com clima temperado maritimo (Fyfe et al.,
2008).

Estudos realizados no Brasil mostram a prevaléncia em adultos jovens, tanto no sexo
feminino quanto no masculino, e criancas das regides Norte e Nordeste, com consideravel
letalidade (cerca de 40%) (Cavalcanti, 1995)(Santos LO, 2000)(Martins, 2003).

1.5 Epidemiologia molecular de C. neoformans e C. gattii

Em estudos de tipagem molecular dos agentes da criptococose sdo utilizado métodos
diferentes, tais como: PCR-fingerprinting, Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) do gene URA5 e Amplified fragment lengh polymorphism (AFLP). Quando
comparados os resultados de RFLP/AFLP foi observado correspondéncia entre si, assim como
relacdo com os sorotipos. Por exemplo, para a espécie C. neoformans VN1/AFLP1, sorotipo
A; VNII/AFLP1A, sorotipo A; VNII/AFLP3, sorotipo AD; VNIV/AFLP2, sorotipo D. E
para C. gattii VG1/AFLP4; VGII/AFLP6; VGIII/AFLP5; VGIV/AFLP7 podem ser sorotipo
B ou C (Meyer et al., 1999)"(Kidd et al., 2004b).



Na andlise de 443 isolados brasileiros de C. neoformans e C. gattii, o tipo molecular
mais comum encontrado foi VNI (64%), seguido por VGII (21%), VNII (5%), VGIII (4%),
VGI e VNIV (3% cada), e VNIII (<1%). Verificou-se que o tipo molecular VGII (sorotipo B,
MAT alfa) é responsavel pela criptococose primaria com prevaléncia em hospedeiros
imunocompetentes no Norte e Nordeste, revelando um padrdo endémico regional para este
tipo molecular especifico no norte do Brasil (Luciana Trilles et al., 2008).

Em analise de amostras de poeira em peridomicilio de individuos com criptococose,
em Belém do Para, Brasil, observou-se o predominio do tipo molecular VNI dentro da espécie
C. neoformans e tipo VGII na espécie C. gattii. (Costa et al., 2009).

Em estudo realizado por Ribeiro (2008) em amostras ambientais, de excretas de aves,
dentro da cidade de Vitdria, Brasil, todas apresentaram o tipo molecular VNI (Ribeiro &
Ngamskulrungroj, 2008). Estes dados coincidem com achados anteriores em cepas
provenientes do Rio de Janeiro (RJ) e Belo Horizonte (MG) e reproduzem no Brasil o padréo
cosmopolita observado para esta espécie, principalmente associado a habitat de aves,
sugerindo dispersdo global, predominantemente clonal, de tipo VNI (Franzot et al., 1997).

Estudo molecular de isolados de Cryptococcus em paises lbero-americanos, como:
Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, México, Peru, Venezuela, Guatemala e Espanha, a
maioria dos isolados de C. neoforamans foram VNI (sorotipo A), que reafirma o padréo
mundial observado para criptococose associado a AIDS (Meyer et al., 2003).

Com relacdo a criptococose primaria, usualmente causada por C. gattii, chamam
atencdo os diferentes padrdes geograficos observados. Enquanto que o tipo molecular VGI
predomina em casuisticas globais, principalmente na Austrélia e paises da Asia. O tipo VGII
predomina como agente endémico de meningite criptocécica no Norte/Nordeste do Brasil
(Santos et al., 2008) (Trilles et al., 2008). Por outro lado, este mesmo tipo molecular VGII
apresenta um carater epidémico descrito em Vancouver, Canada, e mais recentemente no
Sudoeste dos Estados Unidos causando infec¢bes em humanos e animais (Meyer et al., 2003)
(Kidd et al., 2004a) (Datta et al., 2009).

1.6 Drogas Antiflingicas

Anfotericina B (AMB) é um antibiético poliénico, produzido por espécies de
Streptomyces encontradas no solo, sendo o antifingico mais comumente usado em formas

disseminadas de micoses. Ao combinar-se com esteroides da membrana plasmatica do fungo,



aumenta excessivamente a permeabilidade, levando-o & morte. O fator limitante para seu uso é a
toxicidade celular, sendo frequente a nefrotoxicidade, principalmente na forma de deoxicolato
(Tortora et al., 2000).

Os compostos azolicos fazem parte de um grupo de antifingicos sintéticos que possuem
acdo fungistatica (Lipp, 2008). O mecanismo de acdo destes consiste na inibicdo da enzima
lanosterol-dimetilase, a qual impede que o lanosterol se converta em ergosterol causando
aumento da permeabilidade celular e alterando a estrutura e a fungdo da membrana plasmatica
(Sanglard, 2002). O alvo dos compostos azo6licos é mediado pelo citocromo P450 14 alfa-
esterol demetilase (Lamb et al., 1995). Antes do seu uso terapéutico, devem ser levados em
conta seus efeitos sobre o sistema enddcrino e reprodutor, assim como sua toxidade hepatica e
renal (Tortora Gerard J, Berdell R Funke, Chistrine L Case, 2000).

O triazdlico voriconazol (VRZ) é reconhecido como um antifingico de largo espectro.
E utilizado para o tratamento de micoses invasivas tais como: aspergilose, candidemia em
doentes ndo neutropénicos, Candida spp. resistentes ao fluconazol (incluindo Candida krusei)
Cryptococcus. Com relacdo ao efeito citotdxico, esta relatado que quando administrado por
via oral ndo compromete a funcao renal. O mecanismo de acdo do VRZ se da pela inibi¢do do
citocromo P450 do fungo mediado pela desmetilacdo do 14 alfa-lanosterol, etapa essencial na
biossintese do ergosterol dos fungos. Consequentemente ocorre acumulo do esterol 14 alfa-
metilo e que provoca a perda de ergosterol na membrana da célula fungica. Este fato pode ser
responsavel pela atividade antifingica. O VRZ demonstrou ser mais seletivo para as enzimas
fungicas do citocromo P450, do que nos diferentes sistemas enzimaticos do citocromo P450 dos
mamiferos (LABORATORIOS PFIZER LTDA, 2013).

A pirimidina fluorada flucitocina ou 5-fluorocitosina (5FC) possui um atomo de flGor no
carbono 5. E um anti-metabélito das bases citosina e uracila que interfere com a sintese de DNA
e RNA. Este antifungico penetra no citoplasma da célula fungica através de uma permease,
sendo entdo convertido por desaminacdo em 5-fluorouracil, que substitui a uracila na molécula
de RNA, provocando alteracdo na sintese protéica. Outro metabolito produzido é 5-
fluorodesoxiuridilico, que interfere na sintese de DNA. As células dos mamiferos ndo
convertem grandes quantidades de 5FC em 5-fluorouracil, o que determina a acdo seletiva
deste composto (Sande, 1987). A toxicidade nos rins e na medula 6ssea sao fatores limitantes

para seu uso (Tortora Gerard J, Berdell R Funke, Chistrine L Case, 2000). Os efeitos colaterais



podem ser anemia, leucopenia e trombocitopenia, nauseas, vomitos, diarreia e enterocolite

grave e hepatomegalia (Sande, 1987).
1.7 Tratamento

No periodo anterior a década de 1950, varios pesquisadores tentaram diferentes tipos de
tratamento para a evolucdo fatal da criptococose disseminada. Em 1929, tentou-se a soroterapia
sem resultados favoraveis e, em 1943, Lewis & Happer recomendaram o emprego de violeta de
genciana em solucdo aquosa por via raguiana nos casos graves. Na década de 1950, a AMB
tornou-se a medicacdo de grande valor no tratamento da criptococose (Lacaz et al., 2002).

Na década de 1970, a 5FC demonstrou atividade contra C. neoformans, mas o
surgimento de resisténcia a esta droga levou a utilizacdo de esquemas combinados com AMB,
qgue demonstrou melhor eficicia tanto em relacdo ao tempo de tratamento quanto ao
prognostico (Lacaz et al., 2002).

Na década de 1980, surgiram os derivados azoélicos fluconazol (FLZ) e itraconazol
(ITZ), os quais demonstraram atividade antifungica no tecido cerebral. No entanto, tem sido
observado que o FLZ atravessa melhor a barreira hematoencefalica do que o ITZ (Lazera et
al., 2005).

Para o tratamento de pacientes com primeiro episodio de AIDS associada a meningite
criptococica, foi comparada a atividade de trés agentes antifingicos com doses diarias de:
AMB (0,7 mg / kg / dia); AMB mais 5FC (100 mg / kg / dia); AMB mais fluconazol (400 mg
diariamente) e tripla terapia (AMB+5FC+FLZ). Este estudo permitiu concluir que nas doses
diarias mencionadas a atividade fungicida mais eficaz ocorreu no tratamento de AMB e 5FC
combinadas, sendo que a adi¢do de 5FC permitiu observar uma menor proporcéo de pacientes

com recaida e “esteriliza¢do” do LCR em menos de duas semanas (Brouwer et al., 2004).

Outros estudos demonstraram que o aumento da dose de AMB para 1mg / kg por dia,
associado a dosagem de 5FC 100 mg / kg / dia, apresentou atividade fungicida
significativamente maior sem provocar efeitos colaterais significativos (Bicanic et al., 2008).
Uma estratégia encontrada para reduzir a toxicidade do tratamento convencional com AMB é
0 uso das formulacbes lipidicas desta droga. Em teste realizado usando AMB lipossomal
(AmBisome) 4 mg / kg / dia e AMB desoxicolato 0,7 mg / kg / dia por 3 semanas, cada um,

seguido de FLC 400 mg/dia por 7 semanas, foi demonstrado que apesar de a eficacia ser a
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mesma para os dois grupos testados, a AMB lipossomal mostrou-se menos nefrotdxica
(Leenders et al., 1997).

A sociedade americana para diretrizes de doengas infecciosas no ano 2000
desenvolveu guia para o tratamento da criptococose, baseado em relatos e consensos de
“experts” na area. No ano de 2010, incluiram novas se¢des onde apresentaram
recomendacdes, para o tratamento da meningoencefalite criptocococica em trés grupos de
risco, 1-individuos infectados pelo HIV; 2- receptores de érgdos transplantados; 3-
hospedeiros que ndo pertencem ao grupo 1 e 2. Nesse guia deram énfase a complicacGes no
tratamento da infeccdo por C. neoformans. Para tal foi recomendado terapia de inducéo
fungicida, como uso de polyene (AMB) e 5FC, seguido por regimes supressivos usando FLZ;
dentre vérias recomendacOes foi ressaltada a importdncia do reconhecimento precoce,
tratamento da pressao intracraniana e uso de formulagdes lipidicas de AMB em pacientes com

insuficeéncia renal (Perfect et al., 2010).

1.8 Combinacéo de drogas.

A combinagdo antimicrobiana é encorajada pelo reconhecimento ou suspeita de
infecc@o polimicrobiana, minimizagéo da toxicidade, reducdo da dose usada na monoterapia,
assim como minimizacdo da probabilidade de surgimento de subpopulagdes resistentes e
tentativa especifica para obter efeito sinérgico antimicrobiano (Eliopoulos and Eliopoulos,
1988).

Em estudo recente, realizado por Day, et al., (2013), foram comparados o tratamento
com AMB + 5FC; AMB + FLZ e AMB usada isoladamente. Neste estudo, foi avaliado um
grupo de 299 pacientes com AIDS e meningite criptococcocica em trés grupos de estudo
divididos randomicamente. Todos os pacientes receberam 1mg/ kg / dia de AMB; o segundo
grupo recebeu 100 mg/ kg / dia de 5FC e o terceiro grupo recebeu 400 mg de FLZ duas vezes
por dia. Os pacientes do primeiro grupo receberam tratamento durante quatro semanas e 0s
outros dois grupos receberam duas semanas de tratamento. Assim, foi concluido que a
associacdo AMB+5FC aumenta a sobrevida dos pacientes com meningites enquanto que no
tratamento com AMB+FLZ néo foi observado aumento da sobrevida dos referidos pacientes
(Day, Chau, & Lalloo, 2013).
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Entende-se por sinergismo a interacdo entre drogas onde uma substancia (farmaco B)
aumenta o efeito da outra (fa&rmaco A). Por outro lado pode ocorrer, antagonismo, isto é
qguando uma droga (farmaco B) diminui o efeito da outra (farmaco A). Podem ocorrer dois
tipos de sinergismo: 1. Sinergismo por adicdo, onde o efeito da droga A soma-se ao efeito da
droga B (Mesmo mecanismo de acdo); 2. Sinergismo por potenciacdo, onde o efeito obtido é
maior que a somatoria dos efeitos das drogas A e B, isoladamente, mesmo que o efeito
maximo de cada uma das drogas ja tenha sido alcancado (mecanismos de acao diferentes)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

As falhas frequentes na monoterapia em pacientes imunodeprimidos com micoses
invasivas podem ser superadas com combinacdo de antifungicos, ja demonstrada in vitro, em
modelo animal e estudos clinicos (Antoniadou and Kontoyiannis, 2003).

A combinacdo antifungica in vitro € realizada utilizando a técnica de tabuleiro de
xadrez, na qual observa-se multiplas dilui¢cbes dos antifungicos formados nos pocos da placa,
neste teste é possivel combinar manualmente concentracfes de dois antifungicos diferentes
em uma placa de microtitulacdo. Apesar de terem sofrido diferentes modificacbes a
metodologia mais utilizada é a de Ruiz-Cedoya et al. (2008) (Ruiz-Cendoya et al., 2008) e
Carl L. Piersom et al. (1994) (Carl L. Pierson, 1994).

1.9. Resisténcia a drogas antifungicas

A resisténcia a drogas terapéuticas tornou-se problema porque engloba uma
diversificada gama de sistemas biol6gicos que tém impacto no ser humano e nos
microrganismos, tais como bactérias, fungos, protozoarios. A resisténcia a droga diminui a
possibilidade de oferecer um tratamento bem sucedido contra inumeras doencas. Este
problema é preocupante, e consequentemente tem proporcionado estimulo na promoc¢édo da
investigacdo sobre a resisténcia a drogas em geral (Borges-Walmsley, McKeegan, and
Walmsley, 2003).

Em geral, tm sido reconhecidos trés mecanismos de resisténcia aos compostos
azolicos. 1. Reducdo de acumulo de droga dentro da célula fungica, relacionado ao aumento
da excrecdo da droga, devido a atividade aumentada das bombas de efluxo ao fluconazol,
como consequéncia da expressado de gene MDR. 2. Alteracdo da enzima 14 o desmetilase
que resulta na reducdo do alvo de ligacdo para o composto azdlico. 3. Alteracfes na via de

biossintese do ergosterol e excessiva expressdo da enzima 14 o desmetilase alvo, devido a
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amplificacdo do gene. (Sullivan et al., 2004)(Malcom D. Richardson, David W. Warnock,
1997).

O mecanismo de resisténcia de C. neoformans ndo tem sido amplamente investigado
como em outros fungos. A mutacdo do gene ERG11, expressdo excessiva de transportador
ABC e AFR1 foram relatados como causa de resisténcia para FLZ em uma cepa de C.
neoformans induzido em laboratério (Rodero et al., 2003)(Sionov et al., 2010).

Foi demonstrado que a duplicacdo de cromossomos esta intimamente associada com
os dois genes de resisténcia, ERG11 e AFR1 o principal transportador de azo6licos em C.
neoformans (Sionov et al., 2010). Na analise de um clone MRL862, de C. neoformans com
resisténcia inata a 128 pg/mL de FLZ, capaz de tolerar 400 pg/mL de FLZ, foi verificado que
por passagens sucessivas em meio livre de droga, retorna a seu estado inicial (128 pg/mL)
perdendo o cromossomo 1 extra adquirido. Isto permite concluir que a mutacdo em ERG11
n&o interfere com o mecanismo de heteroresistencia. Estes achados ressaltam a importéancia da
realizacdo dos testes de suscetibilidade para azolicos, além da escolha apropriada do
tratamento em pacientes infectados com C. neoformans resistentes ao FLZ (Sionov et al.,
2012).

1.10 Heterorresistencia

As meningoencefalites causadas por C. neoformans e C. gattii sdo inicialmente
tratadas com AMB seguida de regimes supressivos com uso de FLZ (Perfect et al., 2010) A
terapia de supressdo e manutencdo com o uso de FLZ, em infec¢bes causadas por Candida
spp. e Cryptopcoccus spp. vem sendo utilizada desde 1990. Desde entdo, o FLZ tem sido
amplamente usado (Brion, Uko, and Goldman, 2007).

A heterorresiténcia em C. neoformans € um tipo de resisténcia intrinseca adaptativa
para azélicos e o fenotipo desta resisténcia esta associado a dissomia de dois cromossomos,
(Chrl) e (Chr4). Esta dissomia tem a ver com a sobrevivéncia de C. neoformans em altas
concentragfes de FLZ in vitro. Sendo assim, o fendtipo de heteroresitencia é identificado
quando uma fracdo de um grupo populacional de células pode crescer em altas concentracfes
de FLZ, sendo estas maiores do que a sua CIM inicial (Ngamskulrungroj et al., 2012) (Sionov
et al., 2009). A definicdo de heteroresistencia ndo se refere unicamente a isolados clones

(provenientes de uma coldnia) com CIMs > 16ug/mL, ja que este conceito contempla também
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clones que apresentam suscetibilidade distinta frente a uma determinada concentracéo de FLZ
(Sionov et al., 2009).

Sionovo et al. (2010), realizaram um estudo comparativo de hibridacdo gendémica e
PCR em tempo real, a fim de demonstrar que C. neoformans sorotipo A e D adaptam-se a
altas concentracfes de FLZ por duplicagcéo de cromossomos, em resposta ao estresse frente a
elevadas concentracdes de FLZ. Nesse estudo foi verificado que isolados que toleravam altas
concentracdes de FLZ, em relacdo a seu CIM inicial, apresentavam duplicacdo do Chrl, assim
como duplicacdo de outros cromossomos especificos em decorréncia ao aumento progressivo
da concentracdo da droga. No entanto, apds a remocéao de FLZ, por passagens sucessivas em
meio livre desta droga, os isolados heteroresistentes voltam ao nivel de suscetibilidade inicial
com perda da copia extra do Chrl seguido da perda das cépias adicionais dos demais
cromossomos dissémicos (Sionov et al., 2010).

Yamazumi et al. (2003) observaram que isolados heteroresistentes demonstram ser
reversiveis em oito passagens sucessivas em meio livre de FLZ, com excecdo de um isolado
gue se manteve resistente em 13 passagens. Estes resultados sugerem que o fendtipo
heterorresisténcia para o FLZ de C. neoformans existe em uma propor¢do significativa dos
isolados clinicos e que a resisténcia para FLZ pode ser desenvolvida pela selecdo de clones
heterorresistentes e inducéo pela exposic¢do ao FLZ (Yamazumi et al., 2003).

Em estudo realizado com C. gattii isolados antes e depois do advento dos azolicos
com a finalidade de verificar o nivel de heteroreisténcia desta espécie, foram analisados 71
isolados de C. gattii, de origem clinica (42) e ambiental (29). Nesse estudo foi usado o
método E-TEST para verificar as CIMs e verificou-se que 86% dos isolados apresentaram
heterorresisténcia variando entre 4 e 32 pg/mL. No entanto, ndo foi encontrada correlacéo
significativa na analise da variacdo da heteroresistencia, considerando os tipos moleculares ou
sorotipos. Interessantemente, 0s isolados que apresentavam maior heteroresisténcia também
apresentaram maior resisténcia a xenobioticos, em relacdo a isolados com menor
heterorresisténcia. De igual forma, foi observado que isolados com alta heterorresistencia séo
mais virulentos do que aqueles com baixa heterorresistencia. Isto sugere que isolados de C.
gattii de origem ambiental sem previa exposicdo ao FLZ também apresentam
heterorresistencia para este azélico (Varma & Kwon-Chung, 2010). Este mecanismo é
reconhecido como intrinseco e esta associado com a viruléncia do isolado (Varma & Kwon-
Chung, 2010).
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Foi observado também que C. gattii pode ter maior predisposicdo para tolerar altos
nives de certos xenobidticos do que isolados de C. neoformans (Varma & Kwon-Chung,
2010).

1.11 Bombas de efluxo

E importante o entendimento do funcionamento dessas bombas de efluxo, ja que
podem acomodar uma grande variedade de compostos e sofrer mudangas conformacionais
para translocagdo dos substratos (Borges-Walmsley, McKeegan, & Walmsley, 2003).

O principal mecanismo de resisténcia em bactérias, fungos, protozoarios e células
complexas humanas cancerosas é a adenosine triphosphate - binding cassette (ATP binding
cassete - ABC), que sdo proteinas de membrana que expulsam drogas da célula. Células
resistentes aproveitam ou exploram o transportador ABC para expulsar drogas citotoxicas que
costumam entrar na célula por difusdo passiva. Embora algumas dessas bombas de efluxo de
transporte de drogas e substratos sejam especificos, muitos sdo transportadores de maltiplos
substratos. Estas bombas de mudltiplas drogas podem muitas vezes realizar transporte de
compostos hidrofébicos, corantes e lipidios (Borges-Walmsley, McKeegan, and Walmsley,
2003).

Para verificar a presenca e atividade das bombas de efluxo (ATP-binding cassette —
ABC) na citometria de fluxo sdo usados os diferentes fluorocromos, acetoximetil - calceina
(calceina-AM), acetoximetil - 2°, 7’ -bis-(2-carboxietil)-5-(¢ -6)- carboxifl uoresceina
(BCECF-AM), rodamina 123 (Rh123) e iodeto de 3, 3’ —dipentiloxacarbocianina (DiOC5).
Assim como anticorpos ou lectinas conjugados com fluorocromos como a fluoresceina e
ficoeritrina (Prudéncio et al., 2000).

As caracteristicas dos compostos fluorescentes daunorubicin e doxorubicin detectam
linhagens celulares que expressam MDR de células ndo resistentes. A deteccdo de proteinas
MDR com sondas fluorescentes permite observar blogueio funcional da atividade das bombas
de efluxo (Balzi and Goffeau, 1991).

1.12 Inducdo da resisténcia a drogas in vitro

A resisténcia de leveduras a compostos azolicos pode ser induzida em condicdes in

vitro como j& descritas em protocolos utilizando isolados clinicos de Candida dubliniensis.
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(Nonaka, 2008). A inducédo de resisténcia a drogas, principalmente azolicos, tem permitido
entendimento dos mecanismos de resisténcia através de analises moleculares (Moran et al.,
1997). Por outro lado, a inducgéo da resisténcia aos antibioticos permite observar mutacdes que
resultam na mudanca ou perda de uma ou toda uma sequencia de aminoacidos (Brusick,
1972). Em estudos de Saccharomyces sp. com resisténcia induzida a cicloheximida foi
verificada alteracdo na integridade estrutural nos ribossomos (Brusick, 1972).

1.13 Testes de suscetibilidade aos antifiingicos in vitro

The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) anteriormente conhecido
como National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) desenvolveu método
de referéncia, reconhecido como teste padrao de referéncia (Norma M27-A3) utilizando testes
de diluicdo em caldo para determinar a suscetibilidade in vitro de leveduras frente a agentes
antifungicos, com proposta de leitura visual ou espectrofotométrica e tempo de incubacdo de
24 a 48 horas para o género Candida e de 48 horas para o género Cryptococcus. Este
documento facilita a comparacdo de resultados entre diferentes laboratorios na determinacao
da suscetibilidade de leveduras (CLSI, 2008).

The Antifungal Susceptibility testing Sub-committee of the European on Antimicrobial
Susceptibility Testing (AFST-EUCAST) desenvolveu protocolo baseado na primeira edicdo
do documento do NCCLS M27 — A, introduzindo modificacBes tais como o aumento da
quantidade do inéculo (cem vezes maior em relacdo ao método NCCLS/CLSI) e incremento
da concentracdo final de D-glicose para 2% (dez vezes maior que o método NCCLS/CLSI)
com o objetivo de alcancar a leitura do ponto de corte em 24 horas. Sucessivos estudos
realizados demonstraram bons resultados na analise comparativa interlaboratorial utilizando
esta metodologia (Vale-Silva & Buchta, 2006).

Diversas metodologias vém sendo testadas como alternativas para testes de
suscetibilidade antiflngica, dentre estes se destacam: E-Teste (AB Biodisc, Sweden) baseada
na difusdo do antifingico em meio solido com o uso de fitas plasticas contendo gradiente de
concentracdo de diferentes drogas, método de disco difusdo em Agar M44-A (NCCLS/CLSI,
2004) considerado de facil realizagdo, com proposta de leitura em 24 e ou 48 horas e varios

kits comerciais (Vale-Silva & Buchta, 2006). VITEK2 é um método comercial automatizado
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que determina por espectrofotometria o crescimento de levedura, assim permite a
identificacdo e determinagdo da CIM simultaneamente. Este sistema possui cartdo AST-S01
projetado para testes de suscetibilidade de dupla microdiluicdo miniaturizada para ANFB,
5FC, FLC e VRZ e determina a CIM em pg/mL. VITEK2 apresenta certa vantagem por
possuir cartdes prontos para identificacdo e testes de susceptibilidade, jA que podem ser
realizados simultaneamente, além de obter resultados em menor tempo de incubacdo. Embora,
na obtencdo de isolados resistentes recomenda-se a verificacdo do resultado com o método
CLSI M27-A3 gue é reconhecido como padrdo ouro (Cuenca-Estrella et al., 2010).

O aumento no interesse das pesquisas em relacdo a sensibilidade antifingica nos
ultimos dez anos tem contribuido para o aprimoramento da metodologia, principalmente na
determinacéo da resisténcia a antifingicos. Estudos realizados com género Candida, testadas
frente a derivados azolicos, apresentaram crescimento residual ou efeito trailing em todas as
concentracOes das drogas utilizadas, particularmente apds 48 horas de incubacdo (Revankar et
al.,1998)' (Arthington-Skaggs, 2000). Por esse motivo padronizaram-se pontos de corte para
leituras em 24 horas e 48 horas (CLSI, 2008).

1.14 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € reconhecida como método moderno para estudo de células,
onde podem ser analisadas varias propriedades fisicas e bioldgicas, tais como: caracterizacdo
fenotipica das células, tamanho e granularidade celular e avaliacdo funcional e diferenciacédo
de diversas caracteristicas celulares intrinsecas como: conteddo de DNA e RNA, modulacao
de receptores de superficie, producdo de citocinas e célcio mitocondrial, estado redox da
célula e fluidez da membrana intracelular, atividade enzimatica, apoptose e morte celular, pH
intracelular, potencial de membrana plasmatica. A analise de dados é feita através de
programas computacionais nos quais histogramas de parametro (nico e parametros
bivariantes, permitem a determinacdo da analise de fluorescéncia. Esta intensidade fornece

dados de média, mediana, coeficiente de variagdo e da distribuicdo celular (Bacal, 2003).

Os fluorocromos marcam componentes celulares estruturais e funcionais, ligando-se
especificamente e distribuindo-se em compartimentos celulares como nucleo, mitocéndria e
vacuolo. Dentre os fluorocromos usados no teste de susceptibilidade antifingica, destaca-se

iodeto de propideo (PI), que marca a molécula de DNA e emite fluorescéncia quando excitado
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pelo laser do citometro de fluxo (Dornelas, 2006). O fluorocromo Laranja de Acridina (LA),
também é utilizado em testes de suscetibilidade, pois interage com DNA por intercalagdo e no
RNA por atracdo eletrostatica (Rudensky et al., 2005), utilizado também para determinacéo
do ciclo celular (Darzynkiewicz, 1990).

O fluorocromo  [2-cloro-4-(2,3dihidro-3-metil-(benzo-1,3-thiazol-2-il)-methilidene)-
1fenilquinoliniumiodide] (FUN-1) é um composto cianina assimétrica halogenada, permeéavel
a membrana citoplasmatica, pela qual passa passivamente, independente de atividade
metabolica da célula, expressando a cor verde-amarelo fluorescente no citoplasma. Na medida
em que é metabolizado ativamente pela célula produz o acimulo de pontos vermelho-laranja
brilhantes, que representam estruturas cilindricas intravacuolares, cuja intensidade aumenta

progressivamente em células viaveis (Millard et al., 1997).

Estudos recentes destacaram que a citometria de fluxo, combinada com o método
convencional CLSI M27-A2, é uma alternativa importante na andlise da CIM e determinacao
da sensibilidade de leveduras frente a agentes antifingicos, provando ser uma técnica com a
qual se obtém bons resultados em menor tempo, em comparagdo com a metodologia
convencional (Dornelas, 2006)(Vale-Silva & Buchta, 2006). Esta metodologia também tem
sido utilizada para detectar a expressao de bombas de efluxo, demonstrando sua utilidade
tanto nos testes de suscetibilidade in vitro quanto na verificacdo da atividade de bombas de
efluxo como responsaveis pela resisténcia adquirida a antifangicos em leveduras (Prudéncio et
al., 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

O tipo molecular mais frequente de C. neoformans é VNI com dispersdo global
(Franzot et al., 1997), padrdo também observado em criptococose oportunista no Brasil. No
entanto com relacdo a criptococose primaria, usualmente causada por C. gattii, observa-se o
predominio do tipo VGII no Norte e Nordeste do Brasil enquanto que o tipo VGI ocorre como
causa de criptococose no Sul e Sudeste de nosso pais, bem como regides da Asia e Australia
(Trilles et al., 2008). Tais diferencas epidemioldgicas nos levaram a escolher estes tipos

moleculares para o presente estudo.

H& necessidade de publicacGes sobre testes de suscetibilidade de C. neoformans e
principalmente C. gattii, para melhor compreensdo da sensibilidade deste complexo de espécies.
A maioria de isolados clinicos de C. neoformans mostra-se sensivel in vitro a FLZ, ITZ e AMB,
entretanto ha relatos de surgimento de isolados resistentes a 5FC (Chin, Cheong & Wong,
1989) (Sanglard, 2002) (Kantarcioglu et al., 2009). Com relacdo ao FLZ, antifungico de uso em
larga escala, observa-se surgimento de resisténcia in vitro e tem sido descrito em isolados de
Cryptococcus obtidos de pacientes com meningite, submetidos a terapia prolongada ou como
droga isolada na fase de inducdo (Posteraro et al., 2003).

Ha relatos de que o tipo molecular esta relacionado com a variacdo da suscetibilidade
antifungica in vitro, ja que C. gattii VGII apresentou-se menos suscetivel seguido dos tipos
moleculares C. gattii VGI e C. neoformans VNI (Trilles et al., 2012) (Khan et al., 2009).

Atualmente o tratamento das formas graves de criptococose busca 0 uso combinado
antifingicos permitindo uma répida reducdo da carga fungica no tecido do hospedeiro, assim
como, menor toxicidade possivel. A terapia combinada de AMB + 5FC demonstram atividade
fungicida mais répida, quando comparada ao tratamento isolado com AMB. Nesta terapia
combinada, observa-se menor propor¢do de pacientes com recaida, além de exames
laboratoriais do LCR estéreis em menos de duas semanas (Brouwer et al., 2004).

A producdo de melanina é um fendtipo vinculado as espécies patogénicas do género
Cryptococcus, sendo que na leséo de sistema nervoso central ja foi demonstrado o depdsito de
melanina na parede deste fungo (Pedroso et al., 2007). A melanina é reconhecida como fator
de viruléncia e tem sido mencionada como possivel fator que interfere na suscetibilidade aos

antifangicos (Kwon-Chung & Rhodes, 1986)'(Williamson, 1997b). Nos meios de cultura para
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fungos usados em laboratério de rotina, como Sabouraud e Mycosel, ndo ocorre indugdo da
producdo de melanina. Também nos testes padronizados pelo CLSI os meios utilizados néo
permitem a expressdo desse fenotipo. Portanto, consideramos necessario testar e comparar a
suscetibilidade antifingica in vitro de células de Cryptococcus com e sem expressdo de
melanina.

A dificuldade no tratamento das micoses e frequente recaida estimula a busca de
metodologias padronizadas e reprodutiveis para o estudo de suscetibilidade in vitro, bem
como monitoramento do surgimento de isolados resistentes, além da selecdo de novas drogas
com potencial terapéutico. Este tem sido um desafio para o caso dos fungos relacionados a

doengas humanas e de animais.

A principal vantagem da citometria de fluxo é a avaliacdo de diversos parametros em
milhares de células individuais num curto espaco de tempo, o que permite inclusive, avaliar
sub-populaces diferentes como também analisar células vivas em suspensdo. A citometria de
fluxo é considerada uma ferramenta que permite a pratica multidisciplinar, pois, beneficia
avancos ocorridos em diversos campos como a imunologia, a biologia molecular, analises
clinicas, testes de suscetibilidade in vitro etc. O uso de diferentes fluorocromos permitem
identificar sub-populac¢es distintas, portanto podem analisar-se grupos heterogénios (Orfao et
al., 1995).

Testes realizados com Candida spp. e Cryptococcus spp. demonstraram que a citometria
de fluxo associada ao uso de fluorocromos apresenta-se como alternativa, para obtencdo de
resultados rapidos e confidveis em curtos tempos de incubacdo nos testes de microdiluicdo em
caldo, padronizado pelo CLSI, para estudar a suscetibilidade in vitro de leveduras (Pina-Vaz et
al., 2005)(Vale-Silva & Buchta, 2006). A citometria de fluxo tem sido utilizada também na
verificacdo da atividade de bombas de efluxo, como responsaveis da resisténcia adquirida a
drogas antifungicas, assim € possivel analisar padrdes de resisténcia/suscetibilidade em

leveduras (Prudéncio et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar fendtipos de susceptibilidade dos principais tipos moleculares relacionados
a criptococose no Brasil comparando os tipos moleculares VNI de Cryptococcus neoformans,

VGl e VGII de Cryptococcus gattii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Determinar o perfil da suscetibilidade in vitro de C. neoformans e C. gattii para obtencao
da concentracdo inibitéria minima de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina, voriconazol e
anfotericina B isoladamente e de forma combinada de anfotericina B com 5-fluorocitosina e

anfotericina B com voriconazol;

2- Determinar concentracdo inibitdria minima por leitura em citdmetro de fluxo nos testes de
suscetibilidade de C. neoformans VNI e C. gattii VGI e GVII frente a fluconazol, itraconazol

e anfotericina B;

3- Definir a concentracdo minima letal de 5FC e AMB, testadas isoladamente e em

combinacéo;

4- Avaliar a acdo da melanina na suscetibilidade antifingica de C. neoformans e C. gattii

frente 5-fluorocitosina e anfotericina B na forma combinada e isolada de 5-fluorocitosina;

5- Induzir a resisténcia in vitro para fluconazol em isolados C. neoformans VNI e C. gattii
VGI e VGII para padronizar os fluorocromos: acetoximetil - calceina (calceina-AM),
acetoximetil - 2’, 7’ -bis-(2-carboxietil)-5-(¢ -6)- carboxifl uoresceina (BCECF-AM),
rodamina 123 (Rh123) e iodeto de 3, 3” —dipentiloxacarbocianina (DiOC5) na citometria de

fluxo para verificar a expressdo de bombas de efluxo.

6- Comparar a expressao de bombas de efluxo dos diferentes tipos moleculares antes e apos

inducdo in vitro de resisténcia ao fluconazol.
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4. RESULTADOS
Resultados na forma de artigos cientificos

CAPITULO I

(Artigo aceito para publicacédo)

O capitulo I aborda a determinacdo do perfil da suscetibilidade antifangica in vitro de
C. neoformans VNI e C. gattii VGI, para obtencdo de CIM de fluconazol utilizando método
padrdo CLSI M27-A3 e citometria de fluxo. Estes resultados fazem parte dos objetivos

especificos 1 e 2.
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Recent studies have used flow cytometry (FCM) as an important alternative method
to determine the antifungal susceptibility of yeasts compared to the broth microdilu-
tion Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) reference procedure. We present
a comparative study of the broth microdilution method and flow cytometry to assess
the in vitro antifungal susceptibility of Cryptococcus neoformans (n=16) and C. gattii
(n=24) to fluconazole. The minimum inhibitory concentration (MIC) assays by flow
cytometry were defined as the lowest drug concentration that showed ~50% of the count
of acridine orange negative cells compared to that of the growth control. Categorical
classification showed all C. neoformans isolates were susceptible to fluconazole. Three
isolates of C. gaitii were susceptible dose-dependent and the remaining 21 isolates were
classified as susceptible. MICs comparison of both methodologies demonstrated 100%
categorical agreement of the results obtained for C. neoformans and C. gattii. The MICs
obtained with the CLSI-approved method and flow cytometry were compared by the
Spearman correlation test and a significant Pv = 0.001. The flow cytometric method has
the advantage of analyzing a large and constant number of cells in less time, i.e., 9 h
incubation for fluconazole using acridine orange versus 72 h for broth microdilution
method. In conclusion, the two methods were comparable and flow cytometry method
can expedite and improve the results of in vitro susceptibility tests of C. neoformans and
C. gattii against fluconazole and also allows comparative studies in vitro/in vive more
rapidly, which along with clinical data, could assist in selecting the most appropriate
treatment choice.

Keywords flow cytometry, antifungal susceptibility, Cryptococcus

Introduction

Cryptococcus neoformans is a pathogenic fungus, the
cosmopolitan agent of fungal meningoencephalitis in
immune-compromised patients [1] including a high number
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of occurrences in acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS)-related deaths in sub-Saharan Africa [2], as well
as being recognized as an important infectious agent
throughout the world [3]. The mortality rate in infections
caused by this fungus is still high, especially when
diagnosis is delayed and the access to highly active
antiretroviral therapy (HAART) in AIDS patients is
limited [4].

Cryptococcus gattii, a close sibling species of
C. neaformans, is endemic in tropical and subtropical
climates [5], causing meningoencephalitis with high death
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rates in hosts with normal immunity, especially in the
emerging countries [6-9]. In the humid Brazilian Amazon
(North) and in the semi-arid Northeast regions, C. gattii is
the causative agent of meningitis in children and adoles-
cents with high mortality in these groups, despite the use
of colloidal amphotericin B (AMB) [10,11]. It has been
speculated that C. gairii is more virulent and less suscep-
tible to some antifungal drugs than C. neoformans based
on in vitre investigations [12].

High doses of AMB associated with 5-fluorocytosine
are indicated for induction therapy for cryptococcosis,
followed by fluconazole (FCZ) in the consolidation phase
[3]. FCZ is also indicated for the primary treatment of
localized infections without evidence of dissemination
[13,14]. Due to the increased significance of fungal
infections and the introduction of new antifungal drugs,
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
formerly NCCLS) in the USA has developed (since
1985) protocols for in vitro susceptibility testing to aid
physicians in their therapeutic choices for treating cryp-
tococcosis. The standardization and reproductibility of
broth microdilution methodology for in vitro suscepti-
bility testing for yeasts, current CLSI M27-A3 [15,16].
allows greater comparability of results among different
laboratories. However, this method is considered labori-
ous and time-consuming because it takes 24/48 h for
incubation of Candida spp. and 72 h for Cryptococcus
spp. and training of personnel, mainly to appropriately
obtain the data from the testing. This encouraged the
search for new methods to reduce incubation time and
automate the collection of results. Recent studies have
combined the use flow cytometry (FCM) with the
conventional method CLSI M27-A3/M27-83 and found
it to be an important alternative procedure to establish
the in vitro antifungal susceptibility of yeasts. FCM is a
powerful technique for the diagnosis of hematological
diseases and is widely used in clinical laboratories
[17,18]. This technique has shown great potential in the
classification of tumors of hematopoietic and lymphoid
tissue using morphological phenotypic and genotypic
parameters, as recommended by Bethesda International
Consensus in 2006 to study the Linfocitosis in FCM
[18]. In addition, FCM combined with specific fluoro-
chromes, like propidium iodide (PI), FUN-1 [2-choro-4-
(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-
methylidene)-1 phenylquinolinium iodide] and acredine
orange (AO), has been used by many authors to deter-
mine the in vitro susceptibility of yeasts, especially
Candida spp. The MIC values generated through the use
of FCM are based on the analysis of large numbers of
individual yeast cells which does not require protracted
incubation periods [19-22]. However, there have been
very few studies which have examined the application of

this method in assessing the antifungal susceptibility of
C. neoformans and C. gattii [22].

Therefore, this work aims to optimize the in vitro anti-
fungal susceptibility assay to obtain results in a shorter
period of time for C. neoformans and C. gattii against
fluconazole, the most common antifungal drug used in the
treatment of cryptococcosis. For this we performed a
comparison of MICs obtained by flow cytometry and the
microdilution method (CLSI-M27-A3/M27-S3).

Material and methods
Strains

A total of 16 isolates of C. neoformans and 24 of C. gartii
strains stored at the Culture Collection of Pathogenic Fungi
in Evandro Chagas Clinical Research Institute at Oswaldo
Cruz Foundation (IPEC/FIOCRUZ) at —70°C in 15%
glycerol were employed in the studies. Purity, viability and
genus identity of the strains were confirmed through the
use of Niger seed agar medium (NSA) and biochemical
tests (Vitek YBC, bioMérieux, Inc., Durham, NC, USA).
The species were identified with CGB (canavanine-glycine
bromothymol blue) medium test [23]. Candida parapsilo-
sis INCQS 40038 (ATCC 22019) and Candida krusei
INCQS 40147 (ATCC 6258) were included in the study as
quality controls.

Antifungal agents

Fluconazole was obtained in powder form (Sigma-Aldrich
Inc., St Louis, MO, USA). Stock solutions were prepared
in dimethylsulfoxide-DMSO P.A. 99.70% (Vetec Fine
Chemicals Ltd, Duque de Caxias, Brazil) at 5120 pg/ml
and maintained at — 70°C for up to 12 months [16].

Antifungal susceptibility testing CLSI

The microdilution tests were performed following the
CLSI M27-A3 and M-2753 broth microdilution guide-
lines [15.16]. Fluconazole dilutions ranging from
0.12-64 pg/ml were prepared in flat-bottomed 96-well
microplates using RPMI-1640 broth medium with
L-glutamine without bicarbonate (Gibco™, New York,
USA) buffered at pH 7.0 with (3-[N-Morpholino]-
propanesulfonic acid) buffer > 99% (Vetec Fine Chemicals
Ltd, Duque de Caxias, Brazil), and supplemented with
D-(+)-Glucose 2% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO,
USA). modification accepted by the CLSI document
[16.24]. The inocula were obtained from 48-h-old cul-
tures of each test strain grown on drug-free Sabouraud
dextrose Agar at 35°C. A pilot study showed that the
growth of Cryptococcus cells was far better using 0.45%

© 2013 ISHAM, Medical Mycology, Early Online: 1-8
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saline solution rather than 0.85% in a short incubation
time (2—12 h), so that FCM results could be reproducible.
Therefore, the suspensions were prepared with 0.45%
sterile saline and adjusted using Bio-Mérieux Densichek
instrument to match the turbidity of a 0.5 McFarland
standard. The final concentration of the inoculum in the
microplates was 0.5 % 10% to 2.5 X 10° CFU ml~! using
RPMI1640 broth medium as described above.

Antifungal susceptibility testing by flow cytometry (FCM)

The minimum inhibitory concentration (MIC) of flucon-
azole was determined by a flow cytometric approach using
acridine orange as fluorochrome (AO) (Sigma-Aldrich
Inc., St Louis, MO, USA).

Fluconazole solutions were prepared following the
broth microdilution guidelines [15] using RPMI 1640
media as described above. In order to reduce the dilution
range of fluconazole we used final concentrations of from
1-64 ug/ml. Three hundred microliters were distributed in
capped sterile tubes specific to flow cytometry and kept at
—70°C up to 6 months or until used in the study.

To prepare the inoculums suspensions, strains were
grown in Petri dishes containing drug-free Sabouraud
dextrose agar (Difco Laboratories, Sparks, MD, USA) at
35°C for 48 h. Five to 10 colonies of approximately 1 mm
in diameter each were suspended in sterile 0.45% saline,
the turbidity was adjusted using Bio-Mérieux Densichek
instrument at a wevelength of 530 nm to 1 McFarland
standard (approximatly 300 % 10° CFU m1~!). Portions of
this inoulum suspension (300 ul) were distributed in
tubes containing 300 ul of one of the drug dilutions
(2-128 pg/ml).

To evaluated the action of AO at a final concentration
of 11 mg/l as described in tests involving Candida spp.
[25]. cells of C. neaformans and C. krusei were analyzed
with fluorescence microscopy (Olympus B % 40: 1). Cells
suspension in sterile 0.45% saline matching turbidity of
0.5 McFarland were incubated for 30 min with AO in
the dark and were defined as negative control or AO
negative (viable cells) if green cells were observed.
In contrast, cells treated with formaldehyde at a final
concentration 1% incubated for 1 h prior to addition
of the AO for 30 min were defined as positive control or
AO positive (non-viable cells) when orange-red cells
were found (data not shown). To determine the MIC
obtained with flow cytometry for C. neofomans and
C. gattii, we performed a pilot study using AO at 11 mg/l
as an indicator of viability. The MIC of FCZ was defined
as the lowest concentration that showed ~50% of
viable cells, corresponding to the left quadrant of dot plot
(Fig. 1).

© 2013 ISHAM, Medical Mycology, Early Online: |18

Inoculum dilution acquisition was performed in
Beckman Coulter XL-MCL flow cytometer and studies
were conducted with a flow cytometric protocol in which
size forward scatter (FSC) and granularity side scatter
(SSC) at 675 nm fluorescence emission (FL4) 620V were
measured. Data analysis was performed by a dual-parameter
dot plot — FSC vs. AO fluorescence intensity, which was
divided into two quadrants, i.e., left comprehending AO
negative cells (viable cells), and right comprehending AO
positive cells (non-viable cells). A gate was created (for
Cryptococcus and Candida) in order to exclude debris and
define the cell populations of interest.

In order to define the best incubation time for an
appropriate reading in flow cytometry, we tested six
representative strains of C. neoformans and C. gattii,
and the quality control strains of Candida krusei and
C. parapsilosis. The strains were incubated with
continuous shaking at 200 rpm using Tecnal TE-420
incubator for 4, 8, 9, 12, 19 and 24 h at 35°C. After
30-min incubation with AO at 200 rpm, 10,000 cells
were acquired in triplicate in flow cytometry. The lowest
concentration which showed ~350% (MIC2) viable cells
after incubation of the inoculum cells for 4. 8, 9, 12, 19
and 24 h were compared to the concentrations range of
the quality control strains (C. krusei and C. parapsilosis)
from the CLSI guidelines [15].

Once the incubation time was defined, MIC determi-
nations of each of the 40 strains were carried out at
two different stages to check reproducibility. Controls
AO positive and AO negative were prepared for each
strain according to the same test conditions described
above (Fig. 1).

Analysis of results and statistics for microdilution (CLSI)

After 72-h incubation for C. neoformans and C. gartii, and
24-48 h for C. krusei and C. parapsilosis at 35°C, MICs
were determined spectrophotometrically with microplate
reader EPOCH. For the spectrophotometrical reading,
Microsoft Excel software was used to determine the MIC2
(~50% inhibition growth) for fluconazole.

Analysis of results and statistics for flow cytometry

The MIC results obtained from flow cytometry were ana-
lyzed with the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) version 16.0. The Spearman correlation coefficient
was used to compare the MICs obtained by CLSI and
FCM. The categorical classification for Candida sp. was
used to interpretate Cryptococcus spp. MICs obtained
by CLSI and FCM as the breakpoints for Crypfococcus
species are not stablished [26,27].
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Fig. 1 Dot plot of the controls for Cryptococcus neoformans: (a) autofluorescence; (b) C. neoformans stained with acridine orange (AO) for 30 min;
(c) C. neoformans dead cells, after I1-h incubation with 1% formaldehyde and stained with AO for 30min: (d) Live cells, incubation at 200 rpm for 9 h

and stained with AO for 30 min.

Results

The pilot study defined 9 h as the shorter time incubation
period in which to obtain comparable MICs with FCM and
CLSI methodologies, which adopts MIC limits: of 0.5-4.0
ug/ml for C. parapsilosis and 16-64 ng/ml for C. krusei
in 24 h (Fig. 2). MIC ranges of the two quality control
strains were within the CLSI established limits.

The MICs for fluconazole against C. neoformans and
C. gattii obtained by CLSI and flow cytometry methods
are shown in Table 1. The final MICs obtained with FCM
and CLSI procedure ranged from < 1-32 pg/ml (Table 1).
The MIC,, and MIC, were 2 and 16 ug/ml for FCM and
1 and 4 pg/ml for CLSI. Categorical classification showed
all C. neoformans isolates were susceptible to fluconazole,
whereas three isolates of C. gattii were susceptible
dose-dependent and the remaining 21 were classified as
susceptible (Table 1). MICs comparison of both method-
ologies demonstrated 100% categorical agreement for
C. neoformans and C. gattii. The MICs for C. gattii in
CLSI method ranged from 0.12-32 pg/ml and those found
with FCM ranged from 1-32 pg/ml, whereas MICs for
C. neoformans in the CLSI methods ranged from
0.25-4.0 ng/ml and FCM ranged from 1-8 pg/ml (Fig. 3).

In general, lower MICs were obtained with the CLSI method
compared to FCM, especially for C. neoformans, despite
eight isolates showing MICs <1 pg/ml using the CLSI
method (minimum dilution used for FCM) (Table 1).

The Spearman Correlation coefficient was used to
compare the MICs obtained by the two methodologies
and revealed a significant positive correlation coefficient,
Pv=0.001 obtained at the 0.01 level.

Discussion

Flow cytometry has been employed over the past few years
for in vitro antifungal susceptibility testing (AST) in order
to shorten the incubation time for slow growing molds [28]
and providing greater accuracy in less time as the method
analyzes larger number of cells allowing the detection of
cell damage [20-22,25].

The AST methods used for Cryptococcus were stan-
dadized with Candida species that grow faster than
members of the former species [15]. Therefore, FCM is
of interest as it may overcome such limitations [20] of
conventional procedures for C. neoformans and C. gattii.
The current high price of the FCM equipment can be a

© 2013 ISHAM, Medical Mycology, Early Online: 1-8

25

RIGHTS LINK



Flow cytometry antifungal susceptibility testing of Cryptococcus

7880 658

1024

2K 5 g g /p g g g

FS
(128X128)

T TR T T T TR T T
% 8 1008
FL4 LOG

(@)  C krusei32ug/mL FLC

1824

TR DO I T ey BT DN Y

FS
(128X128)

FL4 LOG
(c) C. parapsilosis 2ug/mL FLC

N
8 3870 | 3944

(128X128)

FL4 LOG
(b)  C krusei 64ug/mL FLC

FS
(128X128)

.1 1088
FL4 LOG

(d) C. parapsilosis 4pg/mL FLC

Fig. 2 Dot plot of the corresponding MIC and the previous dilution obtained from the quality control strains, Candida krusei INCQS 40147 (ATCC
6258) and Candida parapsilosis INCQS 40038 (ATCC 22019): (a) previous dilution of MIC C. krusei: (b) MIC of C.krusei: (c) previous dilution of

MIC C. parapsilosis: (d) MIC of C. parapsilosisi.

limiting factor in applying the methodology in clinical
laboratories. However, in the laboratories which routinely
used FCM for diagnostic and other purposes, AST could
be performed with a positive cost/benefit ratio, especially
when compared to the commercial methods that can be
fiscally prohibitive.

Different fluorochromes have been used in antifungal
susceptibility tests with FCM, especially for Candida
species. For the analysis of Cryptococcus spp., the fluo-
rocromes propidium iodide (PI) and FUN-1 were used
by Ramani et al. [29], Chaturvedi et al. [30] and Joung
et al. [19]. So far, variable results have been obtained
with the few strains of C. neoformans that have been
analyzed with FCM using PI and FUN-1 [22,31,32].
Green et al. [31] obtained comparable results between
microdilution method and FCM using PI, but the authors
tested only one strain of C. neoformans among several
isolates of Candida spp. and Saccharomyces cerevisiae.
Pina-Vaz et al. [22] also compared both methodologies,
analysing three Cryptococcus and 63 Candida isolates,
and obtained comparable results with FCM using FUN-1

© 2013 ISHAM, Medical Mycology, Early Online: 1-8

after 1 h of incubation in tests involving itraconazole,
voriconazole and caspofungin. Ramani and Chaturvedi
[32] tested the in vtro AST of 16 strains of C. neoformans
to amphotericin B and FCZ with FCM using PI and
obtained results comparable to those found with the
CLSI procedures after 4 and 6 h of incubation for
amphotericin B and FCZ, respectively. However, FCM
required the use of one more step, i.e., the addition of
sodium deoxycholate at the end of incubation to improve
the permeability for PI. According to Rudensky ef al.
[25], sodium deoxycholate results in gelling of the yeast
suspension during cytometer reading, so they proposed
the use of acridine orange (AO) as the viability indicator
of Candida spp.

Most antifungal susceptibilities studies with FCM are
based on the mean channel fluorescence of the dead
cells, as used by Ramani et al., with 50% increasing mean
channel fluorescence for Candida albicans using PI [29].
However, another study demonstrated that a 30% increase
in mean channel fluorescence was best correlated to the
MICs of Candida spp. to FCZ [33].
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Table 1 Minimum inhibitory concentration (MIC) of fluconazole
obtained by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and flow
cytometry and categorical comelation of Cryprococcus neoformans and
Cryptococcus gattii.

CLSI and FCM
CLSF FCM'* Correlation
Isolates Mic2* (pgfml) MIC2 (pug/ml) categorical*
C. nenformans
LMM*1426 1.00 8.00 5
LMM1494 <1 2.00 s
LMM1433 4.00 4.00 ]
LMM1434 1.00 < 1.00 5
LMMI1443 4.00 4.00 5
LMMI1446 1.00 4.00 ]
LMMI1445 <1 1.00 s
LMMI1450 <1 2.00 s
LMM1452 4.00 4.00 ]
LMMI1455 1.00 4.00 5
LMMI1457 1.00 2.00 5
LMMI1468 1.00 1.00 ]
LMMI1473 1.00 2.00 5
LMMI1475 1.00 2.00 5
LMM1496 2.00 2.00 ]
LMMI1498 2.00 4.00 5
C. gattii
LMM201 <1 1.00 s
LMM202 2.00 1.00 5
LMM244 <1 1.00 s
LMM253 <1 1.00 s
LMM272 1.00 1.00 5
LMM326 2.00 1.00 5
LMM330 <1 < 1.00 s
LMM347 1.00 1.00 5
LMM362 2.00 1.00 5
LMM378 <1 < 1.00 S
LMM384 1.00 1.00 5
LMMI1430 4.00 1.00 5
LMMI1436 2.00 2.00 5
LMM1422 2.00 4.00 5
LMM1425 32.00 32.00 SDD
LMM1429 32.00 32.00 sSDD
LMMI1431 2.00 2.00 5
LMM1432 2.00 8.00 ]
LMM1435 32.00 32.00 sSDD
LMM1437 4.00 4.00 5
LMMI1438 4.00 8.00 ]
LMMI1441 1.00 8.00 5
LMMI1463 1.00 8.00 5
LMM1493 1.00 8.00 s

S, susceptible; SDD, susceptible dose-dependent; *Laboratory Medical
Mycology: *hroth microdilution guidelines: 5.50% optical density value
of the growth control; TFCM, flow cytometry. **The Categorical
classification for Candida sp. was used to interpret Cryptococcus spp.
MICs obtained by CLSI and FCM as the breakpoints for Cryptococcus
species are not established.

In this study the MICs found with FCM were obtained
by ~50% of AO negative cells count, comparing with
the AO negative of the growth control for each isolate.
Thus, MICs results were based on living cells, as used

in the CLSI method. We obtained comparable results to
those obtained with the CLSI method in our pilot study
of C. neoformans and C. gattii susceptibility against
FCZ with 9-h incubation. A considerable number of
living cells was lost in the growth control (drug-free)
during 9-h incubation at 200 rpm. Approximately 1700
positive AO cells were detected compared to the control
prepared 30 min prior to acquisitions by FCM. Thus, the
fast death of cryptococcal cells observed in 9 h was
one of the reasons to choose counting AO negative cells
to determine the MICs by FCM. Moreover, the use
of AO eliminated the need for the additional sodium
deoxycholate [25].

Usually the FCM method to evaluate the in vitro flucon-
azole susceptibility using FUN-1 and PI provided rapid and
reproducible results in 6-8 h for Candida species [32,33].
In contrast, our study determined 9 h was shortest incuba-
tion time for C. neoformans and C. gattiii, but 12, 19 and
24 h presented a variation of one dilution.

The MICs ranges obtained by CLSI and FCM
methods were similar, although 0.12 pg/ml or 1 pg/ml
is the lowest dilution in CLSI and FCM, respectively.
This difference may have influenced the statistical
analysis since eight strains had MIC < 1 pg/ml with the
CLSI method, but a significant positive correlation
coefficient was still obtained. The range concentration
of 1-64 ng/ml for FCM was used because in the cate-
gorical classification MICs =8 pg/ml indicate suscepti-
ble (8), 16-32 ug/ml susceptible dose-dependent (S-DD)
and = 64 resistant (R) strains [15]. Thus, when consid-
ered categorical classification, 100% agreement between
both methodologies was observed for C. neoformans and
C. gattii strains.

CLSI inoculum is small and variable (500-2,500 CFU/
ml), while FCM method has the advantage of allowing the
analysis of a large and constant number of cells, such as
10,000 cells (in this study), or 30,000 by Pina-Vaz ef al.
[22]. yielding a more representative result. Thus, we con-
sider inoculum size to be a critical factor for achieving
reproducible results with isolates containing heterogeneous
sub-populations of cells with different fluconazole sus-
ceptibilities, such as heteroresistance of C. neaformans
described by Yamazumi et al. [34].

In conclusion, we present a rapid flow cytometry
assay using acridine orange for C. neoformans and
C. gattii susceptibility testing. Flow cytometry proved to
be reproducible, with the additional advantage of analy-
zing a large and a constant number of cells, allowing
comparative studies carried out on Cryptococcus isolates
in less time (9 hours) than the standard CLSI M27-A3
method (72 h). The FCM method can expedite and
improve the results of in vitro susceptibility tests of
C. neoformans and C. gattii.

@ 2013 ISHAM, Medical Mycology, Early Online: 1-8
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Fig. 3 Dot plot of the corresponding MIC and the previous dilution for representative strains of Cryptococcus neoformans (LMM1433) and C. gattii
(LMM1493): (a) previous dilution of MIC C. neoformans: (b) MIC of C. neoformans: (c) previous dilution of MIC C. gattii: (d) MIC of C. gattii.
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CAPITULO Il
(Artigo submetido)

O capitulo Il aborda determinagdo do perfil da suscetibilidade antiflngica in vitro de
C. neoformans VNI e C. gattii VGII, para obtencdo de CIM de Anfotericina B utilizando
método padrdo CLSI M27-A3, Citometria de fluxo Vtek-2 e time kill assays. Estes resultados

fazem parte dos objetivos especificos 1 e 2 a seguir:

1- Determinar o perfil da suscetibilidade in vitro de C. neoformans e C. gattii para obtencao
da concentracdo inibitéria minima (CIM) de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e
anfotericina B isoladamente e de forma combinada de Anfotericina B com 5-fluorocitosina e
Anfotericina B com Voriconazol

2- Determinar concentracéo inibitéria minima por leitura em citdmetro de fluxo nos testes de
suscetibilidade de C. neoformans VNI e C. gattii VGI e GVII frente a fluconazol, itraconazol

e anfotericina B.

Susceptibility test in vitro of Cryptococcus neoformans VNI and
Cryptococcus gattii VGII against amphotericin B by Vitek-2, Broth
microdilution CLSI and Flow Cytometry
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Abstract

C. neoformans VNI is the main agent of cryptococosis associated to AIDS in the world. C. gattii VGII
causes mainly endemic primary infection in immunocompetent hosts. To determining Minimum
Inhibitory Concentration (MICs) in short period, we compared Vitek 2, flow cytometry (FCM) using
FUN-1 with broth micro-dilution methods (CLSI M27 A3). The minimum incubation period was
evaluated by Minimum Fungicidal Concentration (MFC) Procedure. Seventeen clinical isolates of C.
neoformans VNI and eighteen of C. gattii VGII were analyzed. MICO was determined by CLSI M27 A3
and Vitek 2. In FCM the MICs were defined by comparison of fluorescence intensity in FL4 LOG
between respective negative controls and each strain. The MICs results showed 100% categorical and
essential agreement. The median reading time to MICs by Vitek 2 was 19:06 hours and by FCM was
two hours. MFC was carried out in two and six hour periods and all isolates were inhibited in two
hours with 1 pg/ml. It is important to highlight the flow cytometry as an alternative method to
determine MICs for AMB in two hours faster than CLSI and Vitek-2, with positive cost-benefit, in

clinical laboratories which use the cytometer for others purposes.
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Introduction

Cryptococcosis is a systemic mycosis acquired through the inhalation of viable propagules,
basidiospores or dehydrated yeasts of Cryptococcus neoformans or Cryptococcus gattii (Brizendine,
Baddley, & Pappas 2011), (Jarvis & Harrison 2008) which present eight major molecular types, VNI

to VNIV for C. neoformans and VGI to VGIV for C. gattii (Meyer et al. 1999).

C. neoformans VNI is the main agent of cryptococcosis associated to AIDS in the world and is a
significant opportunistic infection agent in solid organ transplant recipients (Singh et al. 2008). C.
gattii VGII mainly causes a primary lung infection in HIV- negative patients, causing non-specific
respiratory symptoms with different radiologic presentations depending on the host’s immune status
and is usually under diagnosed (Santos et al. 2008), (Baddley et al. 2008). It may disseminate from the
lung to other organs, especially to the central nervous system (Baddley et al. 2008). C. gattii VGII is
the principal agent of endemic cryptococcosis in normal hosts in South America, including a large area of
Amazonia (Santos et al. 2008), (Luciana Trilles et al. 2008), (Meyer et al. 2003). This genotype is also
related to the outbreak in VVancouver Canada, which started in 1999 and then expanded to the Pacific coast

of the United States of America (Meyer et al. 1999), (Kidd et al. 2004).

Amphotericin B (AMB), a drug available in the market for over 40 years, has been considered
the gold standard for treating invasive fungal infections (Wingard et al. 1999), (Tiphine & Herbrecht
1999) including cryptococcal meningitis (Saag et al. 1992). Resistance to AMB is rarely observed,
however, less sensitive isolates from HIV patients, usually infected by C. neoformans (Vanden et al.
1998), and less sensitive isolates of C. gattii have been reported, which could be related to the

difficulty of cryptococcosis treatment (Moraes & Hamdan 2003).

High doses of AMB associated with 5-fluorocytosine is the first choice as induction therapy
for cryptococcosis (Day et al. 2013), followed by fluconazole in the consolidation phase (Perfect et al.
2010) CLSI M27 A3 broth micro-dilution method (Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI)

2008) is used as reference to develop several automated or semi-automated commercial systems to



34

evaluate antifungal susceptibility tests: E-test (AB Biodisc, Sweden), based on the diffusion of the
drug on a solid medium; the Agar disk diffusion method (Azevedo et al. 2011) and Vitek 2 for use in
the clinical laboratory (Cuenca-Estrella et al. 2010). The Vitek 2 method, a fully automated
commercial system, provides same-day identification and antibiotic susceptibility results. Several
studies compared this automated commercial method with CLS M27 A3 and have show essential
agreement (within 2 dilutions) for several antifungal agents against Candida spp.(Pfaller et al. 2007)
and categorical agreement (based on CLSI method) was obtained for C. neoformans against AMB

(Cejudo et al. 2010).

Many authors have developed studies using flow cytometry (FCM) with different
fluorochromes, such as Acridine Orange (AO) (Rudensky et al. 2005), Propidium lodide (PI) (Ramani
& Chaturvedi 2000) and [2-choro-4-(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-1
phenylquinolinium iodide] (FUN-1) to determine susceptibility of yeasts, especially Candida
(Wenisch et al. 1997). FUN-1 is a cell membrane-permeable fluorochrome that produces a yellow-
green fluorescence in the cytoplasm of living or dead cells, and gives rise to red intravacuolar
cylindrical structures (CIVS) only in viable cells (Millard et al. 1997) (Wenisch et al. 1997). The
Minimum inhibitory concentration (MIC) determination by FCM is based on the analysis of a large
number of individual yeast cells not requiring long time incubation (Joung et al. 2007),(C. Pina-Vaz et
al. 2005). However, there are few studies which have examined C. neoformans cells (C. Pina-Vaz et
al. 2005), (Morales et al. 2013), (Cidalia Pina-Vaz & Rodrigues 2010a), (Green et al. 1994) but none
with the genotypes VNI and C. gattii VGII. Although FCM can be considered an expensive method
for susceptibility testing in clinical laboratories, antifungal susceptibility test (AST) can be
accomplished with a good cost / benefit ratio, in laboratories that possess the equipment for other

diagnostic purposes.

In other study the Minimum Fungicidal Concentration (MFC) Procedure were used to evaluate
the fungicidal activity of amphotericin B against clinical isolates of common and emerging Candida spp.

(Canton et al. 2003). In this present study MFC procedure is important to validate the methodologies
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that aim to reduce the incubation period of C. neoformans and C. gattii to obtain the MFC (100%

death) with AMB.

This study aims to determine MICs of amphotericin B in a shorter incubation period, of C.
neoformans VNI and C. gattii VGII, so we compared Vitek 2 and FCM with broth microdilution method
(CLSI/M27A-3) and checked the minimum incubation period by Minimum Fungicidal Concentrations

procedures.

Materials and methods

Study Design

Seventeen clinical isolates of C. neoformans VNI and eighteen of C. gattii VGII were sub-cultured on
Niger Seed Agar (NSA) to confirm purity and viability of these isolates, and also characterized by
Vitek 2 (VK2C6700) Vitek YBC (bioMérieux, Inc., Durham, USA) and L-canavanine, glycine, and
bromothymol blue (CGB) medium (Kwon-Chung & Bennett 1982). The molecular types were
identified following Meyer et al. (Meyer et al. 2003),(Trilles et al. 2011) Two quality control strains
were used in each test: Candida parapsilopsis INCQS 40038 (ATCC 22019) and Candida krusei
INCQS 40147 (ATCC 6258). All C. neoformans and C. gattii isolates tested in this experiment were

stored in the Pathogenic Fungal Collection of IPEC/FIOCRUZ.

Susceptibility testing

Broth Micro-dilution - The micro-dilution test was performed following the broth micro-dilution
guidelines CLSI M27 A3 (Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) 2008) (CLSI document

M27-S3 (2008)) AMB (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) stock-solutions were prepared with
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Dimethyl Sulfoxide (DMSO) P.A. 99.70% (Vetec Fine Chemicals LTD, Duque de Caxias, Brazil) at

1600 pg/ml, and maintained at —70°C for up to 12 months.

Serial dilutions of AMB RPMI-1640 were prepared using broth medium with L-glutamine
without bicarbonate (GibcoTM, New York, USA) buffered at pH 7.0 with (3-[N-Morpholino]-
propanesulfonic acid) buffer > 99%. (Vetec Fine Chemicals LTD, Duque de Caxias, Brazil) and
supplemented with D-(+)-Glucose 2% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) in a range of 0.03 to 16

pg/ml, and stored in 96 well micro-plates at -70°C for up to 6 months.

The inocula were prepared using RPMI-1640 medium. Isolates were cultured in Petri
dishes containing Sabouraud dextrose agar (Difco™ Laboratories, Maryland, USA) for 48
hours at 35° C. Two to five colonies of approximately 1 mm in diameter were suspended in 3
ml 0.45% sterile saline and vortexed. Turbidity was adjusted using a Bio-Mérieux Densichek
instrument to match 0.5 McFarland. The final concentration of the inoculum in the micro-
plates was approximately 0.5 x 10° - 2.5 x 10° CFU ml™, and the final concentration of AMB
ranged from 0,015 — 8 pg/ml.

After 72 hours of incubation at 35°C, the MIC of AMB was defined as the lowest drug
concentration at which 100% inhibition growth (MIC 0) was visualized.
Vitek 2 - Susceptibility testing with the Vitek 2 Compact W2420 -VK2 C6700- system (bioMérieux)
was performed according to the manufacturer’s instructions. Standardized suspension was prepared
with 0.45% sterile saline and placed into a Vitek 2 antifungal susceptibility test card - AST-YSO01 -
Cards were filled using a vacuum-filling process, then after sealing placed into the automatic

reader/incubator. The results are expressed as MIC values in pg/ml according to the manufacturer’s

instructions.

Flow Cytometry — We carried out a pilot study using Candida krusei, Candida parapsilosis and C.

neoformams, where incubation times commonly used by other authors were tested, 1h, 2h, 4h and 6h
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of incubation (Cidalia Pina-Vaz et al. 2005), (Ramani & Chaturvedi 2003) (data not shown). In this

study 2 of incubation were selected to perform the antifungal susceptibility by FCM.

The MICs of AMB were determined in a Beckman Coulter XL-MCL Flow cytometer. The drug was
prepared according to CLSI M27 A3, as described above, reserved in capped sterile tubes specific to
flow cytometry and kept at -70°C until use or for up to six months. The final concentration intervals

for AMB varied from 0.25 to 2 pg/ml.

The isolates were cultured in Petri dishes containing Sabouraud dextrose agar at 35°C for 48 h;
five colonies of 1mm in diameter were suspended in sterile 0.45% saline and the turbidity was
adjusted using a Bio-Mérieux Densichek instrument at a wavelength of 530 nm to 1 McFarland
standard (approximately 300 x 10° CFU ml™). The tests were incubated for 2h at 35°C with shaking at

200 rpm (Tecnal TE-420 Incubator) after addition of 300ul of the inoculum to the drug solution range

(300ul).

After incubation with AMB, the cells were stained with 0.5uM FUN-1 in the dark at room
temperature for 30 min (Millard et al. 1997) (Wenisch et al. 1997) (Cidalia Pina-Vaz et al. 2005).
Positive controls (viable cells) were prepared with cell suspension to 0.5 Macfarland drug-free and
stained for 30 minutes with FUN-1 prior to acquisition. The negative control (non-viable cells) was
prepared in the same way as the positive control; however the cells in the negative control were treated
with formaldehyde at a final concentration 1% and incubated for 1 hour prior to addition FUN-1

(figure 1).

Approximately 30.000 individual cells were analyzed in the Flow Cytometry at FL4 LOG
(excited by light to 480 nm and emission 600nm) red fluorescence and at FL2 LOG (excited by light

to 480 nm and emission 530nm) yellow-green fluorescence with FUN-1.

The mean fluorescence intensity in FL4 LOG with dead cells was considered the negative

control, which was carried out for each strain tested. The MIC of AMB was defined as the lowest
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concentration that produced 100% inhibition of growth (MICO), that is a comparable mean

fluorescence intensity in FL4 LOG to the negative control (figure 1).

Minimum Fungicidal Concentration (MFC) Procedure

MFC was performed as described by van Duin & Nosanchuk (2002) and Canton et al. (2003),
with modifications. Broth micro-dilution susceptibility testing was carried out for the second time
according to methodology described above. The microplates were incubated at 35° C for 2 and 6
hours, and after each time period, 10pul of all wells without visual growth were plated on Sabouraud
dextrose agar. MFC was defined as the lowest concentration of AMB which showed the absence of

growth after 72 h incubation at 35°C. CFU ml™ was obtained for the other dilutions.

Statistics

In exploratory analysis, the geometric mean, range and 90 percentile of MIC were analyzed. The MICs
of different antifungal susceptibility methods were compared by non-parametric Spearman correlation
(), (Dias et al. 2006) using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 16.0. P-

values<0.05 showed statistical significance.

Results

A total of 35 isolates of C. neoformans VNI (n=17) and C. gattii VGII (n=18) were analyzed.
All isolates showed optimal growth at 48 hours on Sabouraud drug free agar medium before the
antifungal susceptibility test. The MICs of the quality control isolates were within the limit as

recommended by CLSI reference method (CLSI document M27-S3 (2008).
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The Vitek 2 MIC results were available from 15:15 h to 31:00 h of incubation for all C.
neoformans VNI and C. gatii VGII, 19:06 h was the median reading time. The median reading time of
C. neoformans VNI was 20:08 h (range 15:15 h to 31:00 h) and for C. gattii VGII was 18:09 h (range

16:00 to 22:15 h).

CLSI M27 A3 MIC of most isolates was 1ug/ml (62% of isolates), while Vitek 2 was 0.50
pg/ml (77% of isolates). Using FCM, the most common MICs observed were 0.50 pg/ml (40%) and
0.25 ug/ml (34%) as shown in table 1. MICs range, MICq, and geometric mean of C. neoformans VNI
and C. gattii VGII against AMB obtained with CLSI M27 A3, Vitek 2 and FCM with different
incubation periods are showed in table 2. Comparison of the 3 different methods used showed 100%
of categorical (all isolates are susceptible, according to CLSI) and essential agreement (up to 2
dilutions) (Pfaller et al. 2007), (Dias et al. 2006), (Favalessa et al. 2009) were observed (table 2).
However, MICs comparison showed no correlation between CLSI M27 A3 /VITEK-2 and
FMC/VITEK-2 (p=0.87 and p=0.85, respectively), yet the comparison of MICs between CLSI M27
A3 and FMC showed positive significant correlation (r = 0.33, p=0.048). The MIC geometric means
(GM) of all three methodologies were higher for C. gattii VGII than for C. neoformans VNI (table 2),

although the difference was not statistically significant (p>0.05).

MFC were performed with two and six hours of incubation. The majority of C. neoformans
VNI and C. gattii VGII isolates were inhibited with 0.5 pg/ml of AMB after two hours and six hours

incubation. More details are shown in table 3 and figure 2.

Discussion

The treatment of cryptococcosis has undergone changes in the past few years. Recent studies
report that a more prolonged treatment should be required for C. gattii infections (De Bedout et al.
1999) (Perfect et al. 2010). Moreover, the identification of the molecular type and understanding

susceptibility testing are increasingly important (Chong et al. 2010). Several researchers have
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performed comparative studies on different in vitro methodologies to determine the susceptibility of
yeasts to antifungal drugs. In this study, we evaluate the MICs of C. neoformans VNI and C. gattii

VGII against AMB comparing different methodologies.

CLSI M27 A3, used as reference to develop several automated or semi-automated commercial
systems to evaluate antifungal susceptibility tests, is the most reliable methodology up to now,
although it is not an easy process and the results are obtained after 72 hours. For this reason,
automated methodologies, such as Vitek 2, have been tested (Cuenca-Estrella et al. 2010), (Cejudo et
al. 2010). The method Vitek 2 is a fully automated commercial method system and has the advantage
of determining fungal identification and MIC determination simultaneously. Pfaller et al.(Pfaller et al.
2007), Cejudo et al. (Cejudo et al. 2010), Peterson et al. (Peterson et al. 2011)] and Cuenca-Estrella et
al. (Cuenca-Estrella et al. 2010) have compared Vitek 2 with CLSI M27 A3 method. Those studies
agree that Vitek 2 method is easy to perform and no complex handling is required (Pfaller et al. 2007).
However, Cejudo et al. reported that it is necessary to accomplish CLSI M27 A3 in order to confirm

resistant isolates by Vitek 2 (Cejudo et al. 2010).

In the present study the comparison between CLSI M27 A3 and Vitek 2 showed good (100%)
categorical (based on CLSI method) and essential MICs agreement (within 2 dilutions) for AMB.
Other comparative studies between these two methodologies found similar results and have
established good essential agreement (within 2 dilutions) for Candida spp. against several antifungal
agents (Pfaller et al. 2007) Cejudo et al. (Cejudo et al. 2010) and Cuenca-Estrella et al. (Cuenca-
Estrella et al. 2010) also observed good essential agreement for C. neoformans against AMB (69% and

92% for C. neoformans respectively).

Borghi E et al.(Borghi et al. 2010) analyzed 614 isolates of Candida sp. and 10 C. neoformans
using CLSI M27 A3 method and Vitek 2, obtaining similar results for both methods against AMB for
MICgo (0.5 pg/ml for Vitek 2 and 1.0 pg/ml for CLSI M27 A3). Identical values were obtained in the

present study.
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Not only CLSI M27 A3 and VITEK 2, but also FCM has been developed to determine MIC in
vitro for antifungal susceptibility for yeasts, mainly Candida species, with satisfactory results (Ramani
& Chaturvedi 2000), (Rudensky et al. 2005), (Vale-Silva & Buchta 2006). The main objective of FCM
method is to reduce incubation time and perform automated reading whereas the CLSI M27 A3
requires 72 h. Besides, there are no studies analyzing susceptibility of different molecular types of
cryptococcosis agents against AMB by FCM using FUN-1. Pina Vaz C & Rodrigues AG (Cidélia
Pina-Vaz & Rodrigues 2010b) obtained MICs in one hour of incubation for C. neoformans. In a
previous pilot study, we tested one and two hours of incubation and good agreement was found
between MICs obtained in two hours by FCM using FUN-1 and CLSI M27 A3 (72 hours), but results
obtained in one hour of incubation by FCM were not reproducible for C. neoformans and C. gattii
(data not shown). Other authors reported that three hours are required with AMB, using Propidium
lodide (PI) (Green et al. 1994), but it is necessary to add a detergent (sodium deoxycholate) to allow
Pl to access the nuclei, (another step in the methodology that may degenerate the membrane of the

cell) (Ramani & Chaturvedi 2000).

In this present study, when comparing geometric mean values within each methodology, CLSI
M27 A3, Vitek 2 and FCM, there was no statistically significant difference between C. gattii VGII and
C. neoformans VNI strains, results that agree with previous study by Trilles et al. (2011), which
reported amphotericin B as the only drug showing no differences in susceptibilities among VGI/VGII,

VGI/VNI and VGII/VNIL.

We obtained MICs by CLSI M27 A3 in 72 h; Vitek 2 average time 19:06 h, and FCM in two
hours. Considering the minimum incubation period (2 h) obtained in FCM, showed good agreement with
the period time obtained by time MFC used to check if AMB inhibits the growth of Cryptococcus in
two and six hours, we concluded that two hours is a good incubation period to determine MICS by FCM.
MFC showed that 1 pg/ml of AMB is enough to inhibit all strains in two hours. These results are in

accordance with MICs obtained CLSI M27 A3.
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The results demonstrated good categorical and essential agreement when CLSI M27 A3, Vitek
2 and FCM were compared. In conclusion it is important to highlight FCM as an alternative method to
determine MICs for AMB in shorter time (two hours) incubation and MICs released in the same day,

with positive cost-benefit in clinical laboratories which use cytometer for others purposes.
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Table 1 List of isolated showing the minimum inhibitory concentrations (MIC) of C. neoformans VNI

and C. gattii VGII against AMB obtained by CLSI Vitek 2, Flow Cytometry (FCM)
determination of Minimum Fungicidal Concentration (MFC) at two and six hours of incubation.

ISOLATE MIC MIC MIC MFC MFC
LMM M.TYPE VITEK2 FCM CLSI 2H 6H
LMM1494 VNI 0.25 0.25 0.25 1.0 0.5
LMM1433 VNI 0.5 1.0 1.0 1.0 0.5
LMM1443 VNI 1.0 1.0 0.5 0.5 1.0
LMM1446 VNI 0.5 0.25 1.0 1.0 1.0
LMM1448 VNI 0.5 0.25 0.25 0.5 0.5
LMM1450 VNI 0.5 0.5 1.0 0.5 0.5
LMM1452 VNI 0.5 0.25 1.0 0.5 0.5
LMM1455 VNI 0.5 1.0 1.0 0.25 0.5
LMM1457 VNI 0.5 0.25 1.0 0.5 0.5
LMM1468 VNI 0.25 0.25 0.5 1.0 0.5
LMM1473 VNI 0.5 0.25 0.5 1.0 0.5
LMM1475 VNI 0.5 0.25 0.25 0.5 0.5
LMM1495 VNI 0.5 0.5 0.25 0.25 0.5
LMM1496 VNI 0.5 0.25 1.0 0.5 0.5
LMM1497 VNI 0.25 1.0 1.0 0.5 0.5
LMM1498 VNI 0.5 1.0 0.5 0.25 0.5
LMM1499 VNI 0.5 0.5 1.0 1.0 0.5
LMM1425 VGlI 0.5 1.0 1.0 1.0 0.5
LMM1429 VGlI 0.5 0.25 0.5 0.25 0.25
LMM1437 VGlI 0.5 0.5 1.0 1.0 0.5
LMM1438 VGlI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
LMM1441 VGlI 1.0 0.5 1.0 1.0 0.5
LMM1444 VGl 0.25 1.0 1.0 1.0 0.5
LMM1449 VGl 0.5 1.0 1.0 1.0 1.0
LMM1451 VGlI 0.5 0.5 1.0 1.0 0.5
LMM1453 VGl 0.5 0.5 1.0 1.0 0.25
LMM1454 VGlI 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
LMM1459 VGl 0.25 1.0 1.0 0.5 0.5
LMM1460 VGl 0.25 0.5 1.0 0.5 0.5
LMM1463 VGlI 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5
LMM1480 VGl 0.5 0.5 1.0 0.5 0.25
LMM1493 VGl 0.5 0.25 1.0 0.5 0.5
LMM17 VGlI 0.5 0.5 1.0 0.5 0.5
LMM901 VGlI 0.5 0.5 1.0 0.5 0.5
LMM994 VGlI 0.5 0.5 0.5 1.0 0.5

LMM= “Medical Mycology Laboratory”’; M. TYPE=Molecular type; CLSI= Broth microdilution.

and
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Table 2 Comparison of incubation time using CLSI M27-A3, Vitek-2, Flow Cytometry methods,

MICs range and MICq, of seventeen C. neoformas VNI and eighteen C. gattii VGII against

amphotericin B.

Method CLSI FCM VITEK-2

(incubation

time) (72h) (2h) (15-31h)

Isolates C .neoformans C. gattii C.neoformans C. gattii  C. neoformans C. gattii
VGlI VNI VGII VNI VGII

VNI

MICs Range 0.25-1 0.5-1 0.25-1 0.25-1 0.25-1 0.25-1

MICgyg 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5 0.5

GM of MICs 0.5 0.7 0.3 0.7 0.3 0.5

CLSI M27-A3 = Broth Microdilution Method
AMB = amphotericin B
MICs = Minimum inhibitory concentration

GM = geometric mean
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Table 3 Inhibition of growth in vitro of Seventeen clinical isolates of C. neoformans VNI and eighteen of

C. gattii VGII by Minimum Fungicidal Concentration (MFC) in two and six hours of incubation.

[1AMB
Hg/mL C. neoformans VNI C. gattii GVII  C. neoformans VNI  C. gattii GVII
(N)
(N) (N) (N)
0.12 0 0 0 0
0.25 3 1 0 3
0.5 8 9 15 14
1.0 6 8 2 1
2.0 17 18 17 18
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Figure 1. Representative dot-plot graphics obtained by flow cytometry. (a) auto-fluorescence of viable
C. neoformans cells; (b) C. neoformans stained with FUN-1 — (viable cells), (¢) C. neoformans stained
with FUN-1 and treated with 1% formol (non-viable cells), (d) C. neoformans stained with FUN-1 and
treated with 1pg/ml amphotericin B, (e) C. neoformans stained with FUN-1 and treated with

0.01pg/ml amphotericin B.

(128X128)



A

CFU/mL mean

CFU/mL mean

47

1600 A

14001 k\ —-8—- Mean CFU C. negformans

1200 1 \\ —8— Mean CFU C. gattii

1000 ~ .
800 ~ . T
600 - S u
400 S

200 - -~
-

- ,
D T T T —= B. T . 1
0.12pgmL 0.25pgmL 0.5ugmL lugmL 2ugmL

1000 4 —#—- Mean CFU C. negformans

—8— Mean CFUC. gaitii
200

B00

400

i T # 1
0.12pgmlL 0.25pgmL 0.5pgmL lpgmL 2ugmL

Figure 2 Graphic lines showing the mean of CFU mL™ obtained in minimum fungicidal concentration

by plating the range from 0.12 to 2.0 pg/mL of AMB after two (A) and six hours (B) of incubation of

C. neoformans VNI and C. gattii VGII against AMB.
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CAPITULO Il
(Artigo submetido)

Medical Mycology

Medical
Mycology

Combination of amphotericin B and 5-flucytosine on
Cryptococcus neoformans VNI and Cryptococcus gattii VGII
in presence or absence of melanin

O capitulo 111 aborda determinacéo do perfil da suscetibilidade antifingica in vitro de
C. neoformans VNI e C. gattii VGII, para obtencdo de CIM e CIFI de Anfotericina B e 5-
fluorocitosina. Para tal foi utilizando método padrdo CLSI M27-A3 e a técnica de tabuleiro de
xadrez. Também foram observados os efeitos da melanina na combinacéo de anfotericina B e
5- fluorocitosina, através da determinacdo da CML. Estes resultados abordam parcialmente os

objetivos 1; 3 e 4 a seguir:

1- Determinar o perfil da suscetibilidade in vitro de C. neoformans e C. gattii para obtencéo
da concentracdo inibitéria minima (CIM) de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e
anfotericina B isoladamente e de forma combinada de Anfotericina B com 5-fluorocitosina e

Anfotericina B com Voriconazol

3- Definir a concentracdo minima letal (CML) de 5FC e AMB, testadas isoladamente e em

combinacao.

4- Avaliar a acdo da melanina na suscetibilidade antifingica de C.neoformans e C. gattii

frente 5-fluorocitosina e anfotericina B na forma combinada e isolada de 5-fluorocitosina.
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Abstract

Current treatment regimens involving antifungal combination therapy have been used
for the treatment of deep-tissue mycosis to improve the results obtained with therapy alone. In
the present study, in vitro combination of amphotericin B (AMB) and 5-Fluorocytosine
(5FC) against different clinical isolates agents of cryptococcosis (17 Cryptococcus
neoforamns VNI and 18 Cryptococcus gattii VGII) were analyzed. Besides, the influence of
the melanin expression and different glucose concentration on the determination of synergism
or antagonism of AMB combined with 5FC was also analyzed. The majority of C.
neoformans VNI strains (16/17) were indifferent against the combination of AMB and 5FC
with L-DOPA, and 1 strain showed partial synergism. C. gattii VGII showed partial
synergism (2/18) and additive action (4/18), but most isolates (12/18) were indifferent. In the
absence of L-DOPA the detection of the additive effect increases (P=0.03), mainly for VGII
(8/18). In the medium containing 2% glucose without L-DOPA a greater synergic interaction
was observed (17/35) for both molecular types analyzed (P<0.05). Thus, constitution of the
medium interferes with the results and analysis of the drugs interaction on Cryptococcus spp.
strains, highlighting the importance of the addition, specially, of 2% glucose instead of 0.2%

to the medium for detection of synergic interaction between AMB and 5FC.
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Introduction

Cryptococcosis is a systemic mycosis, caused by encapsulated yeasts of the genus
Cryptococcus. Cryptococcus neoformans is cosmopolitan in immune-compromised patients, and
may present itself as primary cryptococcosis, endemic in tropical and subtropical areas primarily
caused by Cryptococcus gattii. Both species can cause meningoencephalitis with or without

evident pulmonary lesions [1].

The treatment of choice for cryptococcosis by C. neoformans depends on both the
anatomic sites of involvement and the host's immune status [2]. Amphotericin B (AMB) is the
regimen of choice for disseminated cryptococcosis. The limiting factor of this drug is to cause
cellular toxicity, with frequent nephrotoxicity, in these cases lipid formulation is given to the
patient [3]. High doses of AMB associated with 5-fluorocytosine (5FC) is the first choice as
induction therapy for invasive cryptococcosis, followed by fluconazole in the consolidation
phase [4]. In immune-competent hosts, careful observation may be important for choice of
antifungal therapeutic scheme considering the occurrence of infection [2] [4 - 6]. Relapses after
treatment have been reported in primary C. gattii infections [7]. On the other hand, in vitro
studies point to the occurrence of less susceptible isolates of C. gattii. This can be related to the
difficulty of cryptococcosis treatment [7, 8]. thus induction AMB plus 5FC is recommended

for C. gattii neurological cryptococcosis (6 weeks) and when localized to the lung (2 weeks)

[9].

Current treatment regimens involving antifungal combination therapy have been used

for the treatment of deep-tissue mycosis to improve the results obtained with therapy alone,
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especially in patients affected by multi-resistant agents that do not respond to standard

treatment [4] [10-12].

Combination therapy with AMB and 5FC showed faster fungicidal activity when
compared to treatment with AMB alone and a lower proportion of patients with relapse was
observed. In laboratory tests, sterile cerebrospinal fluid (CSF) was detected early, at least two
weeks after the treatment. In addition, interaction of drugs allowed rapid reduction of fungal

load in tissue host, as well as lowering possible toxicity [13].

Melanin production is related to the pathogenic species of the genus Cryptococcus and
melanin deposit on the wall of C. neoformans has been demonstrated in the central nervous
system of patients with cryptococcosis [14, 15]. Melanin is recognized as a virulence factor
and has been mentioned as a possible factor which interferes with antifungal susceptibility [16
- 18]. Melanin acts as an antioxidant, protecting the integrity of the cells and interfering with
susceptibility to antifungal agents; it also protects the cell from extreme temperatures and

nullifies the action of antibodies that mediate phagocytosis [19, 20].

The critical role of glucose has been recognized for virulence development as well as
being a source of carbon for Cryptococcus [21].

In the present study, in vitro combination of AMB and 5FC against different clinical
isolates, agents of cryptococcosis (C. neoforamns VNI and C. gattii VGII) were studied.
Besides, the influence of the melanin expression and different glucose concentration on the

determination of synergism or antagonism of AMB plus 5FC was also analyzed.

Material and methods
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To analyze in vitro interactions of AMB and 5-FC against C. neoforamns (VNI) and
C. gattii (VGII) different groups were studied: 1- checkerboard protocol without L-Dopa,
using 2% glucose; 2a- the same procedure using 0.2% glucose without L-Dopa; 2b- the same

procedure using 0.2% glucose with L-Dopa.

Strains

For this test 35 isolates were used: seventeen C. neoformans VNI and eighteen C. gattii VGII.
Purity and viability tests were performed by inoculation of the strains on Petri dishes
containing Agar Niger Seed (Guizotia abyssinica) (ANS), incubated at 25 °C for 48 hours,
transferred to Sabouraud Agar (SC) drug-free (DifcoTM Laboratories, Mariland, USA). Two
quality control strains were used in each test: Candida parapsilopsis INCQS 40038 (ATCC
22019) and Candida krusei INCQS 40147 (ATCC 6258). All C. neoformans and C. gattii
isolates tested in this experiment were stored in the Pathogenic Fungal Collection of

IPEC/FIOCRUZ.

Antifungal drugs

To assess susceptibility, the standardized method CLSI M27-A3 (2008) [22] and [23]
was followed. The reference drugs were used in powder form: amphotericin B (AMB)
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA) diluted in dimethyl sulfoxide- DMSO 99.70% (Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, USA), and 5-fluorocytosine (5FC) (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
USA) diluted in sterile distilled water. The drug solutions were filtered through a 0.22

micrometer membrane and were stored at -70°C for up to one year.
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Serial dilutions of drugs to Checkerboard test with 0.2% and 2% glucose

The drug dilutions were prepared in RPMI-1640 medium with L-Glutamine powder
without bicarbonate (GibcoTM, New York, USA), buffered with MOPS - Buffer acid [3-
Morlino] P. propanosulfonico A. (Vetec Fine Chemicals LTD, Duque de Caxias, Brazil) plus
glucose (DifcoTM Laboratories, Maryland, USA) at final concentration 2% or 0.2%, adjusted
to pH 7.0 with hydrochloric acid and sodium hydroxide and sterilized by filtration through a
0.22 micrometer membrane. The micro-dilutions were prepared in the following ranges, final
concentration: 0.004 to 2pg/ml for AMB and 0.25 to 32pg/ml for 5FC. Then dilutions of 5FC
100 pl were distributed to each well in order of increasing concentration from row line H12 to
A12 (of microplates). For the serial dilutions of AMB 100 ul were distributed in each well of
the H11 line ascending concentration to H2. The first column was reserved for sterility control
and growth control as shown in Figure 1. The combination of AMB and 5FC was distributed

in wells in ascending concentration as shown in Figure 1 (Vitale et al. 2,005).

The microplates were stored at -70°C for up to six months.
Each batch of microplates was tested for quality control as recommended by CLSI M27-A3

using control strains C. parapsilopsis and C. krusei.

Inoculum without L-DOPA

The inoculum was suspended from two to five colonies of diameter approximately
1mm (grown in drug-free SC for 48 hours at 35 °C) in 5 ml of sterile saline (0.85% NacCl).

This suspension was vortexed for approximately 15 seconds and the cell density adjusted with



62

sterile saline using Bio-Mérieux Densichek instrument to match the turbidity to 0.5
McFarland (1 x 10° at 5 x 10° CFU / ml). The suspension was diluted with RPMI1640
(glucose 0.2% or 2%) to a concentration of 5.0 x 10° — 2.5 x 10° CFU / ml and inoculated into

micro U-bottom plates with AMB and 5FC previously prepared.

Inoculum with L-DOPA

To determine the MIC of isolates expressing melanin, the inoculum was prepared with
RPMI11640 0.2% up to approximately 5.0 x10? — 2.5 x10* CFU / ml, and 2 mM of L-3,4-
Dihyroxyphenyl-alanine (L-DOPA) in dimethyl sulfoxide - DMSO 99.70% (Sigma-Aldrich
Inc., St. Louis, USA) [17]. After preparation, the inocula were distributed on the plates with

the drugs previously prepared.

Interpretation of CLSI Results

The antifungal susceptibility test was analyzed by visual reading performed with the
aid of tilted mirror support plate, after 72 hours incubation at 35°C. MIC-0 of AMB and MIC-
2 of the 5-FC were determined in line H and column 12 of the micro-plate, respectively. In
each micro-plate one isolate was analyzed; sterility control of RPMI 1640 and growth control

of isolate were also analyzed in the first column of the microplate.

Interpretation of results of Checkerboard dilution test
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The fractional inhibitory concentration (FIC) was determined in the absence of growth
in the well with the lowest concentration of AMB using checkerboard dilution test. To
determine FIC indices (FICIs) and synergism or antagonism were checked out following
previous publications [24 - 27]. Thus the FIC index (FICI) was obtained as follows: A/MICa
+ B/MICb =FICA + FIC B = FICI: where A is MICs of AMB in combination; B is MICs of
5FC in combination; MICa is MIC of AMB alone; MICb is MIC of 5FC alone; then FICIs
values were interpreted as follows: Synergism < 0.5; partial synergism from 0.5 to 0.75;

additive effect from 0.76 to 1, O; indifference > 1 to 4.0; and antagonism > 4.0 [24 - 27].

Minimum lethal concentration experiments for the CLSI and Checkerboard

dilution tests

To determine the minimum lethal concentration (MLC) of AMB and 5FC, combined
or not, with and without L-Dopa, the determination of MIC and FIC was carried out. Thus,
the microplates were homogenized and 10ul of all the wells without cell growth were
inoculated in plates containing SC Agar. The readings were done by counting of colonies after
72 hours of incubation at 35° C. The dilution which presented < 5 colonies forming units

(CFU) > 80% of death was considered as the MLC.

Statistics

For comparison of MICs and FICIs of C. neoforamns VNI and C. gattii VGII, three
different analyses were performed: a- 0.2% glucose medium with L-Dopa; b- 0.2% glucose

medium without L-Dopa; and c- 2.0% glucose medium without L-Dopa. The Mann-Whitney
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Test was used for compare the different molecular types and the Wilcoxon Test was used to

compare the methodologies.

Results

All isolates presented expected growth in drug-free SC in 48 hours at 35° C. The MICs
of quality control strains, Candida parapsilopsis and Candida krusei, were within the range
recommended by CLSI [22, 23].

Antifungal susceptibility testing in vitro results, in combination and alone, of AMB
and 5FC, with and without L-DOPA and different glucose concentrations are shown in Table

1.

Analyses of the results the MICs independent of molecular type (Wilcoxon Test), the
effects of L-DOPA was not possible to visualize: For AMB was observed in presence, GM
0.20 and in absence, GM 0.26 with pv = 0.01. For 5FC in presence, GM 1.12 and in absence,

MG 3.69 with pv = 0.73 was also observed.

In regarding the addition of glucose in the MICs independent of molecular type
exposed to AMB and 5FC, higher GM with pv = 0.01 with glucose 2.0% only for AMB was

observed.

The results obtained from the interaction tests AMB and 5FC demonstrated the
following results of CIFI: with L-DOPA 0.74-2.56 for C. neoformans VNI and 0.51-2.4 for C.
gattii VGII; without L-DOPA, results of CIFI of 0.48-2.40 for C. neoformans VNI and 0.36-
2.40 for C. gattii VGII. The results of interaction AMB and 5FC for molecular type are

described in table 2.
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For 5FC Analysis of the minimum lethal concentration results, MLC with and without
L-DOPA, showed that all of the isolates tested grew in the greater concentration test used in
this study (>32ug/mL).

For the combination of AMB and 5FC, the different MLC results obtained in presence
and absence of L-DOPA in C.gattii VGII (GM 0.25) and C.neoformans VNI (GM 0.33) were
not statistically significant (pv>0.05). However, the analysis of all 35 strains showed greater
GM values of MLC in the presence of L-DOPA (MG=0.48) than in its absence (MG=0.28),

and this difference was statistically significant (pv=0.001) — Wilcox Test.

Discussion

The therapy combination brought up several questions because in vitro results
obtained had been controversial [27] [28] when comparing to clinical outcomes/responses.
Moreover, antifungal mono-therapy had showed good performance in some cases, however,
combination therapy may be a possible treatment in patients with invasive infections that do

not respond well to mono-therapy [10].

The addition of L-DOPA to culture medium for susceptibility testing makes this
method more complex, since it is necessary to freshly prepare it in order to protect it from air
and light due to its instability as recommended by Sigma-Product information-Aldrich

(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA)

In order to have expression of melanin by Cryptococcus a low concentration of
glucose is necessary [19], this is the reason why 0.2% glucose was used in the tests with L-

DOPA in this study.
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Previous studies which analyzed MIC of C. neoformans found no difference in the
results in isolates expressing melanin [16], however, in our study higher values of GM
independent of molecular type for AMB, were observed in the absence of L-DOPA with
significant pv = 0.01.

In this study, comparing the MICs observed individually for each drug, we observed
that in the presence of AMB the molecular type VGII with L-DOPA showed GM greater than
VNI, but this difference was not statistically significant (pv = 0:56). Regarding 5FC we
observed that the molecular type VGII presented GM greater than VNI, with significant P
value (pv = 0.01). In the absence of L-DOPA was observed, GM greater for VGII with
significant P value for AMB and 5FC (table 2).

Ikeda et al., 2003 after analyzing MICs of AMB and fluconazole were only able to
show the melanin as a protective factor by analyzing viable fungal cells [16]. However, in our
study it was not possible to verify the action of melanin, for 5FC, since the results obtained
were higher than CML >32ug/ml for all isolates analyzed with and without L-Dopa.

Comparing the MICs obtained with 0.2 and 2.0% glucose it was observed that: the
GM of VNI is higher than GVII for AMB, but it is not statistically significant (pv=0.9) with
2% glucose. However, the GM of 5FC is higher for molecular type VGII for two glucose
concentrations, and this difference is statistically significant according to Mann-Whitney T.

In relation to the results obtained in the interaction of AMB and 5FC we verified in the
medium with L-DOPA synergism was not detected in 17 isolates of C. neoformans, the
majority being indifferent (16/17). In these same conditions for VGII partial synergism was
observed (2/18) and additive action (4/18), the majority being indifferent (12/18). In the
absence of L-DOPA the detection of the additive effect increases, mainly for VGII (8/18) as

shown in table 2.
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In the medium containing 2% glucose and without L-DOPA a greater synergic
interaction was observed (17/35) for both molecular types analyzed. However, constitution of
the medium interferes with the results and analysis of the drug interaction with Cryptococcus
analyzed, mainly through the increase of glucose concentration from 0.2% to 2%. In this case,
the partial synergism observed (3/35) with 0.2% glucose increased to (13/35) with 2%
glucose, highlighting the importance of the addition of 2% glucose to the medium for
detection of synergic interaction in the drugs analyzed.

In comparing the 35 isolates analyzed using the Wilcoxon Test it was observed that
the values of GM of MIC obtained for AMB and 5FC are higher when there is no addition of
L-DOPA to the medium. But, a significant statistic was only observed for the values of AMB.
A higher value of GM and pv = 0.01 was observed in medium with 2% glucose only for
Amfotericin B, which was not seen for 5FC. The addition of glucose at 2% to the medium,
probably can accelerate cellular multiplication because glucose is used as source carbon by
Cryptococcus [21]. However, Nuguyen & Yu [29] and Rodriguez-Tudela et al. [30] reported
that high concentrations of glucose can result in elevated MICs.

Gomez et al. [31], related that melanin can link itself to AMB and prevents the
fungicidal action of this drug [31].In our study, the minimum lethal concentration values of
the combination of AMB and 5FC are higher in the presence of L-DOPA, suggesting that the
production of melanin concomitant to simultaneous exposure in vitro to these two antifungal
has a protection role the same possibly also occurring in vivo, for example, in pulmonary
tissue where a low level of glucose is observed and the production of melanin is favored and

contribute to the virulence as mentioned by Mednick et al. [32] .
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The increase of synergic interaction and additive interaction is evident in medium with
2.0% glucose mainly for the molecular type VGII. On the other hand, in the test carried out
with L-DOPA, highlights to the large number of isolates with indifferent interaction.

The results of this study collaborate to affirm the importance of the combination AMB

and 5FC in the treatment as related by Day et al. and Loyse et al. [11][12].

Schwartz et al. [33] carried out an experimental study where mice inoculated with C.
neoformans resistant to 5FC, developed disseminated Cryptococcosis, but when treated with
the combination AMB and 5FC there was control of the same evidencing the additive effect
of the interaction between both drugs.

Despite some authors [29] [30] mention that the addition of glucose to a final
concentration of 2% does not interfere in the MICs results for types of Cryptococcosis, in this
study we observed the importance for studies to define the concentration of glucose, in vitro
studies which enable a better correlation in vitro/in vivo for species of Cryptococcus,
especially in the analysis of antifungal drug combination. However, the standard method of
microdilution in broth CLSI M27-A3 uses 0.2% glucose; the same allows the optional use of
2% glucose in the medium to test susceptibility to Cryptococcus. Thus, the RPMI medium in
final concentration of 2% glucose may be used in susceptibility tests to antifungal agents for
Crytpococcus.

In relation to the addition of L-Dopa to the medium to analyze interaction of AMB
with 5FC we observed that this alters the final results, reducing the detection of additive
interaction and synergism between the two antifungal agents, which indicates the necessity for

future studies.
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Table 1 Results of MIC and FIC of amphotericin B (AMB) and 5-fluorocytosine (5FC) in the presence
and absence of L-DOPA C. neoformans VNI (n = 17) and C. gattii VGII (n = 18) with glucose 0.2 and
2.0%

Strains C. neoformans C. gattii C. neoformans  C. gattii C. neoformans  C. gattii
Parameters (glucose) With L-DOPA (0.2%) Without L-DOPA (0.2%) Glucose 2%
Range AMB (A*) 0.06-0.5 0.06-0.5 0.12-0.5 0.12-1 0.25-1 0.25-1
Range 5FC (B*) 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
Range of MICa 0.06-0.5 0.06-0.5 0.12-0.5 0.12-0.5 0.5-1 0,5-1
GM 0.19 0.21 0.20 0.33 0.66 0.65
Pv= Mann-Withney T 0.56 0.01 0.90

Intervals of MIC b 0.25-1 0.5-8 0.12-4 0.25-4 0.12-1 0,12-2
GM 0.69 1.78 0.71 1.36 0.33 1.03
Pv= Mann-Withney T 0.01 0.05 0.01

A*= MICs of amphotericin B in combination.

B*= MICs of 5FC in combination.

MICa = minimum inhibitory concentration of amphotericin B in combination.
MICb = minimum inhibitory concentration of 5FC in combination.

GM= geometric mean.
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Table 2 Interaction results of amphotericin B plus 5-fluorocytosine with and without L-DOPA and 0.2
versus 2.0% of glucose for C. neoformans VNI and C. gattii VGII

Results of FICI With L-DOPA Without L-DOPA Without L-DOPA
Molecular type Glucose 0.2% Glucose 0.2% Glucose 2.0%
VNI VGl VNI VGII VNI VGII
Range of FICI 0.74-256 051-24 0.48-248 0.36-2.48 0.3-15 0.3-1,2
Synergism < 0,5 - - 1 2 1 3
Partial synergism 0,5 - 0,75 1 2 1 2 6 7
Additive 0,76 - 1,0 - 4 3 8 4 5
Indifferent >1 — 4,0 16 12 12 6 6 3

Antagonistic >4 - - - - - -
FICI = fractional inhibitory concentration index.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC 32pgml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
SC 0.25FC 4FC 4FC 4FC 4FC 4FC 4FC 4FC 4FC 4FC 16ugml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
SC 023FC 2FC 2FC 2FC 2FC 2FC 2FC 2FC 2FC 2FC Sugml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
sC 0.25FC 1FC 1FC 1FC 1FC 1FC 1FC 1FC 1FC 1FC 4ugml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
SC 0.25FC 03FC 0.3FC 03FC 03FC 03FC 0.3FC 03FC 03FC 03FC 2pgml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB ANMB AMB AMB
SC 0.23FC 0.23FC 23FC 023FC 023FC 023FC 023FC 0.25FC 0.23FC 0.23FC Tugml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
GC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.12FC 0.5pugml
2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004 FC
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
GC 2AMB 1AMB 0.5 0.25 0.12 0.06 0.03 0.015 0.008 0.004ANB | 0.25pg/ml
AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB FC

5-fluorocytosine
Amphotericin B

growth control
FC
AMB

sterility control

Figure 1 Arrangement of serial dilutions in microplates of checkerboard test.

SC
GC
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CAPITULO IV

(Artigo em processo de finalizacao)

O capitulo IV aborda inducdo a resisténcia ao FLZ em isolados de C. neoformans
VNI, C. gattii VGI e VGII para padronizar os fluorocromos: acetoximetil - calceina (calceina-
AM), acetoximetil - 2, 7’ -bis-(2-carboxietil)-5-(e -6)- carboxifl uoresceina (BCECF-AM),
rodamina 123 (Rh123) e iodeto de 3, 3’ — dipentiloxacarbocianina (DiOC5) na citometria de
fluxo para verificar a expressdo de bombas de efluxo. Consequentemente, comparar a
expressao de bombas de efluxo dos diferentes tipos moleculares. Estes resultados fazem parte

dos objetivos especificos 5 e 6 a seguir:

5- Induzir a resisténcia in vitro para fluconazol em isolados C. neoformans VNI e C. gattii
VGl e VGII para padronizar os fluorocromos: acetoximetil - calceina (calceina-AM),
acetoximetil - 2, 7’ -bis-(2-carboxietil)-5-(e -6)- carboxifl uoresceina (BCECF-AM),
rodamina 123 (Rh123) e iodeto de 3, 3’ —dipentiloxacarbocianina (DiOC5) na citometria de

fluxo para verificar a expressdo de bombas de efluxo.

6- Comparar a expressao de bombas de efluxo dos diferentes tipos moleculares antes e apos

inducdo in vitro de resisténcia ao FLZ.

Verificacdo da expressdao de bombas de efluxo pela citometria de fluxo de C.
neoformans VNI, C. gatti VGI e VGII frente a fluconazol
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Verificacdo da expressao de bombas de efluxo pela citometria de fluxo de C.
neoformans VNI, C. gatti VGI e VGII frente a fluconazol

Estudos com Saccharomyces cerevisiae e fungos oportunistas, tais como, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, e Aspergillus fumigatus; permitem afirmar que a
resisténcia e diminuicdo da eficacia de drogas antifingicas esta relacionada a resisténcia a
droga pleiotrépico (PDR) e bombas de efluxo da cassete de ligacdo ao ATP (ABC)
superfamilia transportador (1). C. neformans, Candida albicans e Aspergillus fumigatus
podem desenvolver resisténcia a diferentes tipos de drogas antifungicas utilizadas (2). Poucos
sdo 0s estudos para compreensdo do mecanismo de resisténcia de fungos patogénicos
oportunistas. Prudencio et al (2000) utilizou a citometria de fluxo e diversos fluorocromos
para verificagdo atividade de bombas de efluxo em diferentes leveduras, no entanto, néo
incluiu C. neoformans no seu estudo (3).

O objetivo deste capitulo é comparar a expressao de bombas de efluxo, pela citometria
de fluxo de C. neoformans VNI, C. gattii VGI e VGII resistentes a fluconazol (FLZ), obtidos

por induc&o e seus respectivos nao induzidos.

METODOLOGIA

Neste estudo foi desenvolvido protocolo usando citometria de fluxo para verificar
presenca de bombas de efluxo ativas para fluconazol.

Foi padronizada em estudo piloto com isolado C. neoformans ATCC 32045 (INCQS
40044) (3). A aquisicdo e analise foram realizados em Beckman Coulter XL-MC.
Aproximadamente, 10.000 células por amostra foram analisadas com filtro FL1 LOG 525 nm
Band Pass, (cor verde) Este trabalho foi realizado seguindo método realizado por Prudéncio

et al. (2000) (3) o qual estudou seis diferentes espécies de leveduras exceto Cryptococcus spp.

Isolados em estudo
Neste estudo foram incluidos isolados induzidos a resisténcia ao fluconazol. Assim

foram analisados 10 isolados induzidos e 19 ndo induzidos de C. neoformans VNI; 10
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induzidos e 19 n&o induzidos de C. gattii VGII; 13 isolados induzidos e 16 ndo induzidos de
C. gattii VGI.

Inducao de resisténcia in vitro

Para obter menor concentracdo da droga capaz de inibir 50% do crescimento do fungo
(CIM50) frente a fluconazol (FLZ) foi realizado teste de suscetibilidade antiflngica seguindo
método de microdiluicdo em caldo CLSI M27-A3.

Imediatamente a determinacdo da CIM50 foi realizado teste para determinar a
concentracdo minima letal (CML). Este método consiste em inoculacdo de 10uL do poco
visualmente transparente em placas de Petri contendo Sabouraud Agar (SC). Ap6s incubacgao
a 35°C durante 72h foi realizada a contagem de colonias, onde < a 5 coldnias representa >
80% de morte celular.

Uma vez determinada a CIM50 pelo método CLSI, e o teste para verificacdo da CML;
as colbnias que apresentarem crescimento foram, entdo, subcultivadas em meio YPD &gar
(1% de extrato de levedura [Oxoid], 2% peptona (Difco), 2% de glicose e 1,5% de agar
[Difco]; pH5,5) contendo FLZ o qual foi aumentado gradativamente de 4, 8, 16, 32 e 64 até
128 pg/ml). As placas foram incubadas no minimo 48 h em 35°C com cada concentragdo da
droga.

Os isolados que apresentaram crescimento na placa contendo a maior concentracdo de
FLZ (64 ou 128 pg/ml) foram consideradas fluconazol-resistentes, e estas foram repicadas em
SC Agar, livre de droga e incubadas por 48 h a 37°C. Para determinacdo da CIM pés-inducéo,
todos os isolados foram submetidos a teste de suscetibilidade in vitro seguindo protocolo
M27A-3 e E-Test. Além do mais, foi verificada a estabilidade da resisténcia adquirida, por
passagens sucessivas em YPD Agar livre de droga.

Para efeito comparativo foram induzidos a resisténcia para FLZ 19 isolados de C.
neoforamans VNI, 19 isolados de C. gattii VGII e 16 isolados de C. gattii VGI. Uma vez
atingida a resisténcia os isolados resistentes foram congelados em Nitrogénio liquido e
ficaram aproximadamente dois anos até descongelamento para verificagdo das bombas de

efluxo frente ao FLZ.



78

Preparacdo de fluconazol para acimulo

Foram preparadas solugdes-estoque de FLZ poténcia 100% (Sigma-Aldrich Inc., St
Louis, USA) em dimetilsulféxido-DMSO 99,70% (Vetec), e preservados em -70°C, por até
um ano. As dilui¢cdes de FLZ na concentracéo de 2,0 e 256,0 pg/mL foram preparados em RPMI
1640 acrescido de glicose 2% e distribuidos 300uL, em tubos com tampa especificos para
leitura em citometro, estas preparacfes foram preservadas a -70°C por até seis meses, como
recomendado pelo protocolo CLSI M27-A3.

Preparacéo do in6culo

O indculo foi preparado a partir, de isolados com crescimento em Sabouraud Dextrose
Agar livre de droga a 35°C por 48h, para tal foi preparada uma suspensdao de
aproximadamente 3 x 10 ® UFC/mL (1 MacFarland) em 3mL de tamp&o fosfato (PBS 1X), pH
7,0.

Acumulo de fluconazol

Para induzir o acimulo de fluconazol, nas células fugicas, foi acrescentado 300uL de
indculo para os tubos contendo 300 W/mL nas concentragdes de 2 ug/mL e 128 pg/mL de FLZ
e foram incubados por 1h a 200rpm em 35°C. Ap6s acimulo da droga, foi acrescentado
(fluorocromo). Exemplo: Diocs concentracdo final de 1 puM e foi incubacdo a temperatura

ambiente durante 10 minutos (sem agitacao).

Protocolo para escolha do fluorocromo (Estudo piloto)

Para realizagao do teste inicial foi utilizado, C. neoforamns ATCC 32045 (INCQS 40044). No
estudo piloto foram testados os seguintes fluorocromos: a. 10uM de calceina-AM incubado
30 minutos a temperatura ambiente; b. 5uM de BCECF-AM, preparado em DMSO, incubado
a 30°C por 30 minutos; c. 500mM de Rh123, preparado em etanol, incubado 10 minutos a
temperatura ambiente; d. 1uM de DiOC5, preparado em etanol, incubado por 10minutos a
30°C, sem agitacdo. Este ultimo fluorocromo (Dioc5 dependente de potencial de membrana e
organelas) apresentou resultados reprodutiveis junto com CCCP, concentracao final de 9 uM
incubacdo com agitacdo durante 1minuto a 35°C, usando como controle do blogueio da
atividade de bomba de efluxo (ABE). Para tal foram realizados os seguintes testes seguindo
Prudéncio et al. (2000):



79

-tubo 1, controle sem marcacao (autofluorescéncia)

- tubo 2, Controle Sem Droga + Dioc5 (CSD);

- tubo 3, Controle sem droga + Dioc5 + CCCP (CTCCCP);;

- tubo 5, Controle tratado com 1ug FLC+ Dioc5;

- tubo 5, Controle tratado com 1 pg FLC+ Dioc5 + CCCP

- tubo 6, Controle tratado com 64 ug FCL+ Dioc5;

- tubo 7, Controle tratado com 64 ug FCL+ Dioc5 + CCCP.

Apdbs acumulo e coloracdo com fluorocromo, os tubos contendo Dioc5 foram
centrifugados a 6000rpm durante 5minutos e o precipitado foi suspendido com PBS1X para
leitura. Aproximadamente, 10.000 UFC foram analisadas por leitura citométrica.

Interpretacao de resultados

Para avaliar a diferenca entre o controle sem tratamento (CSD) (sem exposi¢do ao
FLZ) e o controle tratado com CCCP (CTCCCP) (condigdes inibitérias de protonoforos, e
proteinas PDR); foi realizada a divisdo (razdo) entre CTCCCP e CSD da intensidade de
fluorescéncia em 525 mm Band Pass. A razdo destes valores >1,0 indica acumulo de
fluorocromo como consequéncia da inibicdo do transportador nessas condigdes.

A mesma razdo da intensidade de flourescéncia do isolado tratado (com acimulo de
FLZ) (CT) e seu respectivo ndo tratado (CSD); (CT/CSD) foi utilizada nos resultados dos
isolados em estudo. Sendo assim, valores < 1,0 indicam presenca de atividade de bomba de

efluxo.

Estatistica

Para analise da distribuicdo da normalidade dos dados foi usado “Kolmogorov-Smirnov
Test”. Para comparar as Médias de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) dentro de cada grupo,
foi utilizado Wilcoxon, sendo assim, p-valores <0,05 nos testes estatisticos indicam diferencas

estatisticamente significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do estudo piloto, para verificacdo atividade de bombas de efluxo,
utilizando Cryptococcus neoformans ATCC 32045 (INCQS 40044) com o uso de Dioc5 e
CCCP estéo representados na Tabela 1.
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A comparacéo da expressdo de bombas de efluxo obtidos pela citometria de fluxo com
uso de fluorocromo Dioc5 para isolados de C. neoformans VNI, C. gattii VGI e VGII
induzidos e ndo induzidos frente a fluconazol estdo demonstrados na Tabela 2.

Anadlise da Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos tipos moleculares de C.
neoformans VNI, C. gattii VGI e VGII induzidos (Resistentes) e ndo induzidos estdo
representados na Tabela 3.

Os histogramas sobrepostos da intensidade de fluorescéncia do acimulo de Fluconazol
+ iodeto de 3, 3’ —dipentiloxacarbocianina (Dioc5) e bloqueio por Carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone (CCCP) estdo demonstrados na Figura 1.

Na analise da distribui¢do da normalidade dos dados obtidos usando ‘“Kolmogorov-
Smirnov” para observar se a diferenca entre a razdo das médias de intensidade de
fluorescéncia (MdX) entre as espécies (n total= 56) foi obtido pv=1,5. Sendo assim, foi
utilizado Wilcoxon para comparar as MdX dentro de cada grupo. P-valores <0,05 nos testes
estatisticos indicam diferencas significantes como demonstrado na tabela 3.

A comparacdo da Mdx do isolado com acumulo de 1ug/mL FLZ (MG = 0,82) com seu
respectivo ndo tratado (MG = 132,81) do tipo molecular VGI, ndo induzido a resisténcia, foi
estatisticamente significativo ao contratrio dos tipos moleculares VNI e VGII tanto com 1
pug/mL FLZ quanto com 64 pg/mL FLZ (tabela 3). Porém, os isolados VGI (MG 1ug/mL e
64pg/m = 0,61 e 0,84 respectivamente) e VGII (MG 1lug/mL e 64ug/m = 0,90 e 0,93
respectivamente) resistentes por inducdo foram estatisticamente significativos com acimulo

das duas concentragdes de FLZ, ao contrario do tipo molecular VNI (Tabela 3).

Inducdo da resisténcia in vitro para fluconazol:

Os resultados pré e pos-inducad in vitro de C. gattii e CIMs obtidas antes da inducao
apresentam CIMs muito variaveis entre CLSI e E-Test. O intervalo das CIMs, antes da
inducgdo, dentro de CLSI variou de 0,12 a 8 pg/mL; ja para E-Test variou de 4 a 256 pg/mL.
(tabela 4). As MICs obtidas pelo método E-Test apresentam-se mais elevadas em ralagdo as
MICs obtidas pelo método CLSI; esta diferenca pode estar relacionada a quantidade final de
indculo usado nos testes, CLSI M27-A3 5 x 10° a 2,5x10° ufc/mL contra E-TEST 5 x 10° a
2,5 x 10° ufc/mL.



81

O tipo molecular VGII de C. gattii foi induzido em menor tempo, apresentando
crescimento entre 3 a 5 dias com aumento progressivo das concentragdes de FLZ, atingindo
MICs >64 pg/mL;

Em geral C. neoformans VNI apresentou maior dificuldade na adaptacdo ao meio com
com aumento gradativo das concentragdes de FLZ, quando comparado ao tipo molecular
VGII. Alem do mais, apés varias tentativas (2x ou 3x) de inducdo de resisténcia, algumas
colénias do tipo VNI obtidas apresentaram-se muito pequenas (em 48 h) no método E-Test na
leitura de confirmacdo da MIC. Para o tipo molecular VGI foi necessario até 10 dias de
incubacdo com duas ou trés passagens, com cada concentragdo em meio contendo FLZ,
principalmente em concentracgdes elevadas, 32 a 256 pg/mL.

Avaliacdo da perda da resisténcia:

Para avaliacdo da perda de resisténcia foram realizadas de 14 passagens sucessivas em
YPDA livre de droga, incubadas a 35°C por 48h e foi observado que 9/16 (56%) dos isolados
de C. gattii VGII; 3/10 (30%) VGI e 5/13 (38%) de C. neoformans VNI ndo perderam a
resisténcia adquirida em 14 passagens (tabelas 4, 5 e 6), no entanto em estudo realizado por
Yamazumi et al. (2003) foi observado que isolados heteroresistentes de C. neoformans de
origem clinica demonstraram ser reversiveis em oito passagens sucessivas em meio livre de
Fluconazol, com excecdo de um isolado (0,97%) dentre 107, o qual manteve-se resistente em
13 passagens. Apesar do nimero pequeno de C. neoformans analisado no presente estudo
observa-se a heterogeneidade enquanto a perda da resisténcia em relacdo aos resultados
obtidos por Yamazumi et al. (2003) (4).

Segundo Varma & Kwon-Chung (2010)(5) todos os isolados de C. gattii expressaram
heteroresisténcia ao FLZ variando de 4 a 32ug/mL, no presente estudo usando o método E-
Test, para verificar a resisténcia pds-inducéo ao FLZ, foi verificado que de 13 VGI variaram
de 8 a >256 pg/mL e de 18 VNI a variacdo observada foi de 1 a >256 pg/mL. No entanto os
19 isolados VGII apresentaram 64 e >256 pg/mL demonstrando elevada capacidade de
adquirir resisténcia ao FLZ. Observando-se tambem a facilidade do crescimento durante o
processo de indugdo em relacgdo aos tipos moleculares VGI e VNI (tabelas 4, 5 e 6).

No presente estudo os testes de suscetibilidade antifingica e de indugdo dos tipos
moleculares VNI, VGI e VGII foram incubados a 35°C por 72 hs, durante a inducédo, optou-se

por essa temperatura ja que os trés tipos moleculares apresentam crescimento 6timo nos testes
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de microdiluicdo em caldo realizado a 35°C. No entanto, Yamazumi et al. (2003) e Varma &
Kwon-Chung (2010) (4) (5), afirmam nédo ter resultados no processo de inducgdo, em
temperatura maior a 30°C para C. neoformans.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a expressdo de heteroresisténcia ao
FLZ varia dentro dos tipos moleculares e esta diretamente relacionada com a exposi¢do ao
FLZ. Porém, sdo necessarios futuros estudo com nimero amostral consideravel para ver se a
diferenca é significativa principalmente entre os tipos moleculares VNI e VGI.

A compreensao da atividade de bombas de efluxo e interferéncia destas na resisténcia
a antifungicos podem permitir estratégias para superar a resisténcia a multi-drogas em fungos
de interesse médico e melhorar a eficacia destas drogas (1). No presente estudo o flourocromo
Dioc5 e bloqueador de protonoforos CCCP permitiram verificar que a maioria dos isolados,
65% (isolados ndo induzidos) e 90% (isolados induzidos) do tipo molecular VGII expulsam o
fluorocromo, com certa vantagem em relacdo aos tipos moleculares VGI e VNI como
demonstrado na tabela 2.



Tabela 1 Resultado do estudo piloto utilizando de Cryptococcus neoformans ATCC 32045

(INCQS 40044) com o uso de Dioc5 e CCCP.
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MdX MIF  Razéo (CT/CSD)
1 Contrele sem marcacao (autofluorescéncia) 6,12.

2 Controle ndo tratado+ Diocs; 210,0

3 Controle ndo tratado+ Diocs + CCCP; 2144 214,4/210,0=1,0
4 Controle tratado com 1ug FLZ+ Diocs; 187,4 187,4/210,0 =0,89
5 Controle tratado com 1ug FLZ+ Diocs+ CCCP  252,7 252,7/210,0=1,2
6 Controle tratado com 64ug FLZ+ Diocs; 185,0 185,0/210,0 =0,88
7 Controle tratado com 64ug FLZ+ Diocs+ CCCP. 270,8 270,8/210,0=1,2

ABE = Atividade de bombas de efluxo

MIF = Média de intensidade de fluorescéncia
CT/CSD<1=ABE

CT/CSD>1= Auséncia de ABE

CT = Controle tratado

CSD = Controle sem droga

FLZ = Fluconazol

MIF = Média da intensidade de fluorescéncia em FL1 (525 mm Band Pass)

Dioc5 = iodeto de 3, 3’ —dipentiloxacarbocianina (Diocb)
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Tabela 2 Comparacdo da expressdo de bombas de efluxo obtidos pela citometria de fluxo com

uso de fluorocromo DiOC5 para isolados de C. neoformans VNI, C. gattii VGI e C. gatti

VGII induzidos e ndo induzidos frente a fluconazol.

C. neoformans VNI C. gattii VGI

C. gattii VGII

[ ] fluconazol 1pg/mL 64ug/mL 1pg/MI 64ug/mL

N30 induzido 13/20 65%  9/20 45% 2/15 13% 5/15 33%

Induzido 3/10 30%  4/10 40% 11/13 84% 11/13 84%

lpg/mL 64ug/mL
12/20 60%  13/20 65%

9/10 90%  8/10 80%
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Tabela 3. Analise da Média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
dos tipos moleculares de C. neoformans VNI, C. gattii VGl e
VGII induzidos (Resistentes) e ndo induzidos.

Tipo molecular (n°) pv * pv *
MIF tubo CT MIF tubo CT
1pg/mL FLZ - 64pg/mLFLZ —
MIF tubo CSD MIF tubo CSD

(Sem FLC) (Sem FLC)
VNI (20) 0,204 0,765
VGII (19) 0,147 0,107
VGI (13) 0,046 0,075
VNI Resist (10) 0,333 0,114
VGII Resist (10) 0,037 0,013
VGI Resist (13) 0,005 0,005

* Wilcoxon Signed Ranks Test

CT = Controle tratado

CSD = Controle sem droga

FLZ = Fluconazol

MIF = Média da intensidade de fluorescéncia em FL1 (525 mm Band Pass)
Dioc5 = iodeto de 3, 3’ —dipentiloxacarbocianina (Diocb)



Tabela 4. Resultados expressos em valores de CIM (ug / mL) dos pré e pos-inducéo in vitro
de 19 isolados de C. gattii VGII.

E-Test, Crescimento E-Test pos
E-Test CLSI Durantee em72h 14
CLSI 48H pré- pos- pos- Durante a passagens
ISOLADO CIM50 CML inducdo inducdo inducdo inducéo em YPDA
LMM1425 8 64 >256 32 >256 Ok *
LMM1429 2 64 >256 32 >256 Ok >256
LMM1435 4 16 32 128 >256 lento >256
LMM1437 2 32 24 * >256 Ok 1
LMM1438 4 64 * 4 >256 Ok >256
LMM1435 1 32 8 16 >256 Ok >256
LMM1444 4 64 4 64 >256 Ok >256
LMM1449 0,25 32 24 64 >256 lento >256
LMM1451 4 64 3 64 >256 Ok >256
LMM1453 2 >64 16 64 >256 Ok *
LMM1454 2 8 8 16 >256 Ok >256
LMM1459 0,25 32 12 16 >256 Ok *
LMM1460 1 64 12 32 64 lento 4
LMM1463 0,12 32 16 64 >256 Ok 24
LMM1480 0,12 >64 6 32 >256 Ok 32
LMM1493 2 >64 8 64 >256 Ok 12
LMM17 0,12 64 24 32 >256 Ok 24
LMM901 1 64 24 32 >256 Ok 8
LMM994 14 64 16 32 >256 Ok >256

LMM = Laboratério de Micologia Médica
CML = Concentracdo minima letal.

CLSI = Teste de dilui¢do em caldo

CIM = Concentragéo inibitoria minima

* teste néo realizado.



Tabela 5. Resultados expressos em valores da CIM (ug/mL) obtidos pré e pds-indugad in
vitro de (16) C. gattii VGI. * teste ndo realizado.

Crescimento  E-Test pds

CLSI E-Test CLSI em 72h 14

CIM 48H pos- E-Test, Durante a passagens
ISOLADO 50 CML pré-ind inducdo  pos-inducdo inducdo em YPDA
LMM201 1 64 * 64 16 3x lento *
LMM202 4 64 8 32 16 3x lento *n/ cresc
LMM244 2 64 8 16 16 2xlento *
LMM253 2 64 6 1 8 lento 4
LMM272 4 8 6 64 64 lento 32
LMM326 2 8 4 32 64 Ok 3
LMM330 1 1 0,7 8 64 2x lento *
LMM347 4 64 8 * * Ok 12
LMM353 1 16 12 8 64 3X *
LMM359 4 64 8 64 64 Ok 6
LMM362 2 >64 8 8 * 3X *
LMM378 1 1 15 * Ok 15
LMM384 1 8 1 64 >256 mucoide >256
LMM1430 2 * 8 32 >256 3x lento *
LMM1436 2 * 6 64 64 Ok 12
LILI10 05 8 24 64 64 Ok 24

2x= segunda tentativa

3x= terceira tentativa

LMM = Laboratério de Micologia Médica
CML = Concentragdo minima letal.

CLSI = Teste de diluicdo em caldo

CIM = Concentracdo inibitéria minima
YPDA = yeast peptone dextrose adenine
* teste ndo realizado.



Tabela 6 Resultados expressos em valores da CIM (ug / mL) obtidos pré e pds-inducad in
vitro de (19) C. neoforamsn VNI.

88

Cresciment
E-Test, oem72h E-Test p6s
E-Test CLSIpés- Durantee  Durante 14
CLSI 48H  indugdo em pos- inducao passagens
ISOLADO CIM50 CML pré-ind 128ug/mL inducdo 128ug/mL em YPDA
LMM1426 4 64 16 32 >256 ok >256
LMM1494 0,5 64 0,5 2X 2 1 2x lento 2
LMM1433 2 8 12 32 64 3x lento *
LMM1434 0,5 <8 4 32 64 2x lento 12
LMM1443 0,25 32 12 64 >256 ok 32
LMM1446 0,5 16 12 64 64 3x lento *
LMM1448 0,12 16 * 16 >256 ok 2
LMM1450 0,25 <8 8 32 64 3x lento *
LMM1452 2 64 12 64 2x >256 ok 8
LMM1455 2 32 * 16 64 lento 16
LMM1457 0,25 16 12 32 >256 Ok 24
LMM1468 1 32 6 8 32 3x lento *
LMM1473 1 >64 6 * * 3x lento *
LMM1475 0,25 16 4 16 16 2x lento 8
LMM1495 0,5 64 6 32 8 2x lento 32
LMM1496 4 >64 6 32 64 3x lento *
LMM1497 0,5 >64 4 32 64 2x lento 6
LMM1498 2 32 4 64 64 2x lento 48
LMM1499 0,12 32 12 32 >256 ok 4

LMM = Laboratério de Micologia Médica
CML = Concentra¢do minima letal.

CLSI = Teste de dilui¢cdo em caldo

CIM = Concentrac¢do inibitoria minima
YPDA = yeast peptone dextrose adenine

* teste ndo realizado.
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Figural. Histogramas da intensidade de fluorescéncia (indicada pelas setas) (filtro FL1 LOG
525 nm Band Pass, - cor verde-) para verificar acimulo de Fluconazol + e iodeto de 3, 3’ —

dipentiloxacarbocianina (Dioc5) e blogueio por Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone

(ccep).
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5 METODOLOGIA (Geral)

5.1 Microrganismos

Foram selecionados para analise 19 isolados de C. neoformans do tipo molecular VNI,
16 de C. gattii VGI e 19 VGII, totalizando 54 cepas de origem clinica. Foram incluidas no
estudo duas cepas controle Candida parapsilopsis INCQS 40038 (ATCC 22019); Candida
krusei INCQS 40147 (ATCC 6258) e cepas C. neoformans INCQS 40044 (ATCC 32045) e C.
gattii INCQS 40141 (ATCC 56990). Todos os isolados encontram-se preservados a -70°C em
solucdo glicerol 15% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) na Colecdo de Culturas de Fungos
Patogénicos do IPEC/Fiocruz.

5.2 Tipagem molecular

Para confirmar o tipo molecular dos isolados de C. neoformans VNI e C. gattii VGI e
VGII, foi realizado a técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
utilizando primer do gene URAS5 (Orotidina pirofosforilase monofosfato) e enzimas de
restricdo Hhal e Sau96l. Foram utilizadas como cepas-padrdo WM 148 (sorotipo A, VNI),
WM 626 (sorotipo A, VNII), WM 628 (sorotipo AD, VNIII), WM 629 (sorotipo D, VNIV),
WM 179 (sorotipo B, VIG), WM 178 (sorotipo B, VGII), WM 161 (sorotipo B, VGIII), e
WM 779 (sorotipo C, VGIV) (Meyer et al. 1999).

5.3 Andlises de Suscetibilidade antifungica in vitro, método de microdiluigéo
(CLSI M27A-3)

A determinacéo do perfil da suscetibilidade de C. neoformans e C. gattii para obtencéo
da concentracdo inibitéria minima (CIM) frente ao FLZ, 1TZ, 5FC e AMB isoladamente
segue 0 método padronizado CLSI M27- A3 protocolo e suplemento (Clinical and Laboratory
Standards Institud (CLSI), 2008)(CLSI document M27-S3, (2008)).

5.3.1 Preparo do inéculo

Foram reativadas cepas preservadas em glicerol 15% a -70°C. Apds a recuperacao, 0s
isolados em estudo foram estocados em Skim-milk -20°C para utilizagdo durante o estudo. A
reativacdo foi realizada seguindo procedimento operacional padrdo, documento interno, do

laboratdrio através de inoculacdo em placas de Petri contendo meio Agar semente de Niger
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(Guizotia abyssinica) (ASN); incubadas a 25°C por 48 horas; transferidas para tubos contendo
Sabouraud 2% Glucose Agar inclinado (SC), livre de droga, (DifcoTM Laboratories,
Mariland, EUA). Inicialmente foi verificada a expressdo de melanina (presenca enzima fenol-
oxidase) usando Agar semente de Niger (ASN) e confirmacdo das espécies de C. gattii e C.
neoformans submetendo-as ao teste biogquimico Canavanina Glicina e azul de Bromotimol
(CGB) além do teste bioquimico automatizado Vitek YBC (bioMérieux, Inc., Durham, USA)

seguindo instrucdes do fabricante.

O preparo do indculo foi realizado seguindo protocolo CLSI M27-A3. Assim, foram
suspensas de duas a cinco colbnias de diametro de aproximadamente 1mm (com crescimento
48 horas a 35°C) em 5mL de solucdo salina estéril (0,85% NaCl). Essa suspenséo foi agitada
em vortex por 15 segundos e a densidade celular ajustada em escala padrdo McFarland 0,5
usando instrumento Bio-Mérieux Densichek. Foram obtidas suspensdes de 1 x 10° a 5 x 10°
ufc/mL. A suspensdo foi diluida em RPMI1640 até a concentragdo de 5,0x10° — 2,5x10°
ufc/mL para inoculagdo em micro placas de fundo em U com drogas previamente preparadas.

5.3.2 Drogas Antifungicas

Para a avaliacdo da suscetibilidade, foram utilizadas drogas sob a forma de referéncia
em po tais como: derivados azélicos, FLZ poténcia 100% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis,
USA), ITZ poténcia 98% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA), derivado poliénico, AMB
poténcia 80% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) e uma pirimidina fluorada 5FC poténcia
100% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA).

Foram preparadas solugcbes-estoque de AMB, FLZ e ITZ em dimetilsulféxido 99,70%
(DMSO) (Vetec) (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA), e 5FC em agua destilada estéril, estas
solugdes foram filtradas com membrana 0,22 um e estocadas a —70°C por ate 6 meses. A

AMB foi protegida da luz devido a fotolabilidade.

5.3.3 Preparo de dilui¢des seriadas das drogas

As diluicbes das drogas foram preparadas com meio RPMI-1640 em pdé com L-
glutamina sem bicarbonato (GibcoTM, New York, EUA), tamponado com MOPS — Buffer
acido [3-morlino] propanosuolfénico P. A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias,
Brasil), acrescido de dextrose (DifcoTM Laboratories, Mariland, EUA) concentragéo final 2%

e 0,2%. O pH foi ajustado a 7,0 e esterilizado por filtragdo, com membrana 0,22 pm. Em
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seguida foram distribuidos 100uL em cada poco da microplaca, com excegdo da primeira e
ultima coluna reservadas para controle de esterilidade (CE) e o controle de crescimento (CC)
respectivamente. As microdiluicbes foram preparadas nos seguintes intervalos de
concentracdo final: 0,015 a 8ug/mL para AMB e ITZ, de 0,12 a 64pg/mL para 5FC e FLZ e
estocados a -70°C por até seis meses. Esses intervalos abrangem as concentragdes dos pontos
de corte das cepas-controle C. parapsilopsis e C. krusei, ja que ainda ndo foram determinados
0s pontos de corte especificos para o género Cryptococcus. Para preparar e realizar os testes

foram usadas microplacas com tampa estéreis descartaveis de fundo em U e fundo reto.

5.3.4 Suscetibilidade antifungica e melanina

O preparo do in6culo para determinar a CIM dos isolados expressando melanina, foi
realizado como descrito anteriormente, porém o crescimento do isolado foi em ASN e a
Gltima suspensdo foi diluida em RPMI1640 (5,0x10° — 2,5x10° ufc/mL) com acréscimo de L-
3,4-Dihyroxyphenyl-alanine (L-DOPA) concentracdo final 2mM (Garcia-Rivera et al. 2005)
(Van Duin D. et al., 2002). Para estes testes foram utilizados micro placas com fundo em U
com drogas previamente preparadas.

5.3.5 Interpretacdo dos Resultados (CLSI M27A-3)

Os resultados da microdiluicdo foram analisados por leitura visual realizada com
auxilio de suporte para microplaca e espelho inclinado, apés incubacdo de 72 horas a 35°C em
microplacas com fundo em U, onde o crescimento fingico foi avaliado em cada um dos pogos
com uma escala de 0 a 4. O valor 4 foi atribuido para aquele poco cujo crescimento € igual ao
crescimento controle (CC), isto é, 0% de inibigcdo, 3 para 25% de inibicdo, 2 para 50% de
inibicdo (CIM2), 1 para 75% de inibicdo e, 0 auséncia de crescimento fungico (CIMO).
Assim, a como a CIM foi a menor concentragdo do antifingico capaz de inibir 50% (CIM2)
do crescimento, exceto AMB (fungicida), que tera a CIM com 100% de inibicdo de
crescimento (CIMOQ). Em cada microplaca foram analisadas as cepas-controle, além de
controle de esterilidade do meio RPMI 1640 e controle do crescimento do isolado, sem
exposicéo ao antifungico, como determinado pelo método CLSI M27-A3.

5.3.6 Combinagéo de drogas (CLSI M27A-3) e método tabuleiro de xadrez
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A preparacdo de microdilui¢Oes seriadas das drogas para combinacdo de AMB com 5FC
e AMB com voriconazol (VRZ) na concentracgdo final de 0,004 a 0,5 pg/mL foram realizadas
seguindo protocolo CLSI M27A-3. Em uma primeira etapa foi realizado o teste com glicose
0,2%, com acréscimo de L-Dopa e sem acréscimo deste; e em segunda etapa foi realizado
com concentragdo final de glicose 2%, sem acréscimo de L-Dopa. Este procedimento é
semelhante ao anterior com uma Unica diferenca, neste caso sdo distribuidos 50uL de cada
droga a combinar, que resultard num volume de 100uL, em cada poco da microplaca, com
excecdo da primeira coluna reservada para CE e CC e ultima coluna reservada para teste de
suscetibilidade da droga B (5FC). A ultima linha é reservada para droga A (AMB) como
demonstrado no esquema a seguir. (Carl L. Pierson 1994).
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Esquema da distribuicdo em placas de microdiluicdo das drogas combinadas AMB e 5FC in

vitro, pelo teste de tabuleiro de xadrez.
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5.3.7 Preparagdo do indculo.

O in6culo foi preparado como recomendado pelo CLSI M27-A3, a partir de isolados
com crescimento em SC livre de droga a 35°C por 48h. Para o teste realizado na presenca de
L-DOPA preparou-se o indculo com concentragdo final de 2mM de L-DOPA (Garcia-Rivera
et al. 2005) preparado e filtrado no momento da realizacdo do teste. Os testes realizados com
L-Dopa foram protegidos da luz a partir do momento do preparo e durante a incubagédo a
35°C, por 72 horas.

5.3.8 Andlise e Interpretacdo da Combinacéo de Drogas.

Para analise e interpretacdo da combinacdo de drogas é determinado o indice da
concentracdo inibitéria fracional (ICIF), do inglés fractional inhibitory concentration index
(FCI), como usado classicamente na interacdo de drogas; A interacdo é definida como:
sinérgica quando ICIF < 0,5; sinergismo parcial de 0,5 a 0,75; efeito aditivo de 0,76 a 1,0;
indiferenca >1 a 4,0 e antagonismo quando > a 4,0 (D.-K. Joung et al. 2012) (Schwarz et al.
2006).

O ICIF ¢ obtido pelo somatorio das concentragdes inibitdrias fracionais (CIF) ou pela
formula: (A/CIMa = CIFA) + (B/CIMb = CIFB) = ICIF. Onde: A= CIM da droga a em
combinacdo; CIM a = CIM da droga a sozinha; B = CIM da droga b em combinacéo; CIM b
= CIM da droga b sozinha.

5.4 Avaliacdo da Concentracdo Minima Letal (CML)

A concentracdo minima letal (CML), isto €, a menor concentracdo da droga que leva a
morte do microrganismo (acdo fungicida), foi realizada segundo Canton et al. (2003), com
modificagdes. Desse modo, para analisar a acdo fungicida das combinagdes de drogas e dos
testes com L-DOPA, foram inoculados 10 pL de cada pogo visualmente transparente, sem
observagdo de crescimento, (ap6s determinacdo de CIM usando inéculo de ~ 2,5 x 10°
ufc/mL) em placas com meio Sabouraud Agar. A leitura foi realizada apés incubacdo a 35°C
por 72h, onde o crescimento de até cinco colonias significa morte de > 80% das células.

Assim, foi considerado, CML na concentragcdo com crescimento menor igual a cinco coldnias.
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5.5 Analises de suscetibilidade antifingica in vitro pelo método por citometria de

fluxo

Para determinar as CIMs de FLZ, ITZ e AMB os isolados foram adquiridas em
citometro Beckman Coulter XL-MCL e analisadas em Software System Il (Beckman
Coulter). As drogas foram preparadas de acordo com o protocolo CLSI M27-A3 (Clinical and
Laboratory Standards Institud (CLSI).2008), reservadas em aliquotas de 300 puL em tubos
com tampa estéreis (especificos para leitura em citbmetro) a -70°C, por até seis meses, até a
realizacdo do teste. Os intervalos das concentragGes finais foram de 0,015 a 2 pg/mL para
AMB, 0,06 a 1,0 ug/mL ITZ, 0,25 a 32 ug/mL para 5FC e de 1,0 a 64 pg/mL para FLZ.

Para padronizar o teste de susceptibilidade in vitro na citometria de fluxo, foram
testadas as cepas C. parapsilosis, C. krusei e C. neoformans. Estas leveduras foram semeadas
em placas de Petri contendo Sabouraud dextrose Agar (Difco™ Laboratories, Mariland,
EUA) e incubadas a 35°C por 48 horas. Duas a cinco coldnias de aproximadamente 1 mm de
didametro foram suspensas em 5 mL de RPMI 1640 acrescido de dextrose 2%, essa suspensao
foi ajustada para 0,5 McFarland, obtendo-se uma soluc&o de 0,5 x 10° a 2,5 x 10° ufc/mL e
1,0 MacFarland para Cryptococcus obtendo uma solucdo de aproximadamente 300 x 10°
ufc/mL, sendo que 300 uL do indculo foram acrescentados aos 300 pL do intervalo da droga

e encubados em 200 rpm durante 9 h para FLZ e 2 h para AMB

O fluorocromos Laranja de Acridina (LA) (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) foi
usado na concentracdo final de 11 mg/L (Bernard Rudensky et al. 2005) (Morales, 2009)
incubado, protegido da luz, por 30 minutos antes da leitura no citdmetro. O fluorocromo 2-
cloro-4-(2,3dihydro-3-methil-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)  1phenylquinoliniumiodide
FUN-1 foi usado na concentracdo de 0,5 uM, protegido da luz, por 30 minutos antes da leitura

no citdmetro (Pina-Vaz et al. 2005).

5.6 Analise de dados

A andlise de dados foi realizada pelo software Excel 2003 e pelo software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 16.0. Estatistica descritiva foi usada para calcular a
CIM50 e CIM90. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov

(p < 0,05) e foi aplicado teste ndo-parametrico de Mann-Whitney para a verificacdo de
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diferengas das CIMs segundo as espécies C. neoformans VNI e C. gattii VGII. Os testes
foram realizados separadamente para cada um dos métodos utilizados (citometria de fluxo e
CLSI/M27A-2). Para comparar os diferentes métodos, foi utilizado o teste de Wilcoxon para
dados pareados. Esse método considera o pareamento dos resultados para cada uma das
amostras e para correlacionar as CIMs obtidas nos diferentes métodos foi usado analise néo
paramétrica de Spearman. P-valores <0,05 nos testes estatisticos indicaram diferencas

estatisticamente significantes.
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6 RESULTADOS GERAIS (n&o utilizados nos artigos)

Foi confirmado pela técnica PCR-RFLP o tipo molecular VNI de Cryptococcus
neoformans VGI e VGII de Cryptococcus gattii. Nesta comparagdo foram usados isolados
padrdo de W. Meyer (WM): VGI WM179; VGII WM 178; VNI WM 148 e VNIl WM 626.

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro de C. neoformans VNI e C. gattii
VGI e VGII frente a FLZ, 1TZ, e AMB estdo demonstrados na tabela 1, assim como, 0s
intervalos das CIMs, CIM50, CIM90 e meédia geométrica (MG) do método de citometria de
fluxo (CMF).

Tabela 1. Teste de suscetibilidade antifingica de FLZ, ITZ e AMB de 54 isolados
de C. gattii VGI, VGII e C. neoformans VNI pelo método CLSI M27- A3 e
citometria de fluxo.

CIM (pg/mL)
AMB FLZ ITZ

Tipo Parametros CLSI CMF CLSI CMF CLSI CMF

Molecular (n) daCIM

VGII(19) Intervalo 0,25-1 0,252 0,5-32 1-32 0,06-1 0,06-0.5
CIM50 - - 2 2 0,25 0,25
CIM90 1 1 4 8 0,5 0,5
MG 0,77 1,03 2,58 4 0,23 0,24
CML 0,5-2,0 16,0- >64 2,0->8,0

VGI(16) Intervalo 0,5-1 0,25-2 0,124 0,51 0,03-1 0,06-0,5
CIM50 - - 1 0,5 0,25 0,06
CIM90 1 1 2 1 0,5 0,25
MG 0,73 0,47 0,86 0,78 0,19 0,11
CML - - 8,0->64 - 1,0-8 -

VNI (19) Intervalo 0,25-1 0,5-1 0,25-4 0,5-16 0,01-0.5 0,06-0,5
CIM50 - - 1 2 0,12 0,25
CIM90 1 1 2 8 0,5 0,5
MG 0,72 0,89 1,15 2,58 0,17 0,34
CML - - 4,0- >64 - 1,0->8,0

AMB = Anfotericina B

CLSI M 27- A3= Testes de diluicdo em caldo
CMF = Citometria de Fluxo

FLZ = Fluconazol

ITZ = Itraconazol

MG = Média Geométrica

(-)néo realizado
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As CIMs de FLZ, ITZ e AMB correspondentes a percentagem de células danificadas
de C. gattii VGI, VGII e C. neoformans VNI por CMF (obtidas em 9h de incubagéo) estéo

apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4 respectivamente.

Tabela 2. Relagdo das CIMs (ug/mL) de FLZ, ITZ e
AMB correspondente a percentagens de morte de C.
gattii VGI obtidas pelo método de CMF.

pg/mL (% MORTE) Cryptococcus gattii VGI

FLZ ITZ AMB
LMM201  <1(59,2) <0,12(744) 1 (93,1)
LMM202  <1(56,4) <0,12(70,4) 0,5 (82,6)
LMM244  <1(56,4) <05 (50,3)  0,25(89,8)
LMM253  <1(585) <0,12(85,1) 0,5(91,3)
LMM272  <1(631) <0,12(775) 0,25(89,2)
LMM326  <1(722) <0,12(70) 0,5 (89,4)
LMM330  <1(735) 0,25(93,8) 0,25 (95)
LMM347  <1(515) 0,25(59,1) 0,25 (89,6)
LMM353  <1(58,3) <0,12(53,7) 0,25 (91,05)
LMM359  <1(537) <0,12(50,3) 0,25 (89)
LMM362  <1(63,8) <0,12(58,9) 0,25 (82,5)
LMM378  <1(70,1) <0,12(65,1) 0,25 (94,7)
LMM384 <1 (71,6) <0,12(72,6) 0,25 (94,9)
LMM1430 <1(66,8) <0,12(66,2) 1 (82,1)
LMM1436 <1 (64,2) <0,12(705) 2(78,2)
LILI10/10  <1(515) 05(4370  1(91,4)

FLZ = Fluconazol; ITZ = Itraconazol; AMB = Anfotericina B; CMF = Citometria de Fluxo;
LMM = Laboratorio de Micologia Médica; CIM = Concentragéo inibitoria minima
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Tabela 3. Relagéo das CIMs (ug/mL) de FLZ, ITZ e AMB correspondente a
percentagens de morte de C. gattii VGII obtidas pelo método de CMF.

Hng/mL(% MORTE) C. gattii VGII

FLZ ITZ AMB
LMM1422 4 (68,5) <0,12 (51,2) 1(84,8)
LMM1425 32 (53) 0,5 (66,4) 1 (85,6)
LMM1429 32 (40,4) <0,12 (62,2) 1(84,8)
LMM1431 2 (62) 0,25 (64,3) 1(67,8)
LMM1432 8 (53,7) 0,5 (50,3) 1(74,9)
LMM1435 32 (50,2) 0,5 (52,5) 1(82,2)
LMM1437 4 (52,9) 0.5 (51,5) 1(79,7)
LMM1438 8 (65) 0,25 (62) 0,25 (80,7)
LMM1441 8 (53,5) 0,25 (42,1) 1 (95)
LMM1444 4 (53,1) 0,25 (60,1) 2 (88,7)
LMM1449 4 (62,1) 0,25 (46) 1(92,6)
LMM1451 2 (66,3) 0,25 (51,3) 2 (84,8)
LMM1460 2 (73,4) <0,12 (40,1) 1(82,2)
LMM1463 8 (59,8) 0,5 (53,1) 1(85,1)
LMM1480 2 (44) 0,5 (44,1) 1(81,7)
LMM1493 8 (56,2) 0,25 (54,1) 1(97,1)
LMM17 2 (60,1) 0,5 (45,6) 0,5 (80,5)
LMMO01 2 (60,2) 0,25 (39,5) 2 (87,6)
LMM994 8 (46,9) 0,5 (52,5) 2 (99,4)

FLZ = Fluconazol; ITZ = Itraconazol; AMB = Anfotericina B
CMF = Citometria de Fluxo; LMM = Laboratério de Micologia Médica
CIM = Concentracdo inibitdria minima



Tabela 4. Relagdo das CIMs (ug/mL) de FLZ, ITZe AMB
correspondente as percentagens de morte de C. neoformans obtidas
pelo método de CMF.

ug/mL(% MORTE) C. neoformans VNI

FLZ ITZ AMB
LMM1426 8 (63,2) 0,5(47,8) 1(96,8)
LMM1494 <1 (61,7) 0,5(47,2) 1(86,9)
LMM1433 4 (49,9) <0,12(52,2)  1(99,5)
LMM1434 4 (47,6) 0,25(51,5) 1(94,3)
LMM1443 4 (65,8) 0,25(51,5) 1(91)
LMM1446  8(55,9) 0,5 (53,2) 1(98,2)
LMM1448  <1(50,4) 0,5 (52,5) 1(820
LMM1450  4(58,1) 0,5 (49) 0,5 (92,5)
LMM1452  4(51,4) 0,5 (49) 1(83,3)
LMM1455  4(52) 0,5 (49) 1(80,1)
LMM1457  4(63) 0,5 (42,3) 0,5(85,3)
LMM1468  2(70,6) 0,5 (46,2) 1(80,1)
LMM1473  16(51,4) 0,5 (51,4) 1(79,7)
LMM1475  4(71,3) 0,25 (48,7) 0,5(86,7)
LMM1495  8(69,4) 0,25 (48) 1(91,3)
LMM1496  8(69,4) 0,25 (48) 1(80,3)
LMM1497  2(60,2) 0,5 (48,5) 1(92,4)
LMM1498  4(62) 0,5 (53,5) 1(95,3)
LMM1499  2(52) <0,12 (65,1)  1(90,4)
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FLZ = Fluconazol; ITZ = Itraconazol; AMB = Anfotericina B
CMF = Citometria de Fluxo; LMM = Laborat6rio de Micologia Médica
CIM = Concentracdo inibitéria minima
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Nos resultados observados na combinacdo de VRZ e AMB foi observado
antagonismo em quatro isolados do tipo molecular VNI, na presenca de L-DOPA com glicose
0,2%, os outro quatro isloados do mesmo tipo molecular apresentaram indiferenca. Para o tipo
molecular VGII na presenca de L-DOPA foram observadas dois isolados com antagonismo e
0s seis restantes apresentaram indiferenca, no entanto, na auséncia de L-DOPA foram

observados trés isolados com sinergismo parcial dentre 15 analisados (tabela 5).

Tabela 5. Combinagé&o de voriconazol e anfotericina B na presenca e auséncia
de L-DOPA para C. neoformans e C. gattii com glicose 0,2 %

C neoformans C. gattii
Pardmetros Com Sem Com Sem

L-DOPA L-DOPA L-DOPA L-DOPA

(8 isolados) (15 isolados) (8 isolados) (15 isolados)
Intervalos de CIF A 1-8,3 1-208 1-4,1 0,48-2
Intervalos de CIF B 0,53-0,26 0,13-0,53 0,01-0,26 0,06-0,66
Intervalos de CIM a 0,03-0,25 0,06-0,25 0,03-0,5 0,25-0,5
Intervalos de CIM b 0.008-0,03 0,008-0,06 0,03-0,12 0,015-0,12
Intervalos de ICIF 1,5-8,8 1,26-3 1,13-4,26 0,54-2,53

CIM a = Concentracdo inibitéria minima de anfotericina B da forma isolada;
CIM b = Concentracdo inibitéria minima de voriconazol da forma isolada;
CIF A = Concentracdo Inibitoria Fracional de anfotericina B em combinacéo;
CIF B = Concentracdo Inibitéria Fracional de voriconazol em combinago;
ICIF = indice da Concentraco Inibitéria Fracional.
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Para verificar se o acréscimo da glicose (de 0,2 para 2,0%) interfere nos resultados da
combinacdo de VZL e AMB foi realizado estudo com 19 isolados de C. neoformans e 20 de

C. gattii, o resultado apresentou 100% de indiferenca, como demonstrado na tabela 6.

Tabela 6. Interacdo de Voriconazol e Anfotericina B para C. neoformans e C.
gattii na auséncia de L-DOPA acrescido de glicose 2,0 %

C neoformans C. gattii
Parametros (19 isolados) (20 isolados)
Intervalos de CIF A 0,5-1,0 1,0
Intervalos de CIF B 0,2-1,0 0,26-1,0
Intervalos de CIM a 1,0 1,0
Intervalos de CIM b 0,008-0,03 0,008-0,03
Intervalos de ICIF 1,0-2,0 1,2-2,0

CIF A = Concentracdo inibitdria fracional de anfotericina B,

CIF B = Concentracdo inibitéria fracional de voriconazol,

CIM a = Concentracdo inibitéria minima de anfotericina B da forma isolada,
CIM b = Concentracéo inibitéria minima de voriconazol da forma isolada,
CIF = Concentracdo Inibitdria Fracional,

ICIF = Indice da Concentragdo Inibitoria Fracional.
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Na figura 1, estdo exibidos os resultados em dot plots que expressam tamanho celular
(FS) versus intensidade de fluorescéncia pela incorporacdo de LA em FL4 LOG (filtro 675
nm Band Pass, cor laranja avermelhado), nesta figura foi verificada autofluorescéncia e
controles de incorporacdo do fluorocromo nas células de C. neoformans (LMM143), o
direcionamento das células para o quadrante direito - do dot plot - indicam incorporacéo do
fluorocromo pela célula com membranas danificadas pelo formaldeido (1% incubadas por 1h

antes do acréscimo da LA).

0.8% o 99.6%

1624

FS
(128X128)
FS
(128X128)
FS

(128X128)

e 1900 T e T
FL4 LOG -1 16068 -1 1668

b FL4 LOG FL4 LOG

a. c.

Figura 1. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela incorporagéo de
Laranja de Acridina (LA) (FL4 LOG) : a. Autofluorescencia; b. C. neoformans corado com
LA por 30min, c. C. neoformans, células mortas depois de 1h de incubacdo com formaldeido
1% e corado com LA por 30 minutos.
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A figura 2, exibe histograma da analise de sobreposi¢cdo da intensidade de
fluorescéncia de LA no eixo x do controle vivo. As diluigbes 1-8-64ug / mL de FLZ e
controle de morte com formaldeido 1% obtidos na citometria de fluxo do isolado C.

neoformans (LMM143) sdo apresentadas a seguir.

SINGLE PARAMETER
@

" 1eee

Figura 2. Histogramas obtidos pela citometria de fluxo, anélise de sobreposi¢do de eixo x
mostrando a intensidade de fluorescéncia da impregnacdo de LA (FL4 LOG filtro 675 nm
Band Pass cor laranja avermelhado) de C. neofomanas com uso de LA e tratado com
fluconazol: a. Controle vivo; b. 1 pg/mL; c. 8 ug/mL; d. 64 pg/mL; e. Controle de células
mortas tratadas com 1% de formaldeido, durante 1h de incubacéo.

As figuras 3-5, mostram dot plots da percentagem de células danificadas obtidos a
partir dos controles de qualidade, C. krusei e C. parapsilopsis, para AMB, ITZ, FLZ usados
como controle de qualidade do teste e padronizacdo para determinar as concentracfes

inibitérias minimas pela citometria de fluxo para C. neoformans e C. gattii.
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Figura 3. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela incorporacédo de
(LA) em FL4 LOG filtro 675 nm Band Pass cor laranja avermelhado, de Candida krusei
INCQS 40147 (ATCC 6258) e Candida parapsilosis INCQS 40038 (ATCC 22019) frente a
AMB com sua respectiva CIM e a diluicdo anterior.
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Figura 4. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela incorporagédo de
(LA) em FL4 LOG filtro 675 nm Band Pass cor laranja avermelhado, de Candida krusei
INCQS 40147 (ATCC 6258) e Candida parapsilosis INCQS 40038 (ATCC 22019) frente ao
ITZ com sua respectiva CIM e a dilui¢do anterior.
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Figura 5. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela incorporagéo de
(LA) em FL4 LOG filtro 675 nm Band Pass cor laranja avermelhado, de Candida krusei
INCQS 40147 (ATCC 6258) e Candida parapsilosis INCQS 40038 (ATCC 22019) frente ao
FLZ com sua respectiva CIM e a dilui¢do anterior.
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A figuras 6-8 mostram dot plots de C. neoformans e C. gattii frente a AMB, ITZ e
FLZ, respectivamente, estas figuras demonstram no quadrante direito do dot plot percentagem

de células mortas correspondentes as CIM e dilui¢do anterior da respectiva droga.
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Figura 6. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela
incorporacgdo de (LA) em FL4 LOG filtro 675 nm Band Pass cor laranja avermelhado, de
C. neoformans LMM1433 VNI, e C. gattii LMM1493 VGII, mostrando percentagem de
morte de células frente a AMB com sua respectiva CIM e a diluicdo anterior.
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Figura 7. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela
incorporagéo de (LA) em FL4 LOG filtro 675 nm Band Pass cor laranja avermelhado, de
C. neoformans LMM1433 VNI, com sua respectiva MICs e 1ug/mL de ITZ. C. gattii
LMM1493 VGII, mostrando percentagem de morte de células frente ao ITZ com sua
respectiva CIM e a diluicdo anterior.
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Figura 8. Dot plots de tamanho (FS) versus intensidade de fluorescéncia pela
incorporacdo de (LA) em FL4 LOG filtro 675 nm Band Pass cor laranja avermelhado de
C. neoformans LMM1433 VNI, e C. gattii LMM1493 VGII, mostrando percentagem de
morte de células frente ao FLZ com sua respectiva CIM e a dilui¢do anterior.
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7 DISCUSSAO

A maioria dos trabalhos que usa citometria de fluxo para estudo de suscetibilidade
utilizaram isolados das espécies de Candida spp, com utilizacdo de fluorocromos iodeto de
propideo (PI) e FUN-1 (Ramani, Ramani, and Wong 1997)(Y. H. Joung et al. 2007), no
presente estudo foram utilizados flurocromos Laranja de Acridina (LA) e FUN-1 parA
determinacdo das CIMs de isolados Cryptococcus neoformans VNI e Cryptococcus gattii
VGl e VGII.

Green et al. (1994) (Green et al. 1994) testou um isolado de C. neoformans dentro de um
grupo de leveduras e ndo obteve resultados esperados com Pl para este fungo. Pina-Vaz et al.
(2005) (Pina-Vaz et al. 2005) testou FUN-1 e PI para 60 isolados de Candida spp. e trés
isolados de C. neoformans para itraconazol (ITZ), voriconazol e caspofungina. Porém, ndo
teve resultados comparaveis com Pl apesar de afirmar ter excelentes resultados com FUN-1
em 1h de incubacdo para ITZ, voriconazol e caspofungina. Ramani e Chaturvedi (2000)
Ramani e Chaturvedi (2000b) utilizaram PI para anfotericina B(AMB) e fluconazol (FLZ) em
81 isolados, dos quais 16 eram C. neoformans e obtiveram resultados comparaveis com CLSI
M27 - A3 (CLSI) em 4h e 6h para AMB e FLZ respectivamente. No entanto, estes autores
utilizaram a adicdo de desoxicolato de sédio para aumentar a permeabilidade de PI, o que
pode também aumentar a penetracdo e acdo da droga testada na célula fangica.

Até o0 momento, numero reduzido de isolados de C. neoformans foram analizados por Pl e
ou FUN-1, com resultados variaveis. Em nosso estudo realizamos estudo-piloto testando Pl
com e sem deoxycholate para AMB, ITZ e FLZ e ndo obtivemos resultados comparaveis com
0 método CLSI.

Segundo Rudensky et al. (2005) (Rudensky et al. 2005) o desoxicolato de soédio forma
coagulos (gelificacdo) na suspensdo de leveduras durante a leitura no citdbmetro, sendo assim
este autor propde o uso de LA como indicador de viabilidade para Candida spp. Decidimos
entdo fazer um estudo-piloto com este fluorocromo para C. neoformans e C. gattii e
obtivemos resultados bastante satisfatorios, comparaveis com o método CLSI (figura, 3 e 4).
E importante ressaltar que a leitura pelo método CLSI em nosso estudo foi realizado por

espectrofotometria em leitor de microplacas e que o meio RPMI1640 utilizado nos dois
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métodos contem concentracdo final de 2% de glicose. Estas mudangas sdo recomendadas pelo
protocolo CLSI, como alternativa para acelerar o crescimento de C. neoformans e C. gattii.
Além do mais, a incubacdo foi realizada com agitacdo continua a 200rpm a 35°C para o
método de CMF. Assim sugere-se que estas alteracdes foram importantes para obtencédo de
resultados comparaveis com o método CLSI utilizando LA. Diferentemente, (Ramani e
Chaturvedi 2000a) ndo obtiveram resultados satisfatérios com LA. A metodologia utilizada
por estes autores ndo é comparavel a do presente estudo, pois utiliza RPMI1640 com dextrose
1% e ndo menciona incubacdo com agitacdo continua, o que consideramos importante para

obter resultados homogéneos e comparaveis em menor tempo de incubacgéo para leitura.

Além dos poucos estudos para C. neoformans, nenhum com analise de CMF com LA para
C. gattii esta disponivel na literatura. Assim, esta ferramenta mostra-se interessante para
determinacdo de testes de suscetibilidade antifingica de C. neoformans e C. gattii, j& que
estes fungos de importancia clinica apresentam crescimento lento. Em nosso estudo as CIMs
de 5FC obtidas na CMF, com uso de LA e FUN-1, ndo foram comparédveis com o método

CLSI e ndo apresentaram reprodutibilidade (dados ndo mostrados).

Analisando os parametros intervalos, CIM 50 em CIM 90, foi possivel verificar
concordancia de resultados de CMF e CLSI, com variagédo de + duas diluigdes (concordancia
essencial), para AMB, FLZ e ITZ demonstrando a utilidade da CMF para os testes de
suscetibilidade antifungica para ambos os agentes da criptococose. Com relacdo aos
resultados de percentual de morte pela CMF frente ao FZC, foram observadas CIMs
uniformes para VGI (< lum/mL) e variadas para VNI (1 a 16ug/mL) e VGII (2 a 32 pg/mL)
como demonstrado na tabela 2. Com relacdo ao ITZ, os resultados de percentual morte
mostram CIMs uniformes para VGI (12 com 0,12 pg/mL) e com variagdo para VNI (0,12 a
0.5) e VGII (0,12 a 0.5). J& com relacdo a AMB pela CMF, os tipos VGI e VNI mostram
resultados predominantemente uniformes, mas com relagao ao tipo VGII, foram observados 4
isolados com 2 pg/mL dentre os 19 analisados. Tais resultados foram verificados em triplicata
pela CMF demonstrando reprodutibilidade deste método, onde padronizamos 9h de incubacao
para leitura. O resultado da AMB esta dentro dos limites das CIMs (0.25-2.0 e 0.5-2.0 pg/mL)
em 24h de incubagdo das cepas controle de qualidade C. parapsilosis e C. krusei
respectivamente (suscetiveis a AMB) como recomendado pelo CLSI M27 —A3, na tabela 6 do
protocolo CLSI M27-S3.
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Os resultados pela CMF apresentaram diferenca estatistica significante (p = 0.001)
quando comparamos VGII com VGI afirmando a menor suscetibilidade in vitro do tipo
molecular VGII. Do mesmo modo, o tipo VGI mostrou-se menos sensivel a AMB do que o
VNI com p valor significativo (p = 0.001). Neste estudo, as Médias Geométricas (MG) de
VGII apresentam valores maiores daqueles observados para os tipos VGI e VNI com relagéo
a todas as drogas analisadas por CMF. Portanto ndo somente para azolicos, mas também para
AMB foi observada menor suscetibilidade in vitro de isolados clinicos do tipo VGII do Brasil,
concordando com estudo realizado por Trilles et al. (2012), que utilizou o método CLSI.

Para a comparacéao de suscetibilidade antifingica entre os tipos moleculares, o método
CLSI apresentou resultados similares, mas ndo significativos estatisticamente (p = 0.80) no
presente trabalho. Portanto esses resultados sugerem maior sensibilidade do método CMF, o
que pode ser atribuido a analise de nimero constante e amplo de células (10.000) enquanto
que o CLSI parte de inoculo variavel e menor 5,0x10? — 2,5x10° ufc/mL. Consideramos este
aspecto critico para obtencdo de resultados reprodutiveis em isolados heterogéneos contendo
sub-populacdes com diferente suscetibilidade a antifungicos. Sob esse aspecto chama atencao

a potencial heterogeneidade dos agentes da criptococose.

Em relacdo a combinacdo de AMB e 5FC, os dados obtidos sdo coerentes com
resultados relatados e pesquisas realizadas in vivo, os resultados e discussfes desta
combinacdo estdo no capitulo 111 desta tese.

Os resultados obtidos na combinagéo in vitro de voriconazol (VRZ) e AMB no
presente estudo (tabelas 5 e 6) ndo refletem os achados de pesquisa realizada em modelo
murino que demonstrou que a combinacdo VRZ e AMB aumentou a sobrevida dos animais e
reduziu a quantidade de leveduras de C. neoformans no tecido pulmonar (Silva et al. 2011).
No nosso estudo verificamos que os agentes da criptococose do tipo molecular VGII e VNI
sd0 suscetiveis, in vitro, a baixas concentracdes de VRZ (< 0,12 pg/mL). Estes resultados sdo
concordantes com estudo realizado por Mavrogiorgos et al. (2006) que verificaram a eficacia
deste triazolico de terceira geracdo -VRZ- utilizando modelo murino de infeccdo e
demonstraram que esta droga reduz significantemente o polissacarideo de C. neoformans no
soro, e prolonga a sobrevida dos camundongos letalmente infectados (Mavrogiorgos et al.
2006).

Quanto aos resultados obtidos em meio indutor de melanina, a expressdo desta

implicou na modificacdo de resultados dos testes in vitro da combinacdo de 5FC e AMB, com
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reducdo da detecgé@o de sinergismo destas drogas, e aumento da indiferenca, como detalhado
no capitulo I11.

O estudo de resisténcia ao FLZ instrumentado pela citometria de fluxo para analise das
bombas de efluxo, com auxilio de fluorocromo DIOCs permitiu verificar que as células
fangicas dos agentes da criptococose expulsam o FLZ com facilidade. Além do mais, foi
possivel verificar, pelo método de indugdo in vitro, que ha comportamento diferenciado entre
0s trés tipos moleculares com relacdo a resisténcia de FLZ e permanéncia da resisténcia
guando submetidos a passagens sucessivas em meio livre desta droga, estes resultados
encontram-se detalhados no capitulo V.

Na citometria de fluxo foi possivel confirmar a reprodutibilidade dos resultados
obtidos nos testes de suscetibilidade in vitro em curtos espacos de tempo. A leitura
automatizada é outra vantagem oferecida nessa abordagem. Vale ressaltar que é importante a
escolha do tipo de fluorocromo usado em relagdo ao mecanismo de acdo da droga e que néo
obtivemos resultados reprodutiveis para 5FC com LA e FUN-1.

Com os resultados obtidos neste estudo esperamos contribuir para o conhecimento dos
mecanismos relacionados a suscetibilidade in vitro a antifingicos para os principais agentes

da criptococose no Brasil.
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8 CONCLUSAO GERAL

1. Na andlise do perfil da suscetibilidade in vitro de C. neoformans e C. gattii frente a FLZ,
ITZ e AMB pelo método CLSI e citometria de fluxo, foi verificado que o tipo molecular VGII
apresenta média geométrica maior em relacdo a VGI e VNI, demonstrado que o tipo

molecular interfere nos resultados.

Na combinacdo de AMB e 5FC constatamos a necessidade de padronizacdo da
concentracdo da glicose para que estes testes possam ser futuramente relacionados a dados

clinicos.

2. A Citometria de Fluxo pode ser uma alternativa de leitura automatizada, reprodutivel, para
os testes de suscetibilidade antifingica, com potencial para monitorar o surgimento de
resisténcia dos diferentes tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii através da utilizacéo
dos fluorocromos: LA para FLZ, ITZ, AMB e FUN-1 para AMB.

3. A anélise de CML foi importante para verificar a acdo protetora da melanina frente AMB e
5FC.

4. A avaliacdo da acdo da melanina pela adi¢do de L-DOPA mostra que este pigmento reduz a
acdo sinérgica e o efeito aditivo na interacdo de AMB e 5FC. Isto indica necessidade de

estudos futuros de correlagéo in vitro e in vivo.

5.A inducdo da resisténcia ao fluconazol € importante na verificacdo da expressdo de bombas
de efluxo in vitro de C. neoformans VNI, C. gattii VGI e GVII pela citometria de fluxo. O
fluorocromo Dioc5 apresentou resultados reprodutiveis, em relacdo aos outros testados para

verificar bombas de efluxo.

6. No presente estudo o fluorocromo Dioc5 e bloqueador de protonoforos CCCP permitiram
verificar que cerca de 65% isolados ndo induzidos e 90% de isolados induzidos do tipo
molecular VGII, expulsam, com certa vantagem o fluorocromo, em relacdo aos tipos

moleculares VGI e VNI.
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