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Figueiredo-Carvalho, M H G. Caracteristicas fenotipicas associadas aviruléncia e
ao perfil de suscetibilidade aos antifungicos em isolados clinicos do complexo
Candida glabrata. Rio de Janeiro, 2017. 166 f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica
em Doengas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

RESUMO

Candida glabrata € um patégeno emergente nos hospitais publicos e privados
brasileiros. Baseado em analises moleculares, Candida nivariensis e Candida
bracarensis foram descritas como duas novas espécies filogeneticamente
relacionadas a C. glabrata, formando o complexo C. glabrata. O objetivo deste
trabalho foi estudar as caracteristicas fenotipicas associadas a viruléncia e ao pefrfil
de suscetibilidade aos antifUngicos em isolados clinicos previamente identificados
como C. glabrata oriundos de pacientes com quadro de candidiase entre 1998 e 2015
em dois hospitais publicos no municipio do Rio de Janeiro. Um total de 92 isolados
clinicos foi submetido a andalise molecular com base na amplificacdo e
sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal. A producdo de
enzimas hidroliticas foi avaliada em placas ou tubos contendo meios ou reagentes
especificos e a formacao de biofilme foi determinada pelo método do cristal violeta e
pelo ensaio de reducdo do XTT. O perfil de suscetibilidade aos antifingicos in vitro foi
determinado pelo método da microdiluicio em caldo (CLSI, M27-A3). Candida
glabrata stricto sensu foi a espécie predominante (n=91), seguida por C. nivariensis
(n=1) a qual foi pela primeira vez descrita no Brasil. C. bracarensis n&o foi encontrada
neste estudo. Em geral, os isolados de C. glabrata stricto sensu foram bons produtores
de catalase, aspartico protease, esterase, fitase e hemolisina. Entretanto, ndo foram
detectadas atividades in vitro de caseinase e fosfolipase. Além disso, esses isolados
foram capazes de formar biolfime. Todos os isolados de C. glabrata stricto sensu
foram suscetiveis a 5-fluorocitosina. Entretanto, esses isolados apresentaram
resisténcia a anfotericina B (9,9%), fluconazol (15,4%), itraconazol (5,5%),
caspofungina (8,8%) ou micafungina (15,4%). Alguns isolados foram classificados
como tipo ndo-selvagem para o voriconazol (33,0%) e para o posaconazol (4,4%).
Anfotericina B e micafungina foram mais eficazes do que o itraconazol e a
fluorocitosina frente aos isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu na presenca do
biofilme. Relacdes estatisticamente significativas foram encontradas (i) entre o perfil
de suscetibilidade da micafungina e a producéo de esterase, bem como entre o perfil
de suscetibilidade do fluconazol, itraconazol, micafungina e a atividade hemolitica; e
(i) entre a producdo de diferentes enzimas hidroliticas, esterase e hemolisina, e a
formacao de biofilme (p<0,05). O isolado de C. nivariensis foi excelente produtor de
aspartico protease e catalase, e um bom produtor de fitase, porém, nenhuma atividade
in vitro foi detectada para as demais enzimas testadas. Este isolado também foi capaz
de formar biofilme. O isolado de C. nivariensis foi suscetivel & anfotericina B,
caspofungina e 5-fluorocitosina, porém suscetivel dose-dependente ao itraconazol e
resistente ao fluconazol e & micafungina. Para voriconazol e posaconazol, este isolado
foi classificado como tipo selvagem e tipo nao-selvagem, respectivamente. Este
estudo reforca o potencial de viruléncia dessas espécies e destaca o perfil de
resisténcia de alguns isolados aos principais farmacos geralmente usados no
tratamento da candidiase.

Palavras chaves: Antifungicos; Candida glabrata; Candida nivariensis; Viruléncia



Figueiredo-Carvalho, M H G. Phenotypic characteristics associated with virulence
and antifungal susceptibility profile in clinical isolates of Candida glabrata
complex. Rio de Janeiro, 2017. 166 s. Thesis [PhD in Clinic Research in Infectious
Diseases] — Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases.

ABSTRACT

Candida glabrata is an emerging pathogen in public and private Brazilian hospitals.
Based on molecular analysis, two new species phenotypically closely related to
resemble C. glabrata have been described: Candida nivariensis and Candida
bracarensis. This study evaluated the phenotypic characteristics associated with
virulence and the antifungal susceptibility profile in clinical isolates previously identified
as C. glabrata from patients with candidiasis between 1998 and 2015 in two public
hospitals in the city of Rio de Janeiro. A total of 92 clinical isolates were submitted to
molecular analysis based on the amplification and sequencing of the ribosomal DNA
ITS1-5.8S-ITS2 region. The production of hydrolytic enzymes was evaluated in plates
or tubes containing specific media or reagents and biofilm formation was evaluated by
the crystal violet method and the XTT reduction assay. The in vitro antifungal
susceptibility profile was determined by the broth microdilution method (CLSI, M2-A3).
Candida glabrata stricto sensu was the predominant species (n = 91), followed by C.
nivariensis (n = 1), which was for the first time described in Brazil. Candida bracarensis
was not found in this study. Overall, C. glabrata stricto sensu isolates were good
producers of catalase, aspartic protease, esterase, phytase, and hemolysin. No in vitro
activities were detected for caseinase and phospholipase. Moreover, these isolates
were able to produce biolfim. All isolates of C. glabrata stricto sensu were susceptible
to flucytosine. However, these isolates showed resistance to amphotericin B (9.9%),
fluconazole (15.4%), itraconazole (5.5%), caspofungin (8.8%), or micafungin (15.4%).
Some isolates were classified as non-wild-type for voriconazole (33.0%) and
posaconazole (4.4%). Amphotericin B and micafungin were more effective than
itraconazole and fluorocytosine against to clinical isolates of C. glabrata stricto sensu
forming biofilms. Statistically significant correlations were identified between (i)
micafungin minimum inhibitory concentration (MIC) and esterase production, as well
as between fluconazole and micafungin MIC and hemolytic activity, and between
amphotericin B MIC and phytase production, and between (ii) the production of
different hydrolytic enzymes, esterase and hemolysin, and biofilm formation (p<0.05).
The C. nivariensis isolate was an excellent producer of aspartic protease and catalase,
and a good phytase producer. No in vitro activity was detected for the other enzymes
tested. This isolate was also able to form biofilm, susceptible to amphotericin B,
caspofungin and flucytosine, but susceptible dose-dependent to itraconazole, and
resistant to fluconazole and micafungin. For voriconazole and posaconazole, this
isolate was classified as wild type and non-wild type, respectively. This study reinforces
the virulence potential of these species and highlights the resistance profile of some
isolates to the main drugs commonly used for candidiasis management.

Keywords: Antifungals; Candida glabrata; Candida nivariensis; Virulence
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LISTA DE ILUSTRACOES

Fotos ilustrativas da microscopia 6ptica (aumento de 400x) do
Complexo Candida glabrata, a partir do microcultivo em agar
Corn Meal-Tween 80 apds 48 horas a 30°C. (a) C. glabrata
ATCC 2001; (b) C. nivariensis WM 09.150 e (c) C. bracarensis
WM 14.01.

Esquema representativo da formacéo de biofilme fungico. (1)
adesdo das células a superficie bidtica ou abibtica; (2) divisao
celular e proliferacédo; (3) secrecdo de substancia polimérica
extracelular que aprisiona as células e facilita a adesao célula-
célula e célula-superficie, tendo como consequéncia a formacéo
de microcolonias; (4) maturacdo da estrutura tridimensional,
provendo um suporte estrutural para a arquitetura do biofilme e
(5) dispersdo das células em torno do substrato (setas
amarelas). Nesta etapa, as células podem se separar da
estrutura do biofilme e retornar para a fase planctonica de
crescimento, permitindo a colonizacdo de novas superficies em
outros locais, completando assim o ciclo de vida do biofilme.
Esquema representativo do mecanismo de acdo dos
antifangicos poliénicos, azdlicos, equinocandinas e do analogo
da pirimidina (5-fluorocitosina).

Esquema de diluicdo dos farmacos antifiingicos anfotericina B,
itraconazol, voriconazol e posaconazol pelo método da
microdiluicdo em caldo pelo CLSI (Protocolo M27-A3).
Esquema de diluicdo dos farmacos antifungicos fluconazol e 5-
fluorocitosina pelo método da microdiluicdo em caldo pelo CLSI
(Protocolo M27-A3).

Macromorfologia de Candida em meio agar Sabouraud dextrose.
(a) C. glabrata ATCC 2001 e (b) um isolado do sitio respiratorio
(DM 28).

Macromorfologia de espécies de Candida no meio cromogénico
CHROMagar Candida. (a) no sentido horario a partir de 12
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Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

horas: C. albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 13803, C.
krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 2001; (b) no sentido
horario a partir de 12 horas: C. glabrata ATCC 2001, C.
nivariensis WM 09.150 e C. bracarensis WM 14.01; (c) isolado
clinico do sitio circulatério (DM 45) e (d) isolado clinico do sitio
respiratério (DM 28). Posteriormente, os isolados DM 45 e DM
28 foram identificados molecularmente como C. glabrata e C.
nivariensis, respectivamente.

Dendrograma baseado na analise dos perfis bioquimicos obtidos
pelo Vitek® 2 de 92 isolados clinicos previamente identificados
como C. glabrata e da cepa tipo C. glabrata ATCC 2001.
Candida albicans ATCC 18804 foi utilizada como grupo externo.
A similaridade entre os perfis bioquimicos foi analisada pelo
programa DendroUPGMA sendo utilizados o coeficiente de
Jaccard e 100 réplicas de bootstrap na contrugdo do
dendrograma.

Dendrograma baseado na andlise da regido ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA das sequéncias de 99 taxons, sendo 92 isolados, trés
cepas de referéncia (C. glabrata ATCC 2001, C. bracarensis WM
14.01 e C. nivariensis WM 09.150) e quatro sequéncias oriundas
do GenBank (AY939793, GU199440, NR_077073, HQ876043).
A historia evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Join
(NJ). A distancia evolutiva foi computada utilizando o método
Maximum Composite Likelihood. Um total de 484 bases foi
observado no conjunto final (Programa MEGA 6.0).

Fotos ilustrativas de isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu
produtores de enzimas hidroliticas. (a) Aspartico protease (agar
YCB/ BSA); (b) Esterase, (agar Tween); (c) Fitase (agar fitato de
célcio) e (d) Atividade hemolitica (agar sangue de carneiro). As
atividades enzimaticas foram expressas como valor de Pz
(Pz=a/b) sendo (a) o diametro da coldnia e (b) o diametro da

colénia mais a zona de precipitagdo [vide (b)]. (e) Teste da
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Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

catalase onde a coluna de bolhas indica a hidrdlise do peroxido
de hidrogénio.

Percentual de isolados do complexo C. glabrata separados por
sitio de isolamento em relacéo (a) a producéo de biomassa e (b)
atividade metabdlica.

Variacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) em isolados
clinicos do complexo C. glabrata. (a) Anfotericina B; (b)
Itraconazol; (c) Micafungina; (d) 5-fluorocitosina, nas células em
suspensao e no biofilme. Os isolados foram classificados como
suscetivel (S), intermediéario (1) ou resistente (R).

Expressao diferencial de enzimas hidroliticas em 91 isolados de
C. glabrata stricto sensu com diferentes perfis de suscetibilidade
aos antifungicos. (a) Atividade hemolitica em relacdo a
suscetibilidade ao fluconazol; (b) Atividade hemolitica em
relacdo a suscetibilidade ao itraconazol; (c) Atividade hemolitica
em relacdo a sucetibilidade a micafungina; (d) Producédo de
esterase em relagéo a suscetibilidade a micafungina. As linhas
representam as medianas de cada grupo. Em todos os casos,
diferencas entre as medianas dos grupos com diferentes perfis
de suscetibilidade foram estatisticamente significativos (p-valor
< 0,05).
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1 INTRODUCAO

1.1 Candidiase ou Candidose

A candidiase ou candidose é uma micose causada por leveduras do género
Candida, as quais séo ubiquas no meio ambiente, podendo ser encontradas no solo,
ambientes marinhos, objetos inanimados, plantas e animais (LACAZ et al., 2002). As
espécies mais comumente isoladas sdo Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei (LEROY et al., 2009; PFALLER
et al.,, 2012c; BASSETTI et al., 2015). Entretanto, outras espécies emergentes tém
sido descritas como agentes etiolégicos de candidiases como Candida viswanathii,
Candida inconspicua, Candida fermentati, Candida famata, Candida haemulonii,
Candida ciferrii, Candida lipolytica, Candida auris, entre outras (CORDOBA et al.,
2011; EMARA et al., 2015; RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017).

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela frequéncia com
gue colonizam e infectam o hospedeiro humano. Sdo microrganismos comensais que
habitam o trato gastrointestinal, fazendo parte também da microbiota oral, urogenital
e da pele (DIGNANI; SOLOMKIM; ANAISSE, 2003).

Esses microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram
alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de
barreiras anatdbmicas secundariamente a queimaduras, insercdo de cateteres ou
procedimentos médicos invasivos. Alteracdes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro podem ser decorrentes de mudancas fisiolégicas caracteristicas da
infancia (prematuridade) ou envelhecimento, ou mais frequentemente associadas a
doencas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e
imunossupresséo induzida por atos médicos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
NUCCI et al., 2010; SILVA et al., 2012).

1.2 Manifestagdes Clinicas

Micoses causadas por Candida spp. apresentam um amplo espectro de

manifestagcdes clinicas tais como formas superficiais, com acometimento cutaneo e

mucocutaneo, ou formas sistémicas graves podendo envolver multiplos 6rgaos, apés
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disseminagdo hematogénica do agente (RUPING; VEHRESCHILD; CORNELY, 2008;
SILVA et al., 2012).

A candidiase cutanea pode se apresentar de diferentes formas: (i) intertrigo,
localizada nas areas de dobras da pele como axila, virilhas, sulco intergluteo, prega
submamaria e em pessoas obesas na prega suprapubica produzindo intenso eritema,
edema, exsudado purulento e pustulas; (ii) lesdes interdigitais palmares e plantares
gue se caracterizam pela presenca de fissura central, circundada pela pele macerada
despregada e branca; (iii) foliculite pruriginosa com invasao dos pelos e abscessos ao
redor do foliculo piloso e (iv) onicomicose com acometimento da unha (oniquia) e
borda da unha (paroniquia). Diabetes mellitus e a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida [Adquired immunodeficiency syndrome — aids] também estdo associados a
candidiase cutanea (LACAZ et al., 2002).

Na candidiase mucocutanea, os tecidos da mucosa oral e vaginal sdo os mais
atingidos. A candidiase oral se manifesta através de les6es na boca, lingua, palato,
faringe e esdfago. Essa manifestacdo de candidiase é caracterizada pelo
aparecimento de pequenas papulas brancas, muito aderentes formando uma camada
cremosa que pode cobrir a lingua, o palato e a faringe. E muito comum em criancas,
pacientes com cancer e em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (LACAZ et al., 2002). A candidiase vaginal (ou vulvovaginal) manifesta-
se pelo aparecimento de placas membranosas brancas e/ ou um corrimento
esbranquicado de aspecto leitoso, originando prurido intenso. A candidiase
vulvovaginal pode se tornar recorrente (com episédios agudos a cada trés meses
aproximadamente) sem motivo aparente ou em consequéncia de uma
antibioticoterapia utilizada muitas vezes, ou durante a gestacdo, diabetes, terapia
hormonal, terapia imunossupressora e excepcionalmente em casos de aids (FIDEL;
SOBEL, 1996; LACAZ et al., 2002).

Dentre as formas sistémicas, as infeccdes de corrente sanguinea (também
conhecidas como candidemia) sdo as manifestacdes mais comuns de candidiase
invasiva em ambientes hospitalares (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PFALLER et al.,
2014). A apresentacéo clinica da candidemia é frequentemente associada com sinais
e sintomas da sindrome séptica (febre, hipotensdo, leucocitose), sem
comprometimento de oOrgdos internos. No entanto, pode ocorrer disseminagdo a
multiplos 6rgéos resultando na formacéo de abscessos renais e hepato-esplénicos,

endocardite, meningite, entre outras complicacdes (ANTINORI et al., 2016). A
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infeccdo disseminada pode ocorrer devido a presenca de cateter venoso central,
nutricdo parenteral, ao uso de antibidticos de largo espectro, corticosteroides, agentes
quimioterapicos, cancer em estagio avancado, doencas hematoldgicas malignas,
transplante de medula éssea ou 6rgdos solidos, neutropenia, cirurgia abdominal,
queimaduras extensas, hemodidlise, ventilagdo mecéanica, permanéncia em unidades
de terapias intensivas e colonizacao prévia por Candida spp. (ARENDRUP, 2013). As
infec¢des fungicas invasivas por Candida spp. sdo graves e acarretam no aumento do
tempo de internacdo hospitalar e consequentemente elevam o0s custos de
hospitalizagdo, além de estarem associadas as elevadas taxas de morbidade e
mortalidade encontradas nos pacientes acometidos (STROLLO et al., 2017).

1.3 Epidemiologia das Infec¢bes Fungicas Invasivas por Candida spp.

Candidemia € um problema crescente nos hospitais de todo o mundo. A
incidéncia das infec¢bes fungicas invasivas causadas por Candida spp. em pacientes
adultos e pediatricos tem aumentado consideravelmente nos Uultimos anos,
principalmente devido a crescente complexidade dos pacientes que, em geral, sao
imunocomprometidos e/ou estdo hospitalizados por periodos prolongados em
unidades de terapia intensiva (PFALLER et al., 2012; SARDI et al., 2013; STROLLO
et al., 2017). Embora C. albicans seja a espécie mais comumente isolada, outras
espécies de Candida ndo-albicans estédo sendo identificadas como agentes etioldégicos
dessas infecgbes (PFALLER et al., 2010; CORDOBA et al., 2011; DIEKEMA et al.,
2012; COLOMBO et al., 2013; MORETT!I et al., 2013; PFALLER et al., 2014; TAN et
al., 2015; DOI et al., 2016), ocorrendo uma variacao na frequéncia de isolamento de
Candida spp. dependendo da populagdo envolvida, da regido geogréfica, da
exposicao prévia a antifungicos e da idade do paciente (PFALLER et al., 2011;
LOCKHART et al., 2012; COLOMBO et al., 2013; NUCCI et al., 2013; MONTAGNA et
al., 2014).

Na América do Norte e Europa, C. glabrata e C. parapsilosis constituem as
espécies de Candida ndo-albicans mais comumente isoladas. A emergéncia de C.
glabrata na América do Norte tem sido muito bem documentada e entre as espécies
de Candida né&o-albicans ocupa o primeiro lugar, com frequéncia de isolamento de

46,4% dos casos de candidiase invasiva (PFALLER et al., 2014). No continente
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Europeu, ha diferencas na epidemiologia da candidemia por espécies de Candida
nao-albicans, com prevaléncia de C. glabrata nos paises do norte (BASSETTI et al.,
2017) e C. parapsilosis nos paises do sul da Europa (MONTAGNA et al., 2014).

No Meéxico, um estudo realizado em 14 centros médicos em 10 estados
mexicanos, C. albicans e as espécies do complexo C. parapsilosis (C. parapsilosis
Stricto Sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) foram as espécies mais comumente
isoladas de infec¢cbes hematogénicas de pacientes pediatricos, seguida de C.
tropicalis. A maioria dos isolados foi suscetivel aos antifingicos testados, porém
isolados de C. glabrata apresentaram resisténcia a anfotericina B, fluconazol e
itraconazol (GONZALEZ et al., 2013).

Em Soweto na Africa do Sul, um estudo restrospectivo sobre candidemia em
adultos foi realizado entre 1999 e 2007, sendo C. albicans a espécie mais isolada,
seguida de C. parapsilosis e C. glabrata. As principais condi¢cdes de predisposicéo
foram cirurgia abdominal (43%), infeccao por HIV (19%), trauma (16%), diabetes
mellitus (12%) e céncer (8%). A taxa de mortalidade foi de 60% (KREUSCH,;
KARSTAEDT, 2013).

Em relacdo a Asia e ao Pacifico, C. albicans foi a espécie predominante
causando candidemia ou candidiase invasiva na Australia, Japdo, Korea, Hong Kong,
Malasia, Singapura e Tailandia, enquanto que C. tropicalis foi a espécie mais
predominante entre as Candida spp. no Paquistdo e na India (WANG; XU; HSUEH,
2016). Na China, C. albicans foi a espécie mais comumente isolada de pacientes com
cancer e candidemia, seguida de espécies do complexo C. parapsilosis, C. tropicalis,
espécies do complexo C. glabrata (C. glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis), C.
lusitaniae e C. famata (LI et al., 2017).

Na América do Sul, o padrao de distribuicdo de Candida spp. se diferencia dos
citados em alguns paises da América do Norte e Europa, embora poucos estudos
prospectivos tenham sido desenvolvidos nessa regido. Na Argentina, em um estudo
nacional tendo como foco a identificacdo de leveduras isoladas de pacientes com
fungemia também revelou o mesmo padrdo de distribuicdo de Candida spp.
Entretanto, outras espécies foram identificadas como C. viswanathii, C. haemulonii, C.
inconspicua e C. fermentati. A presenca de espécies incomuns refor¢ca a necessidade
de realizacdo de uma vigilancia continua, a fim de monitorar possiveis mudancas, ndo
apenas na distribuicdo epidemiolégica das espécies, mas também em relacdo a

resisténcia aos farmacos antifingicos (CORDOBA et al., 2011). Em um outro estudo
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retrospectivo realizado entre 2010 e 2012 em cinco hospitais publicos na cidade de
Cordoba, C. albicans foi a espécie mais predominante, seguida de C. parapsilosis e
C. tropicalis (RIERA et al., 2014).

No Chile, a prevaléncia é de C. albicans, mas um aumento progressivo de
infeccbes por Candida néao-albicans foi observado no periodo de 2000 a 2013, sendo
C. glabrata a espécie mais frequente, seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis (SIRI
et al., 2017).

Muito pouco se conhece sobre a epidemiologia da candidemia no Peru.
Entretanto, em um estudo prospectivo foi realizado no periodo de 2013 a 2015 em trés
hospitais de Lima, C. albicans se destacou como a espécie predominante, seguida de
C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. Todos os isolados foram suscetiveis a
anfotericina B e a anidulafungina, porém houve resisténcia ao fluconazol em alguns
isolados (RODRIGUEZ et al., 2017).

Em um estudo retrospectivo realizado em um hospital publico brasileiro
localizado na regido sudeste entre 1994 e 2004, C. albicans foi a espécie mais isolada
de infeccBes de corrente sanguinea em pacientes idosos e com comorbidades,
seguida de C. tropicalis, C. parapsilois, C. glabrata e C. krusei. A taxa de mortalidade
foi de 55,4% (WILLE et al., 2013). Vale ressaltar que em um hospital universitéario de
referéncia também localizado na regido sudeste do Brasil, a incidéncia de C. glabrata
aumentou significantemente entre 2006 e 2010, variando de 4,8 a 23,5% (MORETTI
et al., 2013). Por outro lado, em um estudo multicentrico envolvendo 16 hospitais
distribuidos nas cinco regifes do Brasil entre 2007 e 2010, C. albicans foi a espécie
mais isolada de infec¢cdes sanguineas nosocomiais, seguida de C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata e as malignidades foram a condic&o subjacente mais comum
(32%), sendo a taxa de mortalidade bruta durante a admissao hospitalar de 72,2%
(DOl et al., 2016).

Em relacdo a América Latina, o Brasil apresentou a maior propor¢cdo de
episodios associados a candidemia por C. glabrata (10%), sendo mais frequente em
pacientes idosos (NUCCI et al., 2013).
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1.4 Candida glabrata

Historicamente, C. glabrata foi inicialmente classificada no género Torulopsis.
Este género foi descrito em 1894, enquanto que o género Candida foi nomeado em
1913. Candida glabrata foi originalmente colocada no género Torulopsis devido a falta
de producédo de pseudohifa. Entretanto, em 1978 foi estabelecido que a capacidade
de produzir pseudohifa ndo fosse um fator relevante na distincdo dos membros do
género Candida (YARROW; MEYER, 1978). Contrariamente, em 1984, foi feito um
trabalho mostrando que o género Candida era taxonomicamente diferente de
Torulopsis (MCGINNIS et al., 1984). Somente em 1997, constatou-se que algumas
espécies de Torulopsis formavam hifas verdadeiras e pseudohifas, concluindo que
Torulopsis spp. deveriam ser aceitas como pertencentes ao género Candida (ODDS
et al., 1997).

Candida glabrata caracteriza-se morfologicamente por células leveduriformes
consideravelmente pequenas (medindo de 1 a 4 um, em relagéo a C. albicans cujas
leveduras medem de 4 a 6 um), ovais ou com gemulacdo terminal Unica. Nao ha
formacao de pseudohifa ou tubo germinativo a 37°C. Em agar Sabouraud dextrose,
C. glabrata apresenta col6nias de cor branca a creme, de textura cremosa, brilhante
e lisa (LARONE, 2002). Outra caracteristica marcante dessa espécie é que ela sempre
fermenta e assimila glicose e trealose em contraste com C. albicans que fermenta e/
ou assimila um nimero maior de acucares, com excecao da sucralose. Cabe ainda
ressaltar que C. glabrata apresenta uma caracteristica genética peculiar, um genoma
hapléide, diferente do genoma dipléide de C. albicans e de outras espécies de
Candida nao-albicans (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999).

Por muitos anos, C. glabrata foi considerada uma espécie sapréfita
relativamente ndo patogénica presente na flora normal de individuos saudaveis,
raramente causando infeccbes em humanos (HALEY, 1961; FIDEL; VAZQUEZ,
SOBEL, 1999). Entretanto, em consequéncia do uso de farmacos imunossupressores
e do advento da aids, a frequéncia de infeccbes em seres humanos por C. glabrata
vem aumentando significantemente nos ultimos anos em varios paises, sendo
considerada um patdégeno oportunista emergente, sobretudo em ambientes
hospitalares (HAJJEH et al., 2004; LI; REDDING; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007;
PFALLER et al., 2011; DIEKEMA et al., 2012; COLOMBO et al., 2013).
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Candida glabrata tem sido responsavel tanto por infec¢des superficiais quanto
por infec¢cbes invasivas graves e candidemia em pacientes hospitalizados. As
principais condicdes e os fatores de risco associados as infec¢des invasivas por esta
espécie foram, principalmente, pacientes idosos internados em unidades de terapia
intensiva, imunossuprimidos, portadores de cateter venoso central, pacientes
infectados pelo HIV, diabéticos, pacientes com cancer e que fizeram uso profilatico de
fluconazol (MALANI et al., 2011; LOCKHART et al., 2012; GEORGIADOU et al., 2013;
KREUSCH; KARSTAEDT, 2013).

1.5 O Complexo Candida glabrata

Duas novas espécies filogeneticamente relacionadas a C. glabrata tém sido
descritas na literatura como patdégenos emergentes. Essas espécies foram
identificadas molecularmente e nomeadas como Candida nivariensis e Candida
bracarensis, sendo fenotipicamente indistinguiveis de C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ
et al., 2005b; CORREIA et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1. Fotos ilustrativas da microscopia optica (aumento de 400x, Microscépio e software Zeiss) do
Complexo Candida glabrata, a partir do microcultivo em agar Corn Meal-Tween 80 apds 48 horas a
30°C. (a) Candida glabrata ATCC 2001; (b) C. nivariensis WM 09.150 e (c) C. bracarensis WM 14.01.
Fonte: Maria Helena G. Figueiredo-Carvalho/ Leonardo Silva Barbedo (INI/ Fiocruz, 2014).

Candida nivariensis foi descrita pela primeira vez em 2005 quando foi realizado
um estudo envolvendo diferentes amostras clinicas (lavado broncoalveolar,
hemocultura e urina) coletadas de trés pacientes em um hospital da Espanha
(ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a). Desde entédo, outros casos foram relatados na
Europa (BORMAN et al., 2008; GORTON et al., 2013; LOPEZ-SORIA et al., 2013;
PARMELAND et al., 2013; SWOBODA-KOPEC et al., 2014; AZNAR-MARIN et al.,
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2016), Asia (FUJITA et al., 2007; WAHYUNINGSIH et al., 2008; CHOWDHARY et al.,
2010; SHARMA et al., 2013; Ll et al., 2014; TAY et al., 2014; FENG et al., 2015; HOU
et al., 2017b), Australia (LOCKHART et al., 2009), no Brasil (presente estudo —
APENDICE A) (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016) e Argentina (MORALES-
LOPEZ et al., 2016).

Candida bracarensis foi caracterizada como uma nova espécie em 2006,
depois de um estudo realizado com amostras de exsudato vaginal oriundas de
pacientes portuguesas e hemoculturas coletadas de pacientes hospitalizados no
Reino Unido (CORREIA et al., 2006). Em um hospital dos Estados Unidos da América,
Bishop e colaboradores (2008) identificaram trés cepas de C. bracarensis em uma
colecédo de 137 isolados de C. glabrata. Uma delas foi recuperada de um abscesso
pélvico e as outras duas foram encontradas colonizando dois pacientes oncolégicos
adultos (BISHOP et al., 2008). Em outro trabalho realizado numa colecédo de 840
isolados de C. glabrata oriundos da América do Norte, apenas dois isolados foram
identificados como C. bracarensis, um de escarro e o0 outro de hemocultura
(LOCKHART et al., 2009). Um estudo realizado na Espanha envolvendo 143 isolados
de C. glabrata oriundos de diferentes espécimes clinicos revelou trés cepas de C.
bracarensis, uma de cateter, uma de liquido pleural e outra de sangue de um paciente
com doencga hematolégica (CUENCA-ESTRELLA et al., 2011). Na China, trezentos e
um isolados de C. glabrata foram analisados, e apenas um isolado foi identificado
molecularmente como C. bracarensis (LI et al., 2014). Em Portugal, um isolado
oriundo de swab vaginal foi identificado molecularmente como C. bracarensis
(MOREIRA et al., 2015). Em outro estudo realizado na China, treze isolados foram
identificados molecularmente e por espectrofotometria de massa por desorcao/
ionizacao de laser em matriz (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonisation — Time Of
Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF), sendo um isolado identificado como C.
bracarensis (HOU et al., 2017b).

A frequéncia de C. nivariensis e C. bracarensis tem sido baixa entre os isolados
clinicos. Porém, é necessario monitorar periodicamente essas espécies para
determinar a frequéncia com que elas aparecem, sua distribuicdo geografica e seu
perfil de suscetibilidade aos antifungicos (CUENCA-ESTRELLA et al., 2011).

Conforme descrito na literatura especializada, alguns isolados clinicos de C.
glabrata apresentam baixa suscetibilidade aos azdlicos (AMIRRAJAB et al., 2016;
CASTANHEIRA et al., 2016; HOU et al., 2017a). Consequentemente, um aumento
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nos indices de colonizacdo e infeccdo por C. glabrata tem sido observado em
diferentes grupos de pacientes, principalmente entre aqueles com exposi¢céo
prolongada ao fluconazol (PFALLER et al., 2011). O perfil de suscetibilidade de C.
nivariensis e C. bracarensis € semelhante ao de C. glabrata. Embora se tenha um
namero limitado desses isolados para tal comparacdo, hd dados na literatura que
indicam que isolados de C. nivariensis sdo suscetiveis dose-dependente ou
resistentes aos azolicos (fluconazol e/ ou itraconazol) que sao antifungicos
comumente usados no tratamento da candidiase (FUJITA et al., 2007; BORMAN et
al., 2008; GORTON et al., 2013; LOPEZ-SORIA et al., 2013; SHARMA et al., 2013; LI
etal., 2014; FENG et al., 2015; HOU et al., 2017b). Por outro lado, C. bracarensis tem
se mostrado suscetivel ou suscetivel dose-dependente a esses azélicos (FUJITA et
al., 2007; BORMAN et al., 2008; LI et al., 2014; HOU et al., 2017b). Assim, um
monitoramento periddico do perfil de suscetibilidade aos antifiingicos das espécies do

complexo C. glabrata € importante para auxiliar na conduta clinica.

1.6 Fatores de Viruléncia de Candida spp.

A patogenicidade de espécies do género Candida é facilitada pela expressao
de varios fatores de viruléncia que tem um papel crucial na colonizacdo, adeséao,
invasdo, disseminacdo e evasdo do fungo dos mecanismos de defesa do sistema
imune do hospedeiro (SARDI et al.,, 2013). Dentre esses fatores de viruléncia
destacam-se a capacidade de aderéncia as células do hospedeiro e/ ou aos
dispositivos médicos, formacao de biofilme e producdo de exoenzimas hidroliticas
(TUMBARELLO et al., 2007; PAKSHIR et al., 2013; SARDI et al., 2013; SILVA; NERY;
DIAS, 2014).

A capacidade de aderir firmemente em superficies bidticas (cé€lulas e matriz
extracelular do hospedeiro) e abibticas (dispositivos médicos) é uma importante
caracteristica de Candida spp., sendo a adesdo uma etapa crucial para o inicio e o
estabelecimento de um processo infeccioso (CANNON; CHAFFIN, 1999).

A aderéncia permanente entre o patégeno e o tecido do hospedeiro requer o
estabelecimento de ligacbes especificas entre macromoléculas denominadas

adesinas (estrutura da superficie do microrganismo) e receptores especificos nas
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células eucarioticas (laminina, fibronectina e fibrina) (VERSTREPEN; KLIS, 2006;
SILVA-DIAS et al., 2015).

A maioria das adesinas fungicas conhecidas séo proteinas de paredes
celulares ligadas ao B-1-6-glucano por remanescentes de glicosilfosfatidilinositol
(GPI). A acao dessas proteinas em C. albicans é controlada, principalmente, pela
familia de genes ALS [Agglutinin-like sequence (ALS) — Sequéncia ligada a aglutinina]
gue codificam oito proteinas adesinas (ALS1-7 e ALS9), sendo a ALS3 a proteina que
mais se destaca por estar associada a fase filamentosa da levedura, e também por
participar do mecanismo de endocitose e de aquisicao de ferro extracelular pela
levedura (LIU; FILLER, 2011). Em C. glabrata, o principal grupo de adesinas é
codificado pela familia de genes EPA [Epithelial adesin (EPA) - Adesina epitelial] (DE
GROOT et al, 2008). Essas proteinas estdo ausentes em C. albicans e
Saccharomyces cerevisiae, sugerindo que C. glabrata desenvolveu um mecanismo
de adesao Unico para a interagdo com as células hospedeiras (DESAI; MAVRIANOS;
CHAUHAN, 2011). A delecdo do gene EPA1 reduz a adesdo as células epiteliais,
evidenciando o seu papel na aderéncia a substratos bioticos (CORMACK; GHORI;
FALKOW, 1999; HALLIWELL et al., 2012). Enquanto o gene EPAG esta relacionado a
uma forte interacdo hidrofébica com substratos abidticos, e € a principal adesina
envolvida na formacgéao de biofilme (EL-KIRAT-CHATEL et al., 2015).

Mecanismos nao especificos, como a hidrofobicidade de superficie celular e as
interacOes eletrostaticas, também influenciam nas interagdes de adeséo do fungo a
diferentes substratos (MENDES-GIANNINI et al., 2005). Um estudo sobre adeséo,
formacdo de biofilme e hidrofobicidade celular em Candida spp. constatou uma alta
hidrofobicidade celular em C. tropicalis, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata e C.
albicans, e que a hidrofobicidade celular foi um bom preditor para a formacéo de
biofilme (SILVA-DIAS et al., 2015).

A formacéo de biofilme constitui um importante fator de viruléncia para algumas
Candida spp., pois confere um aumento da resisténcia a terapia antifangica por limitar
a penetragdo dos agentes antifungicos através da matriz extracelular, além de uma
protecdo as células fungicas da resposta imune do hospedeiro e do estresse
ambiental (SANTOS et al., 2015; DE MELLO et al., 2017).

O biofilme é definido como uma comunidade microbiana organizada envolta em
uma complexa matriz extracelular de substancias poliméricas que as proprias células

produzem composta basicamente de mono e polissacaridios, (glico) proteinas, (glico)
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lipidios, minerais e DNA extracelular, podendo estar aderido tanto a superficie biética
(tecidos e células hospedeiras) quanto a superficie abidtica (dispositivos médicos)
(FANNING; MITCHELL, 2012; NOBILE; JOHNSON, 2015; DE MELLO et al., 2017).

A formacdo do biofiilme é um processo complexo ocorrendo como uma
sequéncia de eventos moleculares e fisiolégicos envolvendo mudancgas fisicas,
quimicas e bioldgicas que pode ser descrita em cinco etapas como representado na
Figura 2.

Aderéncia das células
microbianas a superficie bidtica
ou abiotica

Divisao celular e proliferagao

Secrecao de substancias
poliméricas extracelulares

Maturagao da estrutura
tridimensional

Processo de desenvolvimento do Biofilme

Dispersao das células
microbianas

Figura 2. Esquema representativo da formagéo de biofilme fungico. (1) adeséo das células a superficie
bidtica ou abidtica, (2) divisdo celular e proliferacéo, (3) secrecdo de substancia polimérica extracelular
gue aprisiona as células e facilita a adesao célula-célula e célula-superficie, tendo como consequéncia
a formacao de microcolbnias, (4) maturacdo da estrutura tridimensional, provendo um suporte estrutural
para a arquitetura do biofilme e (5) disperséo das células em torno do substrato (setas amarelas). Nesta
etapa, as células podem se separar da estrutura do biofilme e retornar para a fase plancténica de
crescimento, permitindo a colonizagcao de novas superficies em outros locais, completando assim o
ciclo de vida do biofilme. Adaptado de: De Mello e colaboradores (2017).



30

Durante a formacao de biofilme, ocorre um mecanismo de comunicagéo entre
microrganismos, dependente da densidade celular, conhecido como quorum sensing
que € caraterizado pela liberacdo de moléculas de sinalizacdo que afetam o
metabolismo microbiano e a expressao génica de forma sincronizada (HOGAN, 2006;
ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012). Algumas moléculas desse mecanismo de
comunicacao sao importantes na formacéao de biofilme de Candida spp., como o tirosol
e farnesol, que aceleram e bloqueiam, respectivamente, a transicdo morfologica de
leveduras para hifas (ALEM et al., 2006). Além disso, essas moléculas também séao
capazes de exercer in vitro uma interacdo sinérgica ou aditiva com antifungicos de
diferentes classes contra os biofiimes de Candida spp. (CORDEIRO et al., 2015;
KATRAGKOU et al., 2015; KOVACS et al., 2017).

Alguns fatores influenciam a formacéo e a estrutura do biofilme formado por
Candida spp., tais como o substrato em que é formado (composicao quimica, estrutura
de superficie, hidrofobicidade e a rugosidade do material), as condi¢cbes de
crescimento (temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes), transicdo de leveduras
para hifas e a espécie envolvida (SILVA-DIAS et al., 2015; DE MELLO et al., 2017).

Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata sdo algumas
espécies capazes de formar biofiime (ABI-CHACRA et al., 2013; D’ENFERT;
JANBON, 2016; KAWAI; YAMAGISHI; MIKAMO, 2017; PIERCE et al., 2017). Sabe-
se que a formacdo, a estrutura e a composicao da matriz extracelular do biofilme séo
altamente dependentes da espécie envolvida, e que dentro da mesma espécie
também pode variar de acordo com a cepa (SILVA et al., 2009, 2012). Um estudo
conduzido por Silva e colaboradores (2009) revelou que a matriz extracelular de C.
glabrata apresentou quantidades muito elevadas de proteinas e carbohidratos em
comparacdo com C. parapsilosis e C. tropicalis, podendo atingir niveis cinco vezes
maiores de proteinas (SILVA et al., 2009).

Outra caracteristica interessante é que C. glabrata ndo faz a transigédo
morfolégica de leveduras para hifas, um fenbmeno crucial observado durante o
desenvolvimento do biofiime de C. albicans, uma vez que essa morfogénese &
necessaria para criar uma espessa estrutura tridimensional (BLANKENSHIP;
MITCHELL, 2006). Apesar disso, C. glabrata é capaz de formar biofiime com uma
arquitetura tipica caraterizada por uma espessa rede de células leveduriformes
incorporadas em uma matriz extracelular e auséncia total de hifas e pseudohifas
(SENEVIRATNE et al., 2009; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014).
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Os biofilmes assumem grande importancia no contexto clinico porque estédo
relacionados a persisténcia do microrganismo no processo infeccioso. De fato, a taxa
de mortalidade, o tempo de internacdo e o0 custo com a terapia antifungica tem sido
maior em pacientes infectados por isolados de Candida spp. formadores de biofilme
do que aqueles infectados por isolados n&o formadores de biofilme (CUELLAR-CRUZ
etal., 2012; TUMBARELLO et al., 2012).

Dentre os atributos de viruléncia das espécies do género Candida, destacam-
se também a capacidade de produzir e secretar enzimas hidroliticas, como proteases,
fosfolipases e lipases (SILVA et al., 2012; STANISZEWSKA et al., 2012).

As peptidases, proteases ou peptideo-hidrolases sdo enzimas capazes de
catalisar a hidrolise de ligacGes peptidicas em proteinas, gerando proteinas integras
e/ou funcionais, cadeias peptidicas menores ou aminodcidos livres, como
consequéncia da hidrdlise total do substrato proteico (SANTOS, 2011). Dentro desse
grupo complexo de enzimas, podemos destacar as aspartico proteases secretadas
(Saps) que desempenham um papel importante na viruléncia de espécies patogénicas
do género Candida como, por exemplo, C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
dubliniensis. As Saps sao responsaveis pela adeséao, pelo dano tecidual e evaséo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (STANISZEWSKA; MALGORZATA;
ZBIGNIEW, 2016).

Ainda néo foi observada a producdo de aspartico proteases pertencentes a
superfamilia Sap em C. glabrata, pois esta espécie é mais filogeneticamente
relacionada com Saccharomyces cerevisiae do que com outras espécies patogénicas
de Candida. Saccharomyces cerevisiae possui uma familia de cinco aspartico
proteases ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) denominada yapsina (YPS1-3,
YPS6 e YPS7). As yapsinas estdo envolvidas na manutencdo da integridade da
parede celular e na interagédo célula-célula (KRYSAN et al., 2005). Candida glabrata
apresenta uma familia de 11 aspartico proteases ligadas ao GPI. Analises genéticas
evidenciaram que genes YPS de C. glabrata sdo necessarios para sua sobrevivéncia
durante a fase estacionaria ou quando submetidas a estresse na parede celular, para
a aderéncia as celulas de mamiferos, para a sobrevivéncia no interior de macréfagos
e para a viruléncia em modelo murino de candidiase disseminada (KAUR; MA,;
CORMACK, 2007; BAIRWA et al., 2014).

As fosfolipases tém como funcdo a degradacdo dos fosfolipidios que sdo os

principais componentes de todas as membranas celulares e, juntamente com as
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proteases, facilitam a invasao dos tecidos do hospedeiro, durante o processo de
infeccdo (RUCHEL et al.,, 1992; GHANNOUM, 2000; KANTARCIOGLU; YUCEL,
2002). A auséncia ou a baixa expressao dessas enzimas pode indicar uma espécie
de Candida menos virulenta, quando comparada com uma espécie de Candida com
alta expressdo dessas enzimas (BORST; FLUIT, 2003; DAGDEVIREN;
CERIKCIOGLU; KARAVUS, 2005).

As lipases extracelulares tém sido consideradas como potentes fatores de
viruléncia de C. albicans. Suas possiveis func¢des incluem a digestéo de lipidios para
obtencdo de nutrientes, adesdo as células e tecidos do hospedeiro, interacbes
sinérgicas com outras enzimas, hidrélise inespecifica, ativacdo de reacdes
inflamatorias por afetar células do sistema imune e autodefesa (STEHR et al., 2004;
SCHALLER et al., 2005; PARK; DO; JUNG, 2013). As lipases podem ser diferenciadas
das esterases por catalisarem a hidrolise de ligacBes éster com triacilglicerois de
cadeias longa (mais de 10 carbonos), enquanto as esterases catalisam a hidrolise de
triacilglicerdis constituidos por acidos graxos de cadeia curta. A especificidade dessas
enzimas ao substrato esta diretamente correlacionada a hidrofobicidade. Enquanto as
lipases preferem substratos altamente hidrofébicos que séo insollveis em agua e
tendem a formar agregados, a atividade enzimatica das esterases esta restrita a
hidrélise de ligacdes éster em substratos solUveis em agua (CHAHINIAN; SARDA,
2009). Candida albicans possui pelo menos 10 genes (LIP1-LIP10) que codificam
lipase, sendo todos expressos durante a transicao de levedura a hifa (SCHALLER et
al., 2005). Enquanto C. parapsilosis possui quatro genes que codificam a secrecéo de
lipase, sendo dois deles (CpLIP1 e CpLIP2) envolvidos na patogénese das infeccdes
relacionadas com esta espécie (GACSER et al., 2007; NAGY et al., 2011).

As fitases (mio-inositol hexafosfato fosfohidrolases) sdo enzimas pertencentes
ao grupo das fosfatases que hidrolisam acido fitico a fosfatos de mio-inositol e fosfatos
inorganicos. O acido fitico é capaz de formar complexos insolGveis com importantes
minerais como calcio, zinco e magnésio, e também com proteinas, sendo considerado
um constituinte antinutricional, pois reduz a biodisponibilidade desses nutrientes
(MAGA, 1982). As fitases podem ser produzidas por vegetais, tecidos animais e
microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos). A atividade de fitase ja
foi observada em C. guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis (TSANG, 2011), em
espécies do complexo C. parapsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013; ZICCARDI et al.,
2015) e do complexo C. haemulonii (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017). A
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producao de fitase pode contribuir para a sobrevivéncia e proliferagéo do fungo dentro
do hospedeiro humano, onde os nutrientes sdo escassos (TSANG, 2011).

A producdo de hemolisinas tem um importante papel na viruléncia. Essas
proteinas sdo essenciais para a sobrevivéncia de microrganismos e estao
relacionadas a aquisi¢céo de ferro. Este elemento inorganico é indispenséavel para o
desenvolvimento de microrganismos, incluindo leveduras, e a capacidade de
obtencdo deste elemento € primordial para o estabelecimento de um processo
infeccioso (MANNS; MOSSER; BUCKLEY, 1994; NEVITT; THIELE, 2011).

Em geral, a aquisicao de ferro por patégenos fungicos inclui trés mecanismos
como (i) captagéo de ferro de alta afinidade pela via redutiva, onde ocorre uma reagao
de reducdo do ion férrico (Fe®*) ao ion ferroso (Fe?*) seguida de re-oxidacédo e
transporte do fon Fe3* para o interior da célula (KOSMAN, 2003); (ii) sintese e
captacdo de sideréforos, um mecanismo nao redutivo de alta afinidade, que fornece
ferro para célula através da solubilizacdo de Fe®* extracelular (HAAS; EISENDLE;
TURGEON, 2008) e (iii) aquisicao de ferro ligado ao grupo heme que se encontra em
sua maioria ligado a hemoglobina, dentro dos eritrécitos.

Embora as espécies de Candida e Saccharomyces ndo produzam seus
proprios sideréforos, geralmente sdo capazes de usar sideréforos produzidos por
outros microrganismos (xenosideréforos) (NEVITT; THIELE, 2011).

Em microrganismos patogénicos, a funcdo da catalase esta relacionada a
protecdo da célula contra o estresse oxidativo que é imposto por fagocitos e
ocasionado por espécies reativas de oxigénio (EROs) dentre as quais destaca-se o
peréxido de hidrogénio (H202) (NAKAMURA et al., 2012). A catalase desempenha
uma funcéo antioxidante, sendo capaz de converter o peroxido de hidrogénio (H202),
que é letal para o fungo, em agua (H20) e oxigénio (Oz), permitindo assim o escape
do fungo da resposta imune do hospedeiro (NAKAGAWA et al., 1999; NAKAMURA et
al., 2012; ROMAN et al., 2016). As EROs sdo compostos naturalmente formados em
todos os organismos aerobios eucariontes como subprodutos da reducdo de oxigénio
molecular e incluem, além do perdxido de hidrogénio (H2032), o anion superoéxido (.0O2-
), radical hidroxila ((OH), oxigénio singleto (*O2), radical hidroperoxila (HOO') e radical
peroxila (ROO-) (VALKO et al., 2007). A elevada reatividade dessas espécies quimicas
pode causar danos oxidativos nas membranas celulares e macromoléculas como
DNA, proteinas, lipidios e carbohidratos que em situacfes extremas podem conduzir

a morte celular (BREEN; MURPHY, 1995). Em condic¢fes fisiologicas normais, 0s
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niveis intracelulares de EROs sao mantidos em equilibrio pela acdo de antioxidantes
como, por exemplo, superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, além dos
sistemas glutiona e tiorredoxina (VALKO et al., 2007; HERRERO et al., 2008). Dessa
forma, o estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de EROs e a
capacidade de defesa antioxidante das células, alterando a homeostase celular
(SOSA et al., 2013; SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Por fim, a funcéo da catalase também esta associada ao processo de formacéao
de hifas em C. albicans (NAKAGAWA, 2008) e ao mecanismo de resisténcia a
anfotericina B (NAKAMURA et al., 2012, ROMAN et al., 2016; GUIRAO-ABAD et al.,
2017).

1.7 Diagnéstico Laboratorial

Métodos de identificacao fenotipica de Candida spp. isoladas em cultura sédo
baseados nas suas caracteristicas macro e micromorfolégicas, bem como no seu
perfil de assimilacao de fontes de carbono e nitrogénio e de fermentacdo de aclcares,
e por meio de testes fisioldgicos (ELLEPOLA; MORRISON, 2005).

Macromorfologicamente, essas leveduras apresentam colbnias brancas a
cremes, aspecto cremoso ou membranoso, superficie lisa ou enrugada, brilhante ou
opaca. Microscopicamente, apresentam hifas verdadeiras e/ou pseudohifas, sendo
que o arranjo e a disposi¢ao dos blastoconidios auxiliam na identificacéo das espécies
(DIGNANI; SOLOMKIM; ANAISSE, 2003).

Meios cromogénicos como CHROMagar®Candida (BD Difco), Candida® ID2
(bioMérieux), Hicrome®Candida (HiMedia) entre outros séo eficazes na deteccéo e
identificacdo de algumas leveduras do género Candida como C. albicans, C. tropicalis
e C. krusei (ERASO et al., 2006; SIVAKUMAR et al., 2009). Sistemas comerciais de
facil execugéo e interpretacdo, desenvolvidos através da capacidade assimilativa em
substratos bioguimicos e enzimaticos, como API®20 C AUX (bioMérieux), ID 32 C
(bioMérieux), Vitek® 2 System (bioMérieux), entre outros, também podem ser
utilizados nos laboratorios de microbiologia clinica para a identificacdo rapida de
Candida spp. (DURAN-VALLE et al., 2014; AMEEN et al., 2017). Todavia, métodos

convencionais tais como uso de meios cromogénicos ou testes bioquimicos nao
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diferenciam fenotipicamente C. glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis (ALCOBA-
FLOREZ et al., 2005b; HOU et al., 2017b).

Métodos moleculares podem ser utilizados como instrumentos de diagndstico
laboratorial precoce de candidiases invasivas, com resultados promissores quanto
aos valores de sensibilidade e especificidade, em relagéo as culturas, além de possuir
acurada capacidade de identificacdo de Candida spp. em amostras clinicas (ATKINS;
CLARK, 2004; MOREIRA-OLIVEIRA et al., 2005).

Genes ribossomais fungicos sdo alvos comuns de DNA utilizados em
procedimentos para a identificagcdo desses microrganismos a nivel de espécie através
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A grande variabilidade das sequéncias
ITS1 e ITS2 (Espacadores transcritos internos - ITS) associadas com as regides
conservadas 18S, 5,8S e 28S do DNA ribossomal (rDNA) tém sido utilizadas na PCR,
em diferentes formatos, para a discriminacao e identificacéo de leveduras (CHEN et
al., 2000, 2001), assim como a regido D1/D2 da subunidade maior (28S) do rDNA
(LINTON et al., 2007).

Em 1990, Buchman e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a
deteccao de C. albicans em amostras clinicas era possivel através da técnica da PCR
utiizando uma sequéncia parcial do gene que codifica a enzima lanosterol-a-
demetilase (L1A1l) (BUCHMAN et al., 1990). A partir dai, diferentes PCRs tém sido
aplicadas para o diagnéstico e identificacdo de varios fungos patogénicos invasivos,
inclusive Candida spp., como nested PCR multiplex (TAIRA et al.,, 2014), PCR
multiplex (TEIXEIRA et al., 2014), PCR panfungal (BEZDICEK et al., 2016) e PCR em
tempo real (ZHANG et al., 2016), entre outros.

Métodos moleculares também sdo extremantes importantes para distinguir
espécies filogeneticamente relacionadas, como C. nivariensis e C. bracarensis em
relacdo a C. glabrata. A distin¢do entre essas trés espécies ja foi possivel por métodos
moleculares como o0 sequenciamento da regido ITS ou da regidao D1/D2 da
subunidade maior (28S) do rDNA (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a, 2005b; CORREIA
et al., 2006; GORTON et al., 2013; AZNAR-MARIN et al., 2016), tipagem do DNA
usando o primer T3B (CORREIA et al., 2006) e os primers M13 ou GTG5
(WAHYUNINGSIH et al., 2008) e hibridizacdo in situ usando um peptideo de &acido
nucleico fluorescente espécie-especifico (PNA FISH) (BISHOP et al., 2008). Além
disso, também vem sendo utilizadas a PCR multiplex (ROMEO et al., 2009; DUDIUK
et al., 2017), a PCR singleplex (ENACHE-ANGOULVANT et al., 2011), associacdo da
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técnica de PCR com a digestdo enzimética de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP)
tendo como alvo sequéncias do espacador intergénico (IGS) do rDNA (CORNET et
al., 2011) e associacdo da técnica de PCR com a cromatografia liquida de alta
performance desnaturante (PCR-dHPLC) (TELLERIA et al.,, 2012). A identificacao
molecular empregando a amplificagdo por PCR e o0 sequenciamento das regides
gendmicas que sao altamente conservadas, representa uma alternativa rapida e
sensivel para a identificacdo convencional de leveduras e também é dutil para
estabelecer relacoes filogenéticas (CHEN et al., 2000, 2001; LINTON et al., 2007).

A identificacdo de fungos pela espectrometria de massa através da técnica de
Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation — Time Of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) vem sendo introduzida nos procedimentos laboratoriais de rotina
para a identificacdo tanto de fungos filamentosos quanto leveduriformes (PUTIGNANI
et al., 2011). Esta técnica tem sido usada como uma abordagem fenotipica para a
identificacdo de fungos e esta baseada principalmente na andlise de proteinas
ribossomais, além de proteinas constituintes da parede celular fungica (SANTOS et
al., 2011). A técnica de MALDI-TOF MS é simples, econdmica, rapida (entre 10
segundos e 2 min/ amostra) e de elevada eficacia (PANDA et al., 2015; KECELI,
DUNDAR; TAMER, 2016). E importante ressaltar que essa técnica pode ser usada
como um método de diagnoéstico de rotina nos laboratérios microbioldgicos clinicos no
processo de identificacdo e diferenciacédo de isolados fungicos, englobando inclusive
as espécies do complexo C. glabrata (PINTO et al., 2011; GORTON et al., 2013;
GHOSH et al., 2015; HOU et al., 2017b).

Leveduras de importancia clinica mostram diferencas espécies-especificas em
relacdo a susceptibilidade aos farmacos antifungicos, portanto uma identificacéo
rapida e acurada do patdgeno é essencial (BORMAN et al., 2010; CRISEO;
SCORDINO; ROMEO, 2015).

1.8 Tratamento

O tratamento da candidiase é realizado de acordo com o sitio da infeccéo e as
caracteristicas conhecidas do paciente, incluindo os fatores de risco (CALANDRA et
al., 2016; PAPPAS et al.,, 2016). H4 uma variedade de farmacos antifingicos
disponiveis para tratamento das infec¢des por Candida spp., entre eles podemos citar:
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nistatina e anfotericina B (desoxicolato ou na forma lipossomal) (classe dos
poliénicos), clotrimazol, cetoconazol, miconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol e isavuconazol (classe dos azolicos), caspofungina, anidulafungina e
micafungina (classe das equinocandinas) e flucitosina (MENSA; PITART; MARCO,
2008; CORNELY et al., 2009).

Nos hospitais publicos brasileiros séo considerados medicamentos essenciais
para tratamento das infec¢Bes fungicas invasivas, incluindo as candidiases apenas os
famarcos anfotericina B, fluconazol e itraconazol. Os antifiungicos de uso topico
disponiveis s&o nitrato de miconazol e cetoconazol (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O surgimento de novos farmacos antifingicos tem modificado o tratamento das
infeccdes fungicas sistémicas, sendo possivel utilizar um farmaco mais eficaz e com
menos efeitos colaterais, levando em consideracdo o estado clinico do paciente, a
espécie envolvida e o seu perfil de suscetibilidade as drogas (CUENCA-ESTRELLA,
2010).

1.9 Farmacos Antifungicos — Mecanismo de Acdo e Resisténcia

O mecanismo de acao dos antifingicos tem como alvo estruturas celulares que
sdo vitais na manutencdo do metabolismo do fungo. Desta forma, podemos citar
algumas classes e seus respectivos alvos como 0s poliénicos e azdlicos que atuam
nos constituintes de membrana celular, as equinocandinas que interferem na
biossintese de parede celular e a 5-fluorocitosina que € um anélogo de pirimidina que
interfere na sintese de acidos nucléicos (Figura 3) (CASTELLI et al., 2014,
STOCKMANN et al., 2014).
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Figura 3. Esquema representativo do mecanismo de ac¢do dos antifingicos classificados como
poliénicos, azdélicos, equinocandinas e do analogo de pirimidina (5-fluorocitosina). (Adaptado de:
Castelli e colaboradores (2014).

Anfotericina B pertence a classe dos poliénicos e possui atividade fungicida.
Seu amplo espectro de acgédo inclui a maior parte das espécies fungicas patogénicas
para o homem, e até os anos 90 era a principal ou Unica alternativa no tratamento das
micoses profundas. No entanto, a administracéo deste farmaco pode ser complicada
devido a sua nefrotoxicidade, podendo ser necessaria a reducédo na dose do farmaco
administrado ao paciente (WALSH et al., 2002) ou mesmo o término da terapia
(MOUDGAL et al., 2005). O risco potencial de toxicidade, especialmente em pacientes
com funcgéo renal comprometida, levou ao desenvolvimento de formulacées lipidicas
da anfotericina B com eficacia similar a anfotericina tradicional, porém com
nefrotoxicidade reduzida (GONZALEZ MARTINEZ et al., 2014).

O mecanismo de acao da anfotericina B se baseia na sua ligacdo de forma
irreversivel ao ergosterol presente na membrana celular fingica, determinando a
formacdo de canais pelos quais a célula perde ions e moléculas que levam a morte
celular (CUENCA-ESTRELLA, 2010). A maior parte dos mecanismos de resisténcia a
anfotericina B esta relacionada com um decréscimo na quantidade de ergosterol da
membrana ou um aumento dos fosfolipidios que reduzem a interacao do farmaco com
0s esterdis. Essas alteracdes estdo associadas com mutacdes nos genes ERG2 ou
ERG3, que codificam enzimas (ERG) que participam da via de sintese do ergosterol

(RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009). E mais, o aumento da producdo de
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catalase tem sido sugerido como um dos mecanismos de resisténcia ao antifungico
poliénico anfotericina B, pois impede a formacéo de radicais livres responsaveis pela
formacdo de canais pelos quais as células perdem ions e moléculas o que leva a
morte celular (KERRIDGE; NICHOLAS, 1986; LINARES et al., 2013; ROMAN et al.,
2016).

Flucitosina, também conhecida como 5-fluorocitosina (5-FC), é o Unico farmaco
antifangico pertencente a classe das pirimidinas, sendo o seu efeito fungistatico
(SANGLARD, 2002). Este farmaco é um analogo fluorado da citosina que se converte
em fluoracil no interior da célula. O fluoracil & convertido em 5-acido fluodeoxiuradilico
que interfere na sintese de DNA e proteinas do fungo. A resisténcia intrinseca a
fluorocitosina aparece com frequéncia nas leveduras e em quase todos os fungos
filamentosos. Isto ocorre devido a mutacdes no gene que codifica a citosina
desaminase, enzima responsavel pela conversdao do antifungico em fluoracil
(SANGLARD, 2002). A anfotericina B convencional e a fluorocitosina podem ser
utilizadas no tratamento combinado em infec¢des do trato urinario e endocardite por
Candida spp., apesar dessa associacao de farmacos ser mais comum no tratamento
da criptococose em pacientes aidéticos (PAPPAS et al., 2016).

Fluconazol e itraconazol foram os primeiros farmacos da familia dos triazélicos
que comecaram a ser utilizados no tratamento das candidiases invasivas e de outras
infeccbes fungicas. Os triazolicos, assim como os imidazolicos (cetoconazol e
miconazol), pertecem ao grupo dos azélicos que sdo compostos heterociclicos
nitrogenados com um anel de cinco membros. Essas duas familias de azélicos se
distinguem de acordo com o namero de atomos de nitrogénio presentes em sua
composicdo quimica, dois no caso dos imidazdlicos e trés no caso dos triazolicos
(CUENCA-ESTRELLA, 2010; PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).

Os azolicos constituem um dos principais avancos terapéuticos da micologia.
Fluconazol foi o primeiro antifungico sistémico com toxicidade reduzida e com um
excelente perfil farmacocinético, com formulagdes oral e intravenosa, que eram muito
bem toleradas pelos pacientes (GOMEZ-LOPEZ et al., 2008; RUIZ-CAMPS:;
CUENCA-ESTRELLA, 2009; CUENCA-ESTRELLA, 2010). O itraconazol tem um
espectro de acdo mais amplo que o fluconazol, sendo ativo frente as leveduras e aos
fungos filamentosos. Entretanto, a maioria das leveduras resistentes ao fluconazol

acaba desenvolvendo resisténcia cruzada ao itraconazol (SABATELLI et al., 2006).
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Na primeira década do século XXI, dois novos triazdlicos de uso sistémico,
voriconazol e posaconazol, comegaram a ser comercializados, assim como trés
moléculas pertencentes a classe das candinas denominadas equinocandinas.
Voriconazol foi desenvolvido a partir do fluconazol com a intencdo de ampliar seu
espectro de acdo. E ativo frente & maior parte das leveduras e dos fungos
filamentosos. Fungos da ordem Mucorales apresentam resisténcia intrinseca ao
voriconazol (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2009). Posaconazol € um azélico de
espectro mais amplo, com atividade frente as leveduras, e a varios fungos
filamentosos, incuindo os Mucorales (CLARK; GRIM; LYNCH, 2015).

A atividade antifungica dos azolicos reside na capacidade de inibir o citocromo
P450 fungico, através da demetilacdo da enzima 14-a-demetilase que esta envolvida
na sintese de ergosterol. Com o bloqueio da sintese de ergosterol, ha acuamulo de
produtos toxicos, alteracdo de permeabilidade da membrana e inibicdo do
desenvolvimento celular fungico (CUENCA-ESTRELLA, 2014).

Os triazolicos como fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol
mostram uma afinidade 100 vezes superior pelas enzimas fungicas do que pelas
enzimas humanas, por isso, apresentam menos toxicidade do que os imidazolicos,
sendo possivel administrar doses mais elevadas (CUENCA-ESTRELLA, 2010). No
entanto, os azolicos tém atividade fungistéatica frente ao género Candida e o fenémeno
da resisténcia, em especial ao fluconazol, emerge em algumas espécies como C.
glabrata e C. krusei (WHALEY et al., 2016).

O mecanismo de resisténcia que se detecta com maior frequéncia em amostras
clinicas de leveduras é a reducdo da concentracdo intracelular de azélicos. Esta
reducdo pode ser devido a uma diminuicdo na captacdo do farmaco ou, mais
frequentemente, a um aumento na expulséo do azélico e na atividade das bombas de
efluxo ou transportadores. E um mecanismo de resisténcia secundaria devido a super-
expressdo dos genes que os regulam. Existem dois tipos de transporadores (i) de
cassete vinculado a ATP (ATP binding cassete - ABC) e (ii) da superfamilia de
transportadores facilitadores principais (Major Facilitators Superfamily - MFS). Os
transportadores ABC se associam com a expulsdo de todos os azdlicos e,
aparentemente, os MFS se relacionam preferencialmente com a resisténcia ao
fluconazol (DENNING; HOPE, 2010; CUENCA-ESTRELLA, 2014).

Em C. albicans e outras espécies de leveduras como C. glabrata ja foram

descritos até dez genes diferentes relacionados com a producao dos transportadores
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ABC, chamados CDR1-CDR10. A resisténcia aos azolicos é observada em cepas com
aumento da expressédo dos genes CDR1 e CDR2. As bombas MFS, codificadas pelos
genes mdr, usam gradientes de protons como fonte de energia, no lugar de ATP, e
estdo associadas com a resisténcia secundaria ao fluconazol (SANGLARD; ODDS,
2002; MORSCHHAUSER, 2010; CUENCA-ESTRELLA, 2014).

As equinocandinas sdo uma familia de farmacos pertencentes a classe das
candinas. Seu desenvolvimento comecou em 1974, mas a aprovagao para uso em
seres humanos ndo chegou antes de 2001, data em que o primeiro farmaco desta
classe, a caspofungina, foi licenciada. Estdo disponiveis no mercado, além da
caspofungina, outras duas equinocandinas com indicacdes clinicas, a micafungina e
a anidulafungina (DENNING; HOPE, 2010).

As equinocandinas sao farmacos que agem diferentemente de outros
antifangicos ja que atuam sobre a -1,3-glucana-sintetase, enzima necessaria para a
formacao de polimeros de B-1,3-glucana, um dos componentes da parede celular
fungica. Consequentemente, ndo afetam as células do hospedeiro, sendo a tolerancia
a estes farmacos maior. A inibicdo desta enzima reduz a sintese de glucano, causando
instabilidade osmdtica, lise e morte celular (CUENCA-ESTRELLA, 2010).

As equinocandinas tém efeitos fungicidas nas leveduras e fungistaticos nos
fungos filamentosos, porém uma resisténcia secundaria a estes antifngicos vem
sendo relatada (RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009; CUENCA-ESTRELLA,
2010, 2014).

Mutacdes e substituicbes de aminoacidos em duas regides do gene FKS (FKS1
e FKS2) gue codificam a glucano-sintetase geram resisténcia as trés equinocandinas
e estdo associadas a falhas terapéuticas. Ha descricdes de resisténcia intrinseca as
equinocandinas em espécies que tenham [(-1,6-glucana em sua parede, como
Cryptococcus spp., Fusarium spp. e outras espécies, particularmente, pertencentes
aos filos Basidiomycota e Zygomycota (ARENDRUP; PERLIN, 2014). De fato, estudos
recentes sugerem um aumento no numero de isolados clinicos de C. glabrata que
demonstraram resisténcia ndo sé aos azolicos, mas também as equinocandinas
(MIYAZAKI; KOHNO, 2015; DELLIERE et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Candida glabrata € um patdégeno emergente nos hospitais publicos e privados
brasileiros (COLOMBO et al.,, 2013; SAVASTANO et al.,, 2016). Além disso, é a
primeira ou segunda espeécie mais isolada de infec¢des fungicas invasivas entre as
Candida nao-albicans, na América do Norte e Europa (MONTAGNA et al., 2014;
PFALLER et al., 2014). Com base em andlises moleculares, duas novas espécies, C.
nivariensis e C. bracarensis, foram descritas como filogeneticamente relacionadas a
C. glabrata, formando o complexo C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a,
2005b; CORREIA et al., 2006). Até o inicio desse trabalho (2014), C. nivariensis e C.
bracarensis ainda néo tinham sido descritas no Brasil e havia poucos dados do Rio de
Janeiro sobre C. glabrata nas publicacdes.

Embora a frequéncia de isolamento de C. glabrata em infec¢cfes fungicas esteja
aumentando nos ultimos anos (MORETTI et al., 2013; NUCCI et al., 2013; PFALLER
et al., 2014), pouco se conhece sobre os fatores de viruléncia dessa espécie
envolvidos na colonizacdo, adesao, invasao, disseminacdo e escape das células de
defesa do hospedeiro. Os estudos sobre os fatores de viruléncia em C. albicans séo
muito bem documentados, mas sao escassos em C. glabrata. Consequentemente,
para um melhor entendimento da patogenicidade nas infec¢des por C. glabrata, faz-
se necessaria a descricdo de seus possiveis fatores de viruléncia e a importancia
desses atributos no estabelecimento do processo infeccioso.

Além disso, o uso terapéutico e profilatico de farmacos antifingicos que séo
administrados  por  periodos prolongados, sobretudo em  pacientes
imunocomprometidos, pode estar contribuindo para o aumento do fendmeno da
resisténcia em C. glabrata (PFALLER et al., 2010; COLOMBO et al., 2013; NUCCI et
al., 2013). Sendo assim, é necessaria uma vigilancia continua para conhecer,
monitorar e detectar diferencas no perfil de suscetibilidade aos antifiungicos dessa
espécie que vem emergindo, principalmente, em ambientes hospitalares, e

possivelmente das duas novas espécies do complexo C. glabrata.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar as caracteristicas fenotipicas associadas a viruléncia e ao perfil de
suscetibilidade aos antifungicos em isolados clinicos previamente identificados como
C. glabrata oriundos de diferentes espécimes clinicos provenientes de pacientes com
quadro de candidiase entre 1998 e 2015 em dois hospitais publicos ho municipio do

Rio de Janeiro.

3.2 Objetivos Especificos

e Confirmar a identificacdo dos isolados clinicos de C. glabrata por método
morfoldgico e bioquimico;

e Caracterizar molecularmente os isolados clinicos de C. glabrata, determinando
a frequéncia e a distribuicdo de espécies do complexo glabrata em diferentes
amostras clinicas;

e Verificar a producdo de aspartico protease, caseinase, fosfolipase, esterase,
fitase, hemolisina e catalase associada a viruléncia desses isolados clinicos;

e Avaliar a formacao de biofilme por esses isolados em dois diferentes meios;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de oito farmacos
antifangicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol,
caspofungina, micafungina e 5-fluorocitosina frente aos isolados clinicos
estudados;

e Comparar a suscetibilidade aos farmacos antifingicos nas células em
suspensao e nos biofilmes;

e Correlacionar a producdo de enzimas hidroliticas tanto com o perfil de

suscetibilidade aos antifingicos quanto com a formacéo de biofilme.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas de Referéncia

Candida albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 6258
e C. glabrata ATCC 2001 foram utilizadas como controle de qualidade no
CHROMagar® Candida. Para a identificacdo molecular, a cepa tipo C. glabrata ATCC
2001, e as cepas de referéncia de C. nivariensis WM 09.150 e C. bracarensis WM
14.01 foram utilizadas como controles. A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 também
foi usada como referéncia nos testes fenotipicos relacionados aos fatores de
viruléncia. Para o teste de suscetibilidade aos antifungicos, C. krusei ATCC 6258 e C.
parapsilosis ATCC 22019 foram usadas como cepas de controle de qualidade, de
acordo com o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008a).

4.2 Isolados Clinicos

Foram incluidos neste estudo 92 isolados clinicos previamente identificados
como C. glabrata oriundos de diferentes espécimes clinicos e provenientes de
pacientes imunocomprometidos com quadro de candidiase entre 1998 e 2015. Os
isolados foram identificados como C. glabrata pelo sistema APl 20 C AUX (bioMérieux)
e estavam armazenados no Laboratério de Micologia do Instituto Nacional de Cancer
(INCA) e no laboratério de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI) da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), ambos localizados no municipio
do Rio de Janeiro, Brasil.

Ao todo foram analisados 83 isolados do INCA e 09 isolados do INI. Esses
isolados foram separados de acordo com o sitio de isolamento da amostra (Quadro
1).



Quadro 1. Noventa e dois isolados clinicos previamente identificados como C. glabrata,
separados por diferentes sitios de isolamento, provenientes de pacientes imunocomprometidos
com guadro de candidiase oriundos de dois hospitais publicos do municipio do Rio de Janeiro
entre 1998 e 2015.

Sitios Anatémicos

Respiratério

Espécime clinico Origem N° de isolados
Escarro INCA 04
Secrecéo traqueal INCA 10
Lavado bronguico INCA 05
Swab nasal INCA 01
Liquido pleural INCA 01
TOTAL 21
Gastrointestinal
Espécime clinico Origem N° de isolados
Fezes INCA 09
Aspirado gastrico INCA 01
Liguido peritoneal INCA 04
Secreg&o abdominal INCA 03
Liguido ascitico INCA 02
TOTAL 19
Urogenital
Espécime clinico Origem N° de isolados
Urina INCA 13
Secregé&o vaginal INCA 02
Secregao vaginal INI 05
Secrecdo abscesso renal INI 01
TOTAL 21
Circulatoério
Espécime clinico Origem N° de isolados
Sangue INCA 22
Sangue INI 03
TOTAL 25

Qutros Sitios

Sitio de Insergao

Espécime clinico Origem N° de isolados
Ponta cateter INCA 04
Secrecgdo de dreno INCA 01
TOTAL 05

Sitio Cirdrgico

Espécime clinico Origem N° de isolados
Secregéo de ferida pos- INCA 01
operatdria

TOTAL 01

Fonte: Elaboragéo propria
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4.3 Confirmagéo Fenotipica

4.3.1 Reisolamento e avaliacdo guanto a viabilidade e pureza

Os isolados de C. glabrata estocados em agua destilada estéril foram
semeados por esgotamento em estrias em placas de Petri (90 mm) contendo o meio
de agar Sabouraud dextrose (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) e as
placas foram incubadas a 35°C por 72 horas para avaliar a viabilidade. A seguir, 0s
isolados foram semeados no meio CHROMagar® Candida (Difco, Becton-Dickinson
and Company, USA) e mantidas sob as mesmas condicbes de temperatura e
tempo.para avaliar a pureza. A interpretacdo dos resultados foi baseada no exame
macroscoépico das colbnias e, no caso do CHROMagar® Candida, de acordo com as
orientacdes do fabricante: verde, C. albicans; azul metalico, C. tropicalis; rosa, rugosa,

C. krusei; e branca a roxo, demais espécies.

4.3.2 ldentificacdo biogquimica pelo Vitek® 2

ApGs crescimento em 4gar Sabouraud dextrose em tubos de ensaio mantidos
a temperatura de 35°C por 24 horas, com auxilio de uma alca de semeadura de 10 pL
foi preparada uma suspensdo homogénea da levedura em 3 mL de salina estéril a
0,45% (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) em tubos de ensaio de poliestireno
transparente (10 x 75 mm). A densidade Optica dessa suspenséo foi verificada por um
densitdmetro (DensiCheck™, bioMérieux) e ajustada para o padrdo n° 2 da escala de
McFarland. O tubo da suspenséo e o cartdo de identificacdo de leveduras YST Card
(bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) foram colocados em estante prépria e
inseridos no sistema Vitek® 2 onde ocorreu a distribuicdo da suspenséo de levedura
entre 0s pocos do cartdo e em seguida as etapas de selagem, incubacéo a 35,5°C por
um periodo de aproximadamente 18 horas e leitura do cartdo (HATA et al., 2007). A
similaridade entre os perfis bioquimicos foi analisada pelo programa DendroUPGMA
disponivel na internet (http://genomes.urv.cat/UPGMA) (GARCIA-VALLVE; PALAU;
ROMEU, 1999).
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4.4 Preservacao dos Isolados Clinicos

Apés confirmagdo fenotipica, os isolados clinicos de C. glabrata foram
semeados em tubos de ensaio (20 x 200 mm) contendo agar batata dextrose (Difco,
Becton-Dickinson and Company, USA) e incubados a 35°C por 48 horas para
obtencédo de massa celular. Em seguida, foram adicionados 3 mL de Glicerol (Fluka
Analytical, Sigma—Aldrich, St Louis, USA) a 15% e homogeinizado por pipetagem.
Aliquotas de 1 mL da suspensédo de leveduras foram distribuidas em criotubos de 2,0
mL e mantidas a temperatura de -80°C para posterior uso no teste de identificacéo
molecular, de producéo de enzimas hidroliticas, formacéo de biofilme e no teste de

suscetibilidade aos antifungicos.

4.5 Identificagcdo Molecular

4.5.1 Extracao do DNA gendmico

Antes da extracdo do acido nucleico, os isolados foram descongelados e
semeados em placas de Petri (90 mm) contendo 0 meio agar Sabouraud dextrose.
Apods crescimento e partindo de uma colénia isolada, foi realizado um repigue neste
mesmo meio de cultura e o cultivo foi mantido a 35°C por 24 horas para obtencao de
massa celular. O DNA gendmico da levedura foi extraido usando o kit Gentra®
Puregene® Yeast and G+ Bacteria (Qiagen®, Maryland, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, as leveduras foram lisadas com um
detergente anidnico e as proteinas removidas por precipitacao salina. O DNA presente
no sobrenadante foi precipitado com etanol a 70% (Merck, Darmstadt, Germany)
ressuspenso em tampéao TE (0,01 M Tris, 0,001M EDTA pH 8), tratado com RNAse e
quantificado por espectrofotometria (NanoVue Plus™ GE Healthcare). A integridade
do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéao 1 X TBE
(0,1 M de Tris-HCI pH 8,4; 0,09 M de acido bdrico; 0,001 M de EDTA) por
aproximadamente 1 hora sob uma tensao de 90 V. A seguir, o gel foi submerso numa

solucéo de brometo de etidio (Invitrogen™, Carlsbad, CA USA) a uma concentracdo
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final de 0,5 pg/mL por 30 minutos e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta (UV)
de um transiluminador (HOEFER®, MacroVue UV-20).

4.5.2 Amplificacdo e sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal
(rDNA)

A reacdo de amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foi realizada em
um volume final de 50 uL contendo 100 ng do DNA, 1 X tampéao da PCR (10 mM de
Tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI; 1,5 mM de MgClz; Invitrogen™ Brasil); 0,2 mM de cada
dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP; Invitrogen™ Carlsbad, CA, EUA); 2,5 U de Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen™ Brasil) e 10 pmol de cada primer
(Invitrogen™ Brasil) ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a). A PCR foi
realizada em um termociclador Bio Rad (modelo C 1000) com uma desnaturacao
inicial do DNA por 5 minutos a 95°C; 30 ciclos com 1 minuto de desnaturacao a 95°C,
1 minuto de pareamento a 55°C e extensdo de 1 minuto a 72°C; seguido de uma
extensdo final de 5 minutos a 72°C. O produto amplificado foi purificado com o
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN®) de acordo com instrugdes do fabricante e
foi enviado a Plataforma de Sequenciamento Genémico PDTIS/ Fiocruz, utilizando o
sequenciador ABI-3730 (Applied Biosystems). As sequéncias foram editadas usando
o programa Sequencher versao 4.9 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA),
alinhadas e analisadas com o programa MEGA versao 6.06 (TAMURA et al., 2013).
Por fim, as sequéncias foram comparadas com as depositadas no banco de dados do
NCBI/GenBank. A avaliacdo de diferentes haplétipos e o indice de diversidade nas
sequéncias analisadas foi realizada utilizando o software DnaSP versdo 5.0
(LIBRADO; ROZAS, 2009).

4.6 Producao de Enzimas Hidroliticas

Com excecao da atividade da catalase, para determinar a produgéo de enzimas

hidroliticas foram realizados testes em placas de Petri (150 mm) contendo meios

especificos (vide descricdo abaixo). Aliquotas de 10 pL de células da levedura (1 x
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107 células/mL) crescidas em caldo Sabouraud dextrose sob agitacdo de 150 rpm a
37°C por 24 horas (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) foram inoculadas
pontualmente na superficie de cada meio e as placas foram incubadas a 37°C por 7
dias. O diametro da col6nia (a) e o diametro da col6nia mais a zona de precipitacao
(b) foram mensurados com uma régua. As atividades enziméaticas foram expressas
como valor de Pz (Pz=a/b) como descrito por Price e colaboradores (1982), sendo
classificado em quatro categorias: Pz = 1, nenhuma atividade enzimatica; Pz entre
0,700 e 0,999, fraco produtor enzimatico; Pz entre 0,400 e 0,699, bom produtor e Pz
entre 0,100 e 0,399, excelente produtor enzimatico (PRICE; WILKINSON; GENTRY,
1982) (Quadro 2).

Quadro 2. Critérios para avaliacao da produgéo de enzimas hidroliticas de acordo com o valor
de Pz (Pz=a/b), sendo (a) o didmetro da coldnia e (b) o didmetro da coldénia mais a zona de
precipitacdo.

Atividade Enzimatica
Classificagao Valor de Pz (Pz=a/b)
Nenhuma 1
Fraca 0,700 e 0,999
Boa 0,400 e 0,699
Excelente 0,100 e 0,399

Fonte: Priece; Wilkinson e Gentry (1982).

4.6.1 Atividade da aspartico protease

Como descrito por Richel e colaboradores (1982), a producédo de aspartico
protease foi determinada usando o meio de agar albumina [contendo 1,17% de meio
base de carbono para leveduras [meio Yeast Carbono Base (YCB)] (Difco, Becton-
Dickinson and Company, USA) suplementado com 0,2% de albumina sérica bovina
(BSA) (Sigma—Aldrich, St Louis, USA), pH 4,0] (RUCHEL; TEGELER; TROST, 1982).
Isolados com atividade enzimética de aspartico protease apresentam uma zona clara

ao redor da colonia, correspondendo a hidrélise de BSA no meio
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4.6.2 Atividade da caseinase

A atividade da caseinase foi investigada usando o meio agar caseina [composto
de 2% glicose, 1,6% peptona, 5% de extrato de levedura e 0,4% de caseina (Difco,
Becton-Dickinson and Company, USA)] como previamente descrito por Ziccardi e
colaboradores (2015) (ZICCARDI et al., 2015). Isolados com atividade enzimatica da
caseinase apresentam uma zona clara ao redor da colbnia, correspondendo a

hidrolise de caseina no meio.

4.6.3 Atividade de enzimas lipoliticas

A producéo de duas enzimas lipoliticas, fosfolipase e esterase, também foram
avaliadas. De acordo com Price e colaboradores (1982), a atividade de fosfolipase foi
determinada usando o meio 4gar gema de ovo [composto de 2% de glicose (Sigma—
Aldrich, St Louis, USA); 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura (Difco, Becton-
Dickinson and Company, USA); 4% de NaCl; 0,074% de CaClz (Sigma—Aldrich, St
Louis, USA); 1,5% de agar (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA)]; a seguir,
2% de emulsao da gema do ovo foi adicionado ao meio, pH 7,0) (PRICE; WILKINSON;
GENTRY, 1982). De acordo com Aktas e colaboradores (2002), a producédo de
esterase foi avaliada usando o meio 4gar Tween [1% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura; 0,01% de CaClz; 1,5% de agar; sendo autoclavado e resfriado a 50°C e,
entdo, adicionado 0,1% de Tween 80 (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), pH 7,0]
(AKTAS; YIGIT; AYYILDIZ, 2002). Se presentes, as enzimas fosfolipase e esterase
produzidas durante o periodo de incubacao sdo capazes de promover a clivagem das
ligacdes éster e, entdo, os acidos graxos liberados poderéo se ligar aos ions calcio
incorporados ao meio, para formar um complexo de calcio insoluvel, resultando em

um halo claro ao redor da colbnia.

4.6.4 Atividade da fitase

Como previamente descrito por Tsang (2011), a atividade da fitase (hexafosfato
de mio-inositol fosfo-hidrolase) foi determinada usando o meio contendo agar fitato de
calcio [composto de 1% de glicose; 0,05% de (NHa4)2 SO4; 0,02% de KCI; 0,01% de
MgS0a4.7 H20; 0,0005% MnSOs4; 0,0005% de FeSOa4 (Sigma—Aldrich, St Louis, USA);
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0,2% de fitato de célcio; 0,05% de extrato de levedura; 1,5% de agar, pH 7,0] (TSANG,
2011). A atividade da fitase foi diretamente observada ao redor da colonia capaz de

solubilizar o fosfato presente no meio.

4.6.5 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi verificada usando o meio comercial agar sangue de
carneiro a 5% em placa de Petri de 90 mm (Plast Labor, Brasil). A presenca de um

halo ao redor da coldnia indica atividade hemolitica positiva.

4.6.6 Atividade da catalase

A producdo de catalase foi determinada através do teste semiquantitativo
descrito por (METCHOCK; NOLTE; WALLACE JR., 1999) com adaptagfes para
aplicacdo em leveduras. Resumidamente, tubos de ensaio com tampas de rosca
contendo o meio 4gar Sabouraud dextrose foram inoculados com 200 uL de uma
suspensdo de células de C. glabrata equivalente ao padrdo 0,5 da escala de
McFarland e incubados a 37°C por 48 horas. A seguir, 1 mL de uma mistura 1:1 de
10% de Tween 80 e 10% de perdxido de hidrogénio foi adicionado em cada tubo. A
coluna de bolhas formada foi mensurada em milimetros depois de 5 minutos a
temperatura ambiente. Um meio ndo inoculado foi usado como controle negativo. Uma
coluna de bolhas < 15mm corresponde a baixo produtor de catalase, enquanto que
uma coluna de bolhas = 15mm corresponde a alto produtor de catalase (METCHOCK;
NOLTE; WALLACE JR., 1999).

4.7 Formacao de Biofilme

4.7.1 Producao de biomassa

Células fangicas de C. glabrata foram cultivadas em caldo contendo 1% de
extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose [meioYeast Extract Peptone
Dextrose (YEPD)] (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) e mantidas sob

agitacao de 150 rpm a 37°C por 24 horas. A cultura de células obtida foi centrifugada
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a 3.000 rpm por 5 minutos e lavada duas vezes com salina tamponada com fosfato
[Phosphate-Buffered Saline (PBS)] estéril. A suspensdo de células fungicas foi
ajustada para a concentracgéo final de 1 x 10° células/mL no meio RPMI 1640. A seguir,
100 pL dessa suspensao foram transferidos para placas de microtitulacdo de
poliestireno de 96 pocos de fundo plano e incubadas a 37°C por 48 horas para
formacao do biofilme. Subsequentemente, os pocos foram lavados trés vezes com
PBS (200 pL/poco) para remover as células ndo aderentes. Todo esse procedimento
foi realizado utilizando também o meio base de nitrogénio para leveduras [Yeast
Nitrogen Base (YNB)] (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) suplementado
com 0,2% de glicose para formacao do biofilme. A biomassa resultante da formacao
de biofilme no meio RPMI e no meio YNB foi avaliada usando o método de cristal
violeta (CV) (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Resumidamente, uma aliquota de
100 pL de metanol 99% (Merck, Darmstadt, Germany) foi adicionada em cada poco
por 15 minutos para fixar o biofilme e, entdo, o sobrenadante foi retirado e as placas
deixadas ao ar livre para secar. Apés secagem, 200 pL de uma solucéo de cristal
violeta 0,4% foram adicionados em cada po¢co e as placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 20 minutos. O excesso de corante foi removido e 0s po¢os
foram lavados com 200 pL de &gua estéril. Finalmente, 150 pL de acido acético 33%
(Merck, Darmstadt, Germany) foram adicionados. A absorbancia foi medida a 590 nm
usando um leitor de microplacas (Epoch, Biotek). A classificacdo quanto a producao
de biomassa foi realizada da seguinte maneira: valores de absorbancia menores que
0,44 correspondem a baixa producdo de biomassa, valores de 0,44 a 1,17
correspondem a moderada producdo de biomassa e valores maiores que 1,17
correspondem a alta producdo de biomassa (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014)
(Quadro 3).

Quadro 3. Critérios para avaliagdo da produgdo de biomassa pelo método de coloragéo pelo
cristal violeta (CV) e da viabilidade celular pelo ensaio de redugéo do XTT utilizando o meio
RPMI 1640 para a producéo de biofiime.

Método
Classificagéo Cristal Violeta XTT
Absorbancia (A=590 nm) Absorbéncia (A=490 nm)
Baixa <0,44 < 0,097
Moderada 0,44 a 1,17 0,097 a0,2
Alta >1,17 0,2

Fonte: Marcos-Zambrano e colaboradores (2014).
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4.7.2 Viabilidade celular

Em paralelo ao teste de producéo de biomassa, as células viaveis no biofilme
foram avaliadas através de ensaio colorimétrico que investiga a reducdo do metabolito
2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5[(fenil-amino) carbonil]-2H-tetrazolio hidroxido
(XTT) a um produto castanho soluvel em agua, a formazana. Neste sentido, 200 pL
de uma solucdo XTT/ menadiona (Sigma—Aldrich, St Louis, USA) [contendo 40 pL de
uma solucéo estoque de XTT 1mg/mL em PBS e 2 yL de uma solucdo estoque de
Menadiona 0,4mM em acetona] foram adicionados em cada poco e as placas foram
incubadas no escuro a 37°C por 3 horas. A seguir, 100 pL do sobrenadante de cada
poco foram transferidos para uma nova placa de microtitulagdo e as mudancas
colorimétricas foram mensuradas a 490 nm usando um leitor de microplacas (Epoch,
Biotek) (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Para o XTT, valores de absorbancia
menores que 0,097 correspondem a baixa atividade metabdlica; valores de 0,097 a
0,2 correspondem a moderada atividade metabdlica e valores maiores que 0,2
correspondem a alta atividade metabdlica (MARCOS-ZAMBRANO et al.,, 2014)
(Quadro 3).

4.8 Teste de Suscetibilidade aos Antifungicos (Células em Suspensao)

Todos os isolados incluidos neste estudo foram submetidos ao teste de
microdiluicdo em caldo de acordo com o documento de referéncia preconizado pelo
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) M27-A3 (CLSI, 2008a) com algumas
modificacdes. Foram utilizadas placas estéreis de microtitulacao de poliestireno de 96
pocos de fundo plano (Jet Biofil, Guangdong, China) e a leitura dos resultados foi
realizada num leitor de microplacas (Epoch, Biotek) a 530 nm de comprimento de
onda.

Os farmacos testados foram anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol, caspofungina, micafungina e 5-fluorocitosina (Sigma—Aldrich, St Louis,
USA).
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Para os antifingicos insoliveis em agua (anfotericina B, itraconazol,
voriconazol e posaconazol), o reagente dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como
diluente no preparo da primeira série de diluicbes e o meio RPMI 1640 (com L-
glutamina e sem bicarbonato de sddio) (Sigma—Aldrich, St Louis, USA), tamponado
com 0,165 M de MOPS (3-N- morpholinopropane-sulphonic acid) (Vetec Quimica Fina
Ltda, Rio de Janeiro, Brasil), pH 7,0 na segunda série de diluicbes. Para o0s
antifangicos soluveis em &agua (fluconazol, 5-fluorocitosina, caspofungina e
micafungina), o diluente empregado em todas as diluicées foi 0 meio RPMI-1640.

A partir de solucdes estoques dos antifingicos [1.600 pg/mL (para anfotericina
B, itraconazol, voriconazol e posaconazol), 800 pg/mL (para caspofungina e
micafungina) e 5.280 pg/mL (para fluconazol e 5-fluorocitosina)], cada antifungico foi
preparado em 10 diferentes concentracdes seriadas. Para anfotericina B, itraconazol,
voriconazol e posaconazol, a faixa de concentracdo foi de 0,0313 a 16 pug/mL; para
fluconazol e 5-fluorocitosina foi de 0,25 a 128 pg/mL; e para caspofungina e

micafungina foi de 0,015 a 8 pg/mL conforme foi descrito nas Figuras 4 e 5.



55

primeira
diluicio N

\/ \/

segunda 100 pl de cada tubo
diluicio 2
9.9 mL de RPMI

LR LN b

(16) (8) (1) (0,5 (0.25) (0,12) (0,06) (0,03) pg/mL

S Xl
-
& preencher os pocos da microplaca com 100 L. ;
N,

concentragio final apos a adi¢ao de 100 pL. do inoculo:

(8)-(4)-(2)-(1)(0,5)-(0,25)-(0,125)~(0,06)-(0,03)-(0,015) pg/mL

0,5 mL
800 pg/mL
H 0.SmL 0.5 mL
1 il 100 pg/mL 8
N/ 7
20 mL <7 1,5 mL i 0,5 mL
1600 pg/mlL. ,0{ 400 pg/mL 6 12,5 pg/mL
DMSO
1,5 mL |
4 50 pg/mL
oS m
3,5 mL\
200 pg/mL

3.5mL
25 ng/mL '
0
3,5 mL
3,125 pg/mL

1 2; 3 ‘:1 EJ rj .7 9 DMSO

Figura 4. Esquema de diluicdo dos farmacos antifingicos anfotericina B, itraconazol, voriconazol e
posaconazol pelo método da microdiluicdo em caldo pelo CLSI (protocolo M27-A3). Para caspofungina

e micafungina, a concentracdo da solucéo estoque (representada pelo tubo 1) é de 800 pg/mL.
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Figura 5. Esquema de diluicdo dos farmacos antifingicos fluconazol e 5-fluorocitosina pelo método da
microdiluicdo em caldo pelo CLSI (protocolo M27-A3).
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Os pocos entre as colunas 02 e 11 das placas de microtitulacdo de 96 pocos
(com 8 linhas identificadas de A-H e 12 colunas numeradas de 1 a 12) foram
preenchidos com aliquotas de 100 puL das 10 diluicbes seriadas do antifungico. Os
pocos da coluna 01 foram preenchidos com 200 pL de RPMI-1640 para controle de
esterilidade e os pocos da coluna 12 foram preenchidos com 100 pL de RPMI-1640
ou 100 pL de RPMI-1640 com DMSO 0,2% para controle de crescimento.

Para obtencé&o do in6culo dos isolados clinicos do complexo C. glabrata, um
repique de 24 horas no meio agar Sabouraud dextrose foi realizado. A seguir, uma
suspensao de leveduras foi preparada em 3 mL de salina a 0,85% e a densidade
Optica ajustada através de um densitdbmetro para o padrdo n° 0,5 da escala de
McFarland que corresponde a aproximadamente 1-5 x 10%® UFC/mL. Para produzir
uma concentracdo celular entre 1-5 x 10° UFC/mL, essa suspenséo foi ainda diluida
a 1:1.000 em RPMI-1640.

Em seguida, aliquotas de 100 uL do in6culo foram adicionadas nos pocos das
placas entre as colunas 02 e 12 reduzindo a metade as diferentes concentracdes de
antifungico e do inéculo (0,5-2,5 x 102 UFC/mL). Em cada placa foram distribuidos
seis in6culos de leveduras e as duas cepas de referéncia: C. krusei ATCC 6258 e C
parapsilosis ATCC 22019. As placas foram fechadas e incubadas a 35°C por até 48
horas, e no caso da anfotericina B protegida da luz. Os testes foram realizados em
duplicata e, em caso de discrepancias, foram repetidos mais uma vez.

A leitura dos resultados foi realizada num leitor de microplacas (Epoch, Biotek)
a 530 nm de comprimento de onda apds 24 horas de incubacdo. Caso o crescimento
da levedura no poc¢o controle tenha sido insuficiente (absorbancia < 0,200), uma nova
leitura deve ser realizada ap6s 48 horas de incubacédo (Protocolo M27-S4, CLSI
2012b). Para a anfotericina B, os valores das CIMs foram definidos como a menor
concentracdo do antifungico capaz de inibir 100% do crescimento e para os demais
farmacos os valores das CIMs foram definidos como a menor concentracdo do
antifingico capaz de inibir 50% do crescimento quando comparado ao pogo controle
(livre do farmaco). Os resultados foram interpretados de acordo com os pontos de
corte estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2008b, 2012) (ANEXOS A, B, C e D) e também
usando os valores de pontes de corte epidemiologicos (ECV) (PFALLER; DIEKEMA,
2012; ESPINEL-INGROFF et al., 2014).
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4.9 Teste de Suscetibilidade aos Antifungicos (Células no biofilme)

Dentre os farmacos antifungicos testados, quatro foram incluidos nesse teste,
sendo um poliénico (anfotericina B), um azodlico (itraconazol), uma equinocandina
(micafungina) e um analogo de pirimidina (5-fluorocitosina). O critério para a escolha
desses farmacos baseou-se no fato de que todos esses antifingicos possuem pontos
de corte clinicos estabelecidos pelo CLSI, além da existéncia de isolados clinicos de
C. glabrata do estudo suscetiveis aos farmacos.

Para a anfotericina B e o itraconazol, a faixa de concentracéo foi de 0,5 a 16
pg/mL; para a micafungina foi de 0,06 a 2 pg/mL e para a 5-fluorocitosina foi de 4 a
128 pg/mL.

A formacao de biofilme foi realizada em meio RPMI 1640 conforme descrito no
item 4.7.1. Depois da formagao de biofilme, o meio de suspenséo foi removido e 0
biofilme foi lavado trés vezes com PBS estéril (200 pL/ po¢o). A seguir, 100 pL dos
antifangicos foram adicionados nas microplacas contendo o biofilme de Candida e
incubados a 35°C por 24h. Apés a incubacdo, a atividade metabdlica das células no
biofilme foi mensurada pelo ensaio colorimétrico de redugdo do XTT (item 4.7.2). Para
a anfotericina B, o valor de CIMB foi definido na menor concentracdo do farmaco
capaz de inibir 100% do crescimento da levedura. Para o itraconazol, a micafungina e
a 5-fluorocitosina os valores das CIMBs foram definidos como a menor concentracao
do antifungico capaz de inibir 50% do crescimento quando comparado ao pogo
controle (livre do farmaco) (PIERCE et al., 2008). Os testes foram realizados em

duplicata e, em caso de discrepéncias, foram repetidos mais uma vez.

4.10 Analise de Resultados

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 5. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. A
comparacao de medianas entre dois diferentes grupos foi realizada utilizando o teste
Mann-Whitney e entre trés ou mais grupos foi realizada através do teste de Kruskal-
Wallis. A comparacdo de medianas entre dois grupos pareados foi realizada através

do teste dos postos sinalizados de Wilconxon. O coeficiente de correlagdo de postos
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de Spearman (rs) foi utilizado para avaliar com que intensidade a relagéo entre duas
variaveis distintas pode ser descrita pelo uso de uma fungdo mondétona.

Para avaliar a intensidade da concordancia entre dois métodos de classificacédo
foi utilizada a analise Kappa. Os valores de Kappa foram interpretados conforme
descrito na literatura (LANDIS; KOCH, 1977), onde Kappa < O indica nenhuma
concordancia; entre 0,01 e 0,19 indica uma concordéncia muito baixa; entre 0,20 e
0,39, concordancia baixa; entre 0,40 e 0,59, concordancia moderada; entre 0,60 e
0,79, concordancia substancial, entre 0,80 e 0,99, concordancia quase perfeita e
Kappa = 1 indica concordancia plena.

Em relacdo ao teste de suscetibilidade aos antifungicos, analises estatisticas
descritivas de frequéncia acumulada foram realizadas para determinar: (1) o intervalo
de CIM representando o limite superior e inferior das CIMs de cada antifungico; (2) a
CIMso que equivale a concentracdo inibitéria minima do farmaco capaz de inibir o
crescimento de 50% dos isolados testados; (3) a CIMgo definida como a concentragao
inibitéria minima do farmaco capaz de inibir o crescimento de 90% dos isolados

testados e (4) a média geométrica das CIMs.
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5 RESULTADOS

5.1 Confirmacao Fenotipica

Inicialmente, os 92 isolados clinicos previamente identificados como C. glabrata

foram reisolados e avaliados quanto a sua viabilidade e pureza, e a seguir,

reidentificados por método bioquimico.

5.1.1 Caracteristicas macromorfolégicas das leveduras

Todos os 92 isolados clinicos foram capazes de crescer em meio agar
Sabouraud dextrose e as caracteristicas morfoldgicas das colénias foram observadas.
Em relagdo a pigmentacdo, houve variagdo do levemente branco ao creme com
reverso branco; as bordas foram delineadas; textura cremosa e homogénea de
aspecto umido ou seco; relevo glabro e, quanto ao brilho, foi verificado ora um aspecto
lustroso ora opaco. Para fins ilustrativos, 0 nosso numero amostral foi representado
pela cepatipo C.glabrata ATCC 2001 e por um isolado clinico de sitio respiratorio (DM
28) (Figura 6). Todos os demais isolados apresentaram macromorfologia semelhante

em agar Sabouraud dextrose.

Figura 6. Macromorfologia de Candida em meio 4gar Sabouraud dextrose ap0s incubacao a 35°C por
72 horas. (a) C. glabrata ATCC 2001 e (b) um isolado do sitio respiratério (DM 28).
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Em meio CHROMagar® Candida, 91 isolados apresentaram coldnias de
pigmentacdo cobre representado pelo isolado clinico de sitio circulatorio (DM 45) e
um isolado apresentou pigmentacao branca (DM 28). Nao foram observadas col6nias
de cor verde, azul e/ ou rosa com bordas rugosas, correspondentes a identificacédo
presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, respectivamente, no meio
cromogénico, descartando entdo a presenca dessas colénias mistas nos isolados

clinicos estudados (Figura 7).

Figura 7. Macromorfologia de espécies de Candida no meio cromogénico CHROMagar Candida ap0s
incubacao a 35° por 72 horas (a) no sentido horéario a partir de 12 horas: C. albicans ATCC 18804, C.
tropicalis ATCC 13803, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 2001; (b) no sentido horario a partir
de 12 horas: C. glabrata ATCC 2001, C. nivariensis WM 09.150 e C. bracarensis WM 14.01; (c) isolado
clinico do sitio circulatdrio (DM 45) e (d) isolado clinico do sitio respiratério (DM 28). Posteriormente,
os isolados DM 45 e DM 28 foram identificados molecularmente como C. glabrata e C. nivariensis,
respectivamente.
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5.1.2 ldentificacdo bioguimica pelo Vitek® 2

Todos os 92 isolados foram analisados pelo sistema automatizado Vitek® 2
utilizando o cartdo YST Card e a média do percentual de probabilidade foi de 98% em
relacdo a identificacdo da levedura como Candida glabrata. Todos os isolados
assimilaram glicose e trealose (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo bioquimica de 92 isolados oriundos de diferentes espécimes clinicos
provenientes de pacientes imunocomprometidos com quadro de candidiase em dois hospitais
publicos no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2015.

Identificacéo da Espécie (% de Probabilidade)

Método Intervalo Média Assimilagéo IC 95%
(%) (%) Glicose/ Trealose (%)

Vitek® 2 Candida glabrata

YST Card 94,0-99,0 98.0 100,0 93,8-99,4

IC, intervalo de confianca

No entanto, analisando todos os resultados dos testes contidos no cartdo YST
Card (64 ao todo) do Vitek® 2 foi possivel gerar um dendrograma onde foram
observados 26 perfis bioquimicos diferentes entre os 92 isolados em estudo em
relacdo a cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 (Figura 8).
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Figura 8. Dendrograma baseado na andlise dos perfis bioquimicos obtidos pelo Vitek® 2 de 92 isolados
clinicos previamente identificados como C. glabrata e da cepa tipo C. glabrata ATCC 2001. Candida
albicans ATCC 18804 foi utilizada como grupo externo. A similaridade entre os perfis bioquimicos foi
analisada pelo programa DendroUPGMA sendo utilizados o coeficiente de Jaccard e 100 réplicas de
bootstrap na contru¢do do dendrograma.

O perfil bioquimico com o maior nimero de isolados clinicos foi o perfil 08
(N=33), seqguido pelo perfil 01 (N=13) e pelo perfil 13 (N=11), sendo que esses
isolados estavam distribuidos em cinco diferentes sitios de isolamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Isolados clinicos do complexo de espécies C. glabrata de acordo com o perfil bioquimico obtido pelo Vitek® 2
e o0 sitio de isolamento das amostras.

N° de Isolados

Perfil Sitios Anatémicos Outros Sitios
P Respiratério  Gastrointestinal Urogenital  Circulatério Inser¢do’  Cirlirgico? TOTAL
P01 04 03 03 02 01 - 13
P02 01 - - - - - 01
P03 - - - - 01 - 01
P04 - - - 01 - - 01
P05 - - 01 - - - 01
P06 - 01 - 02 - - 03
P07 01 - - - - - 01
P08 08 09 07 08 01 - 33
P09 - 02 02 04 01 - 09
P10 - - - - - 01 01
P11 - - 01 - - - 01
P12 - - - 01 - - 01
P13 03 02 03 02 01 - 11
P14 01 - - - - - 01
P15 01 - - - - - 01
P16 - - - 01 - - 01
P17 - - - 01 - - 01
P18 01 - - - - - 01
P19 - 01 - - - - 01
P20 - - 01 - - - 01
P21 01 - - - - - 01
P22 - - - 01 - - 01
P23 - - 01 01 - - 02
P24 - 01 01 - - - 02
P25 - - 01 - - - 01
P26 - - - 01 - - 01
TOTAL 21 19 21 25 05 01 92

1Sitio de insergdo (ponta de cateter, dreno)
2Sitio cirurgico (ferida pos-operatdria)

As variacfes ocorreram em 12 testes contidos no cartdo YST Card do Vitek 2:
teste de arginina (ARG), deteccéo de urease (URE) e nos testes de assimilacéo de
glicerol (GLYLa), xilitol (XLTa), D-turanose (dTRUa), D-galacturonato (dGATa), L-
glutamato (I-GLTa), DL-lactato (LATa), glucuronato (GRTa), L-prolina (I-PROa), 2-
ceto-D-gluconato (2KGa) e D-gluconato (dAGNTa) (Tabela 3).
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Tabela 3. Perfil bioquimico de 92 isolados clinicos identificados pelo Vitek® 2 como C. glabrata.
Testes hioquimicos que variaram no cartéo YST Card
ARG GLYa XLTa URE dTRUa dGATa IGLTa LATa GRTa IPROa 2KGa dGNTa

Candida
glabrata
ATCC - - - - - * - * - *
2001
Perfil N°de ARG GLYLa XLTa URE dTRUa dGATa IGLTa LATa GRTa IPROa 2KGa dGNTa
(P) isolados
PO1 13 + . + . .
P02 01 + + + . .
P03 01 + + . +
P04 01 + + . .
P05 01 + + + . + .
P06 03 . . + + - .
PO7 01 . + + + - .
P08 33 . . + - .
P09 09 + . .
P10 01 . . . . . + - +
P11 01 . . . . + + - .
P12 01 + - -
P13 1 . . . . . . . -
P14 01 . . . . . + . -
P15 01 . . . + . -
P16 01 . . . + + -
P17 01 . + . . + -
P18 01 + . -
P19 01 + + +
P20 01 . + . + + .
P21 01 . . + . . . . -
P22 01 . . + . . + + -
P23 02 . . + . . . + =
P24 02 . . . . . . . - -
P25 01 . . . . . . + - -
P26 01 . + . . + - -

ARG, arginina; GLYLa, assimilacdo de glicerol; XLTa, assimilacdo de xilitol; URE, detec¢do de urease; dTRUa, assimilacdo de D-turanose;
dGTAa, assimilacdo de D-galacturonato; I-GLTa, assimilacdo de L-glutamato; LATa, assimilacdo de DL-lactato; GRTa, assimilacdo de
glucuronato; I-PROa, assimilacdo de L-prolina; 2KGa, assimilagdo de 2-ceto-D-gluconato; dGNTa, assimilacdo de D-gluconato .

(.) significa que o isolado em anélise apresentou o mesmo perfil bioquimico da cepa tipo C. glabrata ATCC 2001.

De acordo com o perfil bioquimico obtido pelo Vitek® 2, para os testes de
arginina (ARG) e para assimilacéo de glucuronato (GRTa), apenas um isolado do trato
urogenital foi positivo. Enquanto que para o teste de assimilacao de glicerol (GLYLa),
19 isolados foram positivos. Ja para o teste de assimilacdo de xilitol (XLTa), a
positividade foi observada em seis isolados. Todos de diferentes sitios de isolamento.

Por outro lado, para o teste de deteccéo de urease (URE), um isolado clinico
do trato respiratorio e outro do circulatério foram positivos para produgéo de urease.
Esse teste foi repetido utilizando o caldo de uréia de Christensen (CHRISTENSEN,
1946) e o resultado foi negativo para ambos os isolados.

Um unico isolado do trato urogenital foi positivo para o teste de assimilacdo de
D-turanose (dTRUa). Para o teste de assimilacdao de D-galacturonato (dGTAa), 12
isolados foram positivos. No entanto, a maior positividade foi observada em 74
isolados no teste de assimilacédo de L-glutamato (I-GLTa) e a maior negatividade foi
observada em 64 isolados no teste de assimilagcdo de DL-lactato (LATa).
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Para o teste de assimilacdo da prolina (I-PROa), um unico isolado do trato
gastrointestinal foi negativo. Por outro lado, para o teste de assimilacdo de 2-ceto-D-
gluconato (2-KGa), um isolado de sitio de insercdo e outro de sitio cirdrgico foram
positivos. Por fim, quatro isolados foram negativos para o teste de assimilacdo de D-
gluconato (dGNTa), sendo um isolado do trato gastrointestinal, dois isolados do trato

urogenital e um do trato circulatorio.

5.2 Identificacdo Molecular

A identificacdo molecular foi realizada pela amplificacdo e sequenciamento da
regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA. Todos os 92 isolados clinicos em estudo foram
caracterizados molecularmente sendo 91 (98,9%) isolados identificados como C.
glabrata stricto sensu e um (1,1%) isolado identificado como C. nivariensis. Nenhum

isolado foi identificado como C. bracarensis na nossa amostragem (Figura 9).
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Figura 9. Dendrograma baseado na analise da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA das sequéncias de 99
taxons, sendo 92 isolados, trés cepas de referéncia (C. glabrata ATCC 2001, C. bracarensis WM 14.01 e C.
nivariensis WM 09.150) e quatro sequéncias oriundas do GenBank (AY939793, GU199440, NR_077073,
HQ876043). A historia evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Join (NJ). A distancia evolutiva foi
computada utilizando o método Maximum Composite Likelihood. Um total de 484 bases foi observado no
conjunto final (Programa MEGA 6.0.)
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Os isolados de C. glabrata stricto sensu apresentaram entre 99-100% de
similaridade quando comparados com a sequéncia de C. glabrata AY939793
depositada no GenBank; por outro lado, o isolado identificado como C. nivariensis
apresentou 100% de similaridade quando comparado a sequéncia de C. nivariensis
GU199444 disponivel no NCBI/GenBank.

Todas as sequéncias obtidas para a regiao ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foram
depositadas no GenBank sob o0s numeros de acesso KX450781-KX450814,
KX450816-KX450833, KX450835-KX450861, KX450863-KX450874 para os isolados
de C.glabrata Stricto Sensu; e KJ957824 para o isolado de C. nivariensis.

A andlise das sequéncias de nucleotideos utilizando o software DnaSP versao
5.0 (LIBRADO; ROZAS, 2009) constatou a presenca del3 haplotipos diferentes com
um indice de diversidade (HD) de 0,7630 (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo de haplétipos apds o alinhamento de 91 sequéncias de nucleotideos de isolados
clinicos de C. glabrata stricto sensu oriundas do sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2.
Posicdo das bases nitrogenadas
123 316 330 381 597 774 784
T C G C A A T

Candida glabrata ATCC 2001

Haplétipo (H) N° de sequéncias

HO1 36 . A A A .

HO02 02 . . ; A G

HO03 12 . . . . .

HO04 21 . . . G Cc
HO05 02 . A A . .
H06 02 c A A . Cc
HO7 04 c . . G .
H08 04 . A A G .
HO09 01 . A G .
H10 03 c ; G T .
H11 02 . . G .
H12 01 . A G Cc
H13 01 . A G .

T, timina; C, citosina; G, guanina; A, adenina.
(.) significa que a(s) sequéncia(s) em analise, em determinadas posi¢des, tem a mesma base nitrogenada da cepa
tipo C. glabrata ATCC 2001.

O haplétipo com o maior numero de isolados clinicos foi o HO1 (N=36), seguido
pelo HO4 (N=21) e pelo HO3 (N=12), sendo que esses isolados nao estavam

agrupados e sim distribuidos em diferentes sitios de isolamento (Tabela 5).
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Tabela 5. Isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu de acordo com o perfil genotipico (haplétipo) obtido apd
sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 e o sitio de isolamento das amostras.
N® de Isolados

Haplétipo Sitios Anatémicos Outros Sitios
(H) Respiratério Gastrointestinal Urogenital Circulatério Inserc;éo1 Cirtirgico® TOTAL
HO1 10 07 07 12 - - 36
HOo2 - 01 - 01 - - 02
HO3 01 03 04 02 02 - 12
HO4 06 05 02 04 03 01 21
HO5 - - - 02 - - 02
HO6 - - - 02 - - 02
HO7 02 - 02 - - - 04
HO8 01 02 01 - - - 04
HO9 - - 01 - - - 01
H10 - - 02 01 - - 03
H11 - 01 - 01 - - 02
H12 - - 01 - - - 01
H13 - - 01 - - - 01

TOTAL 20 19 21 25 05 01 91

TSitio de insergao (ponta de cateter,dreno)
“Sitio cirurgico (ferida pos-operatéria)

Comparando os 26 perfis bioquimicos e os 13 haplétipos (Tabela 6), foi
possivel observar que os isolados de C. glabrata stricto sensu ndo se encontram
agrupados em um determinado perfil e/ou haplétipo e sim distribuidos entre eles. J4 o
perfil bioquimico 18 correspondeu especificamente ao haplétipo da espécie C.

nivariensis.
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Tabela 6. Numero de isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu em comum apds analise do resultado do perfil
bioguimico e do haplétipo.

. GENOTIPO
FE;%‘I’(IIE)O Haplétipo (H) - N° de Isolados TOTAL
HO1 HO02 H03 H04 HO5 HO6 HO7 HO08 H09 H10 H11 H12 H13
P01 07 01 - 03 - - - 01 - - - 01 - 13
P02 01 - - - - - - - - - - - - 01
P03 - - 01 - - - - - - - - - - 01
P04 - - - - - - - - - - 01 - - 01
P05 - - - 01 - - - - - - - - - 01
P06 02 - - - - - - 01 - - - - - 03
Pa7 01 - - - - - - - - - - - - 01
Po8 14 - 05 07 - - 01 02 01 02 01 - - 33
P09 02 01 02 01 - 02 01 - - - - - - 09
P10 - - - 01 - - - - - - - - - 01
P11 - - - - - - - - - - - - 01 01
P12 - - - 01 - - - - - - - - - 01
P13 04 - 01 03 - - 02 - - 01 - - - 11
P14 - - 01 - - - - - - - - - - 01
P15 - - - 01 - - - - - - - - - 01
P16 01 - - - - - - - - - - - - 01
P17 - - - - 01 - - - - - - - - 01
P19 01 - - - - - - - - - - - - 01
P20 - - 01 - - - - - - - - - - 01
P21 - - - 01 - - - - - - - - - 01
P22 - - - - 01 - - - - - - - - 01
P23 01 - - 01 - - - - - - - - - 02
P24 01 - 01 - - - - - - - - - - 02
P25 01 - - - - - - - - - - - - 01
P26 - - - 01 - - - - - - - - - 01
TOTAL 36 02 12 21 02 02 04 04 01 03 02 01 01 91

5.3 Producéo de Enzimas Hidroliticas

Um total de 92 isolados clinicos do complexo C. glabrata foi avaliado quanto a
capacidade de produzir in vitro diferentes enzimas hidroliticas e a atividade enzimatica
foi determinada com base no valor de Pz como descrito no Quadro 2.

Para fins ilustrativos, o nosso N amostral foi representado por seis isolados
clinicos do mesmo sitio de isolamento (circulatério) dispostos em duplicata em placas
de Petri contendo meios especificos para o teste da atividade enzimatica para
aspartico protease, esterase e fitase. Para o teste da atividade hemolitica so foi
possivel adicionar um isolado (sitio de insergéo - ponta cateter) em duplicata por placa,
devido ao tamanho reduzido desta placa (90 mm) em relagdo aos demais meios de
cultura. Esses isolados apresentaram atividade enzimatica evidenciada pela presenca
de um halo ao redor da colbnia e no cada do teste da catalase realizado em tubos de
ensaio com rosca foi possivel observar a presenca de bolhas evidenciando a hidrolise
do peroxido de hidrogénio com consequente liberacdo de oxigénio como representado

na Figura 10.



Fitase

Catalase

Esterase

Atividade hemolitica

Figura 10. Fotos ilustrativas de isolados
clinicos de C. glabrata stricto sensu
produtores de enzimas hidroliticas. (a)
Aspartico protease (agar YCB/ BSA), (b)
Esterase (agar Tween), (c) Fitase (agar
fitato de calcio) e (d) Atividade hemolitica
(4gar sangue de carneiro). As atividades
enzimaticas foram expressas como valor
de Pz (Pz=a/b) sendo (a) o didmetro da
colonia e (b) o didmetro da colénia mais
a zona de precipitagao [vide Figura (b)].
(e) Teste da catalase onde a coluna de
bolhas indica a hidrélise de peréxido de
hidrogénio.
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As atividades enzimaticas de caseinase e fosfolipase nao foram detectadas em
nenhum dos isolados testados sob as condi¢cdes experimentais empregadas nesse
estudo. Porém, 87 isolados de C. glabrata stricto sensu (95,6%) foram capazes de
produzir aspartico protease (P variando de 0,100 a 0,583), sendo 30 isolados (33,0%)
considerados excelentes produtores (P, variando de 0,100 a 0,395) e 57 isolados
(62,6%) considerados bons produtores (P, variando de 0,400 a 0,583).

A producao de esterase foi detectada em 51 isolados de C. glabrata stricto
sensu (56%), sendo um isolado (1,1%) classificado como excelente produtor (média
de P,= 0,393), 48 isolados (52,7%) considerados bons produtores (P, variando de
0,414 a 0,667) e dois isolados (2,2%) foram classificados como fracos produtores (P;
variando de 0,762 a 0,800).

Em relacdo a producéo de fitase, todos os 91 isolados de C. glabrata stricto
sensu (100%) foram positivos (P variando de 0,114 a 0,762). Em resumo, 10 isolados
(11,0%) foram considerados excelentes produtores (P; variando de 0,114 a 0,380), 80
isolados (87,9%) foram classificados como bons produtores (P, variando de 0,400 a
0,692) e um isolado (1,1%) classificado como fraco produtor de fitase (média de P,=
0,762).

A atividade hemolitica foi observada em 90 isolados de C. glabrata stricto sensu
(98,9%), sendo um isolado (1,1%) considerado excelente produtor de hemolisina
(média de P,= 0,385), 82 isolados (90,1%) classificados como bons produtores (P;
variando de 0,409 a 0,688) e sete isolados (7,7%) considerados fracos produtores (P;
variando de 0,722 a 0,795).

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi considerada excelente produtora de
aspartico protease (média de P,= 0,357) e fraca produtora de fitase (média de P,=
0,714 + 0,000). Nao foram detectadas atividades de caseinase, fosfolipase, esterase
e hemolitica para essa cepa sob as condi¢cdes experimentais empregadas nesse
estudo.

A atividade da catalase foi detectada em todos os isolados de C. glabrata stricto
sensu estudados, incluindo a cepa tipo C. glabrata ATCC 2001. Apos a hidrdlise do
peréxido de hidrogénio, houve producdo de muitas bolhas em 32 isolados (35,2%)
sendo estes classificados como altos produtores de catalase (coluna de bolhas = 15
mm), enquanto 59 isolados (64,8%) foram classificados como baixos produtores de

catalase (coluna de bolhas < 15 mm).
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O isolado clinico de C. nivariensis também foi avaliado quanto a producédo de
enzimas hidroliticas, sendo considerado excelente produtor de aspéartico protease
(média de P,= 0,347), bom produtor de fitase (média de P,= 0,629) e alto produtor de
catalase (coluna de bolhas = 15 mm). Entretanto, nenhuma atividade enzimatica de
caseinase, fosfolipase, esterase e hemolisina foram detectadas para esse isolado sob
as condicdes experimentais empregadas nesse estudo.

5.4 Formacéao de Biofilme

Todos os isolados clinicos foram avaliados quanto a capacidade de formar
biofilme. Foram realizadas andlises quantitativas em relacdo a producéo de biomassa
pelo método de coloracao pelo cristal violeta e em relacao a viabilidade celular pelo
ensaio colorimétrico de reducéo do XTT que avalia a atividade metabdlica nas células
do biofilme. Todos os isolados clinicos foram classificados com base no valor de
absorbéancia em fraca, moderada ou alta producdo de biomassa ou de viabilidade
celular de acordo com o Quadro 3.

A classificacdo dos isolados de acordo com a producdo de biomassa e de
viabilidade celular nos meios RPMI 1640 e YNB com 0,2% de glicose foi apresentada

na Tabela 7.

Tabela 7. Producao de biomassa e viabilidade celular em meio RPMI1640 e YNB suplementado com glicose por
isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis

N° de isolados

RPMI 1640 YNB/ Glicose
Produgdo de  Viabilidade Produgdo de Viabilidade
Espécie (N° total de isolados) biomassa celular biomassa celular
Classificagdo Cristal Violeta XTT Cristal XTT

Violeta

C. glabrata stricto sensu (91) baixa 82 o7 81 23
moderada 09 13 10 20
alta - 71 - 48
C. nivariensis (1) baixa 01 - 01 -
moderada - - - -
alta - 01 - 01

RPMI, meio destinado a cultura de células humanas e de outros animais desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute; YNB,
meio base de nitrogénio para leveduras; XTT, metabdlito 2 3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5[(fenil-amino) carbonil]-2H-
tetrazélio hidréxido

Em relacdo ao meio RPMI 1640, os 91 isolados clinicos de C. glabrata stricto

sensu apresentaram valores de absorbéncia variando de 0,029 a 1,014 para a
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produgcdo de biomassa, sendo a maioria dos isolados classificados como baixos
produtores de biomassa. Quanto a viabilidade celular, os valores de absorbancia
variam de 0,064 a 1,512, sendo a viabilidade celular, predominantemente, classificada
como alta. O isolado clinico de C. nivariensis também foi capaz de produzir biofilme,
sendo os valores de absorbancia para a producao de biomassa e a viabilidade celular
de 0,409 e 0,921, respectivamente, sendo essa espécie classificada como baixa
produtora de biomassa, mas com alta atividade metabdlica na formacao do biofilme.

Utilizando o meio YNB com 0,2% de glicose, os 91 isolados clinicos de C.
glabrata stricto sensu apresentaram valores de absorbancia variando de 0,017 a 1,161
para a producao de biomassa e de 0,015 a 0,988 para a viabilidade celular. Enquanto
que o valor da absorbancia para o isolado clinico de C. nivariensis foi de 0,330 para a
producdo de biomassa e de 1,173 para a viabilidade celular, sendo esse perfil
semelhante ao observado no meio RPMI.

Em geral, o mesmo perfil foi observado entre os dois meios: baixa produgéo de
biomassa e alta atividade metabdlica. No entanto, a concordancia entre os dois meios
foi classificada como moderada de acordo com o coeficiente Kappa para producao de
biomassa e da viabilidade celular em isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu
(0,589 e 0,448, respectivamente). Candida nivariensis apresentou 0 mesmo padrao
de producéo de biomassa e de viabilidade celular nos dois meios em estudo.

A producao de biomassa e a viabilidade celular no meio RPMI 1640 também

foram analisadas de acordo com o sitio de isolamento das amostras (Figura 11).
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Figura 11. Percentual de isolados do complexo C. glabrata separados por sitio de isolamento em
relagdo (a) a producao de biomassa e (b) a atividade metabdlica.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a formacé&o de biofilme
e os diferentes sitios de isolamento das amostras em estudo. Mesmo assim, foi
possivel notar que todos os isolados (N=25) do sitio anatébmico circulatorio foram
classificados como baixos produtores de biomassa. A producdo de biomassa foi
classificada como moderada apenas em nove isolados, sendo dois isolados de sitio
respiratorio, dois isolados de sitio gastrointestinal, trés isolados de sitio urogenial e

dois isolados de sitio de insercdo (um de ponta de cateter e outro de dreno cirlirgico).
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Quanto a viabilidade celular, a atividade metabdlica foi baixa apenas em sete isolados
clinicos, sendo trés isolados de sitio respiratério, um de gastrointestinal e trés de sitio
circulatério. Vale ressaltar que dentre os sitios anatémicos, o sitio urogenital foi o que
apresentou maior numero de isolados de C. glabrata stricto sensu produtores de
biomassa e com alta atividade metabdlica em relagdo a formagéo de biofilme. (Figura
11).

5.5 Perfil de Suscetibilidade aos Antifungicos - (Células em Suspensao)

Todos os 92 isolados clinicos incluidos neste estudo foram testados. Os
resultados foram validados apdés utilizacdo em cada ensaio de duas cepas de
referéncia C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 cujos valores estavam
dentro da faixa de CIM recomendada pelo protocolo M27-S4 (CLSI, 2012).

O perfil de suscetibilidade antifangica in vitro dos 92 isolados do complexo de
espécies de C. glabrata esta apresentado na Tabela 8.



Tabela 8. Perfil de suscetibilidade aos antifungicos in vitro de isolados clinicos do complexo de espécies de C. glabrata oriundos de pacientes
imunocomprometidos com quadro de candidiase em dois hospitais publicos no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2015 pelo método da microdiluicdo
em caldo (Protocolo M27-A3, CLSI).
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CLSI Interpretagdo ECV Interpretacéo
CIM (ug/mL) N° de isolados N’ de isolados
Espécies
(N° de isolados) Antifiingicos Variagéo CIMso/ ClMgp MG S SDD/ | R WT non-WT
ANF B’ 0,06-8 0,5/2 0,61 82 - 09 87 04
C. glabrata stricto sensu FLC? 0,5-264 16/ 64 11,23 - 77 14 41 50
(91) ITC! 0,016-4 0,25/ 0,5 0,22 31 55 05 89 02
VRC? 0,016-4 0,25/ 1 0,19 - - - 61 30
POS: 0,03-2 0,25/ 1 0,26 - - - 87 04
CAS? 0,03-2 0,25/ 0,25 0,17 46 37 08 46 45
MCF= 0,016-1 0,06/ 0,25 0,08 51 26 14 26 65
5-FC? 0,12 0,12/ 0,12 0,12 91 - - 91 -
C. nivariensis ANF B! 0,25 -/ - - 01 - - 01 -
(1 FLC? 264 -/ - - - - 01 - 01
ITC! 0,25 -/ - - - 01 - 01 -
VRC3 0,25 -/ - - - - - 01 -
POS3 2 -/ - - - - - - 01
CAS? 0,03 -/ - - 01 - - 01 -
MCF?2 0,25 -/ - - - - 01 - 01
5-FC! 0,25 -/ - - 01 - - 01 -

CIM, concentracgao inibitéria minima; ANF B, anfotericina B; FLC, fluconazol; ITC, itraconazol; VRC, voriconazol, POS, posaconazol, CAS, caspofungina, MCF, micafungina; 5-
FC, fluorocitosina; MG, média geométrica; S, suscetivel, SDD, suscetivel dose-dependente; |, Intermediario; R, resistente; WT, tipo selvagem; non-WT, tipo ndo-selvagem.
"Pontos de corte estabelecidos pelo protocolo M27-S3 (CLSI, 2008b). Em geral, isolados com CIM >1 pg/mL s&o considerados resistentes para ANF B.

2Pontos de corte estabelecidos pelo protocolo M27-S4 (CLSI, 2012).

3N&o ha pontos de corte definidos pelo CLSI.

4ECV, valores de cutoff epidemiolégicos para Candida glabrata. Para ANF B WT=CIM <2; FLC WT=CIM <8; ITC WT=CIM <2; VRC WT=CIM <0,25; POS WT=CIM =<1; CAS
WT=CIM <0,12; MCF WT=CIM <0,03; 5-FC WT=CIM <0,5.
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Suscetibilidade in vitro a anfotericina B e 5-fluorocitosina.

Em relacdo aos isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu, nove isolados
(9.9%) foram considerados resistentes a anfotericina B, sendo que cinco isolados
apresentaram CIM igual a 2 pg/mL, um isolado apresentou CIM igual a 4 ug/mL e trés
isolados apesentaram CIM igual a 8 pg/mL. Para 5-fluorocitosina, todos os isolados
foram suscetiveis a esse farmaco (CIM = 0,12 pug/mL). De acordo com os valores de
cutoff epidemiolégicos (ECV), todos os isolados de C. glabrata stricto sensu foram tipo
selvagem (WT) somente para 5-fluorocitosina (CIM < 0,5 pg/mL). Para anfotericina B,
quatro isolados foram classificados como nao tipo selvagem (non-WT) (CIM > 2
pg/mL).

O isolado clinico de C. nivariensis apresentou baixo valor de CIM para
anfotericina B (CIM = 0,25 pg/mL) e foi suscetivel a 5-fluorocitosina (CIM = 0,25
png/mL). Em relacdo ao ECV, o isolado de C. nivariensis foi classificado como WT tanto
para anfotericina B quanto para 5-fluorocitosina (Tabela 8).

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi suscetivel a anfotericina B e 5-
fluorocitosina (CIM = 0,12 ug/ mL para ambos os farmacos) e foi classificada como

WT para esses dois farmacos.

Suscetibilidade in vitro aos azolicos.

Os isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu apresentaram uma
suscetibilidade variavel em relacdo aos azélicos testados. Levando em consideracdo
0os pontos de corte clinicos, o fluconazol foi o antifingico azdlico com maior
porcentagem de isolados resistentes (15,4%), seguido pelo itraconazol (5,5%). Ainda
nao foram estabelecidos pontos de corte pelo CLSI para o voriconazol e posaconazol.
Analisando os valores de CIMs obtidas em relacdo ao ECV, o fluconazol foi o
antifingico azolico com maior nimero de isolados non-WT, seguido pelo voriconazol,
posaconazol e itraconazol.

O isolado clinico de C. nivariensis foi resistente ao fluconazol e suscetivel dose-
dependente ao itraconazol. Em relacdo ao ECV, o isolado de C. nivariensis foi
classificado como tipo non-WT para fluconazol e posaconazol (Tabela 8).

A cepa tipo C. glabrata ATCC 2001 foi suscetivel dose-dependente ao

fluconazol (CIM = 8 ug/mL) e suscetivel ao itraconazol (CIM = 0,06 pg/mL). Para o
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voriconazol e posaconazol, o valor da CIM foi o mesmo (0,03 pug/ mL). A cepa tipo C.

glabrata ATCC 2001 foi classificada como WT para os quatro azoélicos testados.

Suscetibilidade in vitro a caspofungina e micafungina

Em relacdo aos isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu, 50,5% dos
isolados foram suscetiveis a caspofungina e 56,0% dos isolados foram suscetiveis a
micafungina. No entanto, a porcentagem de isolados resistentes foi maior para
micafungina (15,4%) em comparacdo com a caspofungina (8,8%). O numero de
isolados non-WT também foi maior para micafungina.

O isolado clinico de C. nivariensis foi sensivel a caspofungina e resistente a
micafungina. Em relacdo ao ECV, o isolado de C. nivariensis foi classificado como
non-WT somente para micafungina (Tabela 8).

A cepatipo C. glabrata ATCC 2001 foi suscetivel a caspofungina e micafungina
(CIM = 0,12 e 0,06 pg/mL, respectivamente), sendo classificada como WT para

caspofungina e non-WT para micafungina.

Resisténcia a dois ou mais farmacos antifungicos

Em relacao ao total de isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu, 15 isolados
(16,5%) foram classificados como resistentes a dois ou mais farmacos antifungicos.
Dentre os isolados resistentes a ao fluconazol (N=14) e a micafungina (N=14), apenas
dois isolados foram resistentes a ambos os farmacos simultaneamente. Ja o isolado

clinico de C. nivariensis foi resistente ao fluconazol e a micafungina (Tabela 9).
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Tabela 9. Resisténcia a dois ou mais farmacos antifungicos em isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu
e C. nivariensis.

A [s)
I(El\?f Sg(iessol ados) Antifungicos NRg:i é?g:ﬁggs Sitios de Isolamento (N° de isolados)
C. glabrata stricto ANF B e FLC 5 Respiratério (2), Circulatério (2),
sensu (13) Urogenital (1)
ANF B, FLC e MCF 1 Gastrointestinal (1)
FLCelTC 2 Respiratdrio (1), Urogenital (1)
FLC e MCF 2 Circulatério (1), Urogenital (1)
FLC, ITC, e MCF 1 Urogenital (1)
ITC e CAS 1 Gastrointestinal (1)
CAS e MCF 3 Respiratério (1), Urogenital (2)
C. nivariensis (1) FLC e MCF 1 Respiratdrio (1)

ANF B, Anfotericina B; FLC, fluconazol; MCF, micafungina; ITC, itraconazol; CAS, caspofungina.

5.6 Perfil de Suscetibilidade aos Antifungicos (Células no Biofilme)

Para avaliar a possibilidade da formacéo do biofilme influenciar na resisténcia
aos farmacos antifingicos, vinte e trés isolados de C. glabrata stricto sensu e o isolado
de C. nivariensis foram incluidos na nossa amostragem. Os farmacos testados foram
anfotericina B, itraconazol, micafungina e 5-fluorocitosina. Todos os 24 isolados foram
classificados como suscetiveis ou intermediarios aos farmacos em questdo nas
células em suspensdo, com excecdo da C. nivariensis cujo valor da CIM para
micafungina foi de 0,25 pg/mL.

Em relacdo a C. glabrata stricto sensu, os valores da CIMs para anfotericina B
variaram de 0,06 a 1 ug/mL nas células em suspenséo e de 1 a >16 pg/mL nas células
no biofilme. Apesar do aumento do valor da CIM, seis isolados apresentaram CIMB
igual a 1 pg/mL o que sugere suscetibilidade a este farmaco mesmo na presenca do
biofilme. Para o itraconazol, os valores de CIM variaram de 0,06 a 0,25 pg/mL nas
células em suspensao e de 0,5 a >16 pug/mL nas células no biofilme. Houve um
aumento do valor da CIMB, com exce¢dao de um isolado que permaneceu com o
mesmo valor da CIM (0,25 pg/mL) nas células em suspenséo e no biofilme, sendo
classificado como suscetivel dose-dependente nas duas condicbes. Para a
micafungina, os valores de CIM variaram de 0,015 a 0,12 pg/mL nas células em
suspensao e de 0,06 a 0,5 pg/mL nas células no biofilme. Apesar do aumento do valor
da CIMB, trés isolados foram suscetiveis para a micafungina no biofilme, sendo que
dois destes também foram suscetiveis para anfotericina B na presenca do biofilme.

Outros seis isolados foram classificados como intermediarios para micafungina. Para
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a 5-fluorocitosina, todos os isolados apresentaram o mesmo valor da CIM (0,12
pug/mL) nas células em suspensdo enquanto que o valor da CIM variou de 8 a 128
pg/mL nas células no biofilme.

Em relacéo a C. nivariensis, o valor da CIM foi de 0,25 pg/mL nas células em
suspensao e de 8 pg/mL nas células no biofiime para a anfotericina B. Para o
itraconazol, o valor da CIM passou de 0,25 pg/mL nas células em suspensao para >
16 pg/mL nas células no biofilme. Por outro lado, o valor da CIM da micafungina foi o
mesmo (CIM = 0,25 pg/mL), tanto para as células em suspensao quanto no biofilme.
Enquanto que para a 5-fluorocitosina, o valor da CIM nas células em suspenséo e no
biofilme foi de 0,25 pg/mL e >128 pg/mL, repectivamente.

A variacdo da concentracao inibitéria minima dos farmacos antifingicos
testados em isolados clinicos do complexo C. glabrata nas células em suspenséao e

no biofilme foram apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Variagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) em isolados clinicos do complexo C.
glabrata. (a) Anfotericina B; (b) Itraconazol; (c¢) Micafungina; (d) 5-fluorocitosina, nas células em
suspensao e no biofiime. Os isolados foram classificados como suscetivel (S), suscetivel dose-
dependente (SDD), intermediario () ou resistente (R).
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5.7 Relacdo entre o Perfil de Suscetibilidade aos Antifungicos (Células em

Suspenséo) e a Producéo de Enzimas Hidroliticas

Conforme apresentado na Tabela 10, em relacdo aos isolados clinicos de C.
glabrata stricto sensu, nenhuma associacdo foi detectada entre o perfil de
suscetibilidade (suscetiveis e resistentes) a anfoterina B e a producéo de diferentes
enzimas hidroliticas (p-valor > 0,05). Entretanto, associacdes estatisticamente
significantes, foram detectadas entre o perfil de suscetibilidade a micafungina e a
producdo de esterase, bem como entre o perfil de suscetibilidade ao fluconazol,

itraconazol e micafungina e a atividade hemolitica.

Tabela 10. Relacdo entre o perfil de suscetibilidade aos antifungicos e a producédo de diferentes
enzimas hidroliticas em isolados clinicos de Candida glabrata stricto sensu.
Enzimas Hidroliticas (p-valor’)

Antifungicos Aspartico Esterase Fitase Hemolisina Catalase
protease

Anfotericina B 0,6990 0,8071 0,0743 0,2200 0,0905

Fluconazol 0,5736 0,3383 0,6201 0,0352 0,9603

Itraconazol 0,4347 0,5216 0,3371 0,0382 0,6308

Micafungina 0,1188 0,0023 0,6865 0,0002 0,3787

*p-valor < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Além disso, a mediana de P, da atividade hemolitica foi menor para os isolados
resistentes ao fluconazol, itraconazol e micafungina, o que significa que os isolados
resistentes produzem mais hemolisinas que os isolados suscetiveis a esses farmacos.
Em contraste, a mediana de P, da esterase foi maior para os isolados resistentes a
micafungina, o que significa que os isolados resistentes para esse farmaco produziram

menos esterases que os isolados suscetiveis (FIGURA 13).
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Figura 13. Expresséao diferencial de enzimas hidroliticas em 91 isolados de C. glabrata stricto sensu
com diferentes perfis de suscetibilidade aos antifungicos (a) atividade hemolitica em relacdo a
suscetibilidade ao fluconazol; (b) atividade hemolitica em rela¢@o a suscetibilidade ao itraconazol; (c)
atividade hemolitica em relagéo a sucetibilidade a micafungina; (d) produgédo de esterase em relagéo a
suscetibilidade a micafungina. As linhas representam as medianas de cada grupo. Em todos os casos,
diferencas entre as medianas dos grupos com diferentes perfis de suscetibilidade foram
estatisticamente significativos (p-valor < 0,05).

A correlagdo de Spearman revelou associagdes significativas entre produgao
de fitase e a CIM da anfotericina B; entre a producdo de hemolisina e a CIM do
fluconazol e entre a producéo de hemolisina e a CIM da micafungina, sendo observada
uma correlagédo negativa fraca para todos de acordo com analise de Spearman (rs).
Enquanto que uma correlagdo positiva moderada foi observada entre os valores de P,

da esterase e a CIM da micafungina (Tabela 11).
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Tabela 11. Correlagdo entre a produgdo de cinco enzimas relacionadas & viruléncia e as
concentragdes inibitdrias minimas de quatro farmacos antifungicos em 91 isolados clinicos de
Candida glabrata stricto sensu.

Enzimas Hidroliticas, p-valor™ (rs)

Antiflngicos Aspartico Esterase Fitase Hemolisina Catalase

Protease

Anfotericina B 0,7409 (0,04)  0,3865 (0,09) 0,0353 (-0,22) 0,1771 (-0,14)  0,2567 (0,12)
Fluconazol 0,7230 (-0,04)  0,1493 (0,15) 0,0910(-0,18) 0,0040 (-0,30) 0,4128 (-0,09)
ltraconazol 0,6495 (0,05) 0,4667 (0,08)  0,3749 (0,09) 0,1418 (-0,15) 0,8592 (-0,02)

Micafungina  0,0559 (-0,20)  0,0001 (0,40) 0,3768 (-0,09) 0,0034 (-0,30) 0,0922 (-0,18)

*p-valor < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos; rs, coeficiente de Spearman

5.8 Relacéo entre a Producédo de Enzimas Hidroliticas e a Formacao de Biofilme

em Isolados Clinicos de C. glabrata stricto sensu

Em relagdo aos isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu, nenhuma
associacao foi detectada entre a producéo de aspartico protease, fitase e catalase e
a formacédo de biofilme (p-valor > 0,05). Entretanto, associacfes estatisticamente
significativas foram observadas entre a producédo de esterase e a formacdo de
biofilme, bem como entre a atividade hemolitica e a formacé&o de biofilme, tanto em
relacdo a producao de biomassa quanto em relacdo a viabilidade celular. Porém, o
tipo de correlagdo variou, sendo negativa para esterase e positiva para a hemolisina
de acordo com o coeficiente r de Spearman (Tabela 12). Logo, quanto maior a
producao da esterase, maior foi a capacidade de formacao de biofilme. Por outro lado,

a producdo de hemolisina diminuiu a medida que aumentava a capacidade de

formacao de biofilme nos isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu.
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Tabela 12. Relagdo entre a producéo de diferentes enzimas hidroliticas e a formagé&o de biofilme em isolados

clinicos de C. glabrata stricto sensu.

Enzimas Hidroliticas p-valor’ (rs)

Biofilme Aspartico Esterase Fitase Hemolisina Catalase
protease

Producdo de 0,1524 (0,15) 0,0470 (-0,21) 0,7957 (0,03) 0,0183 (0,25) 0,3026 (0,11)

biomassa

Viabilidade 0,1505 (0,15) <0,0001/(-0,40) 0,2786 (0,11) 0,0038 (0,30) 0,2001 (0,13)

celular

*p-valor < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos; rs, coeficiente de Spearman.

5.9 Outras Correlagdes

Neste estudo, nenhuma associacdo foi encontrada entre o perfil de enzimas

hidroliticas relacionadas a viruléncia e a origem clinica ou o ano de isolamento dessas

leveduras, sendo o mesmo observado em relacdo ao biofilme e a origem ou ano de

isolamento (p-valor > 0,05).

Também néo foi detectada nenhuma relacédo entre a resisténcia dos isolados

clinicos estudados e a origem clinica ou 0 ano de isolamento dessas amostras para

nenhum dos farmacos antifungicos testados (p-valor > 0,05).
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6 DISCUSSAO

Dentro do género Candida, C. glabrata se destaca como agente de infec¢des
fungicas invasivas, especialmente em pacientes idosos com cancer internados em
unidades de terapia intensiva e naqueles com exposicdo prévia ao fluconazol
(YAPAR, 2014), sendo a espécie de Candida ndo-albicans mais isolada em alguns
paises da América do Norte (PFALLER et al., 2014), Europa (BASSETTI et al., 2017,
SASSO; ROGER; LACHAUD, 2017; TROUVE et al., 2017), e no Chile, pais da
América do Sul (SIRI et al.,, 2017). Nos hospitais brasileiros, C. glabrata vém
emergindo como um patdgeno fangico oportunista entre as espécies de Candida néo-
albicans (COLOMBO et al., 2013; WILLE et al., 2013; DOI et al., 2016). Os resultados
desse estudo corroboram estes dados apresentando grande numero de isolados de
C. glabrata em pacientes oncolégicos. De fato, pacientes imunocomprometidos,
incluindo aqueles portadores de doencas graves como neoplasias, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, assim como pacientes submetidos a terapia
imunossupressora, relacionada ou ndo a transplante de 6rgados ou de medula éssea
sdo altamente suscetiveis a infec¢des fungicas invasivas por Candida spp. (BROWN
et al., 2012).

Com o advento das metodologias baseadas em DNA, principalmente as que
envolvem a PCR, tem sido identificados diferentes complexos de espécies
relacionadas ao género Candida, como por exemplo, os complexos C. parapsilosis
(TAVANTI et al., 2005), C. guilliermondii (BAI; LIANG; JIA, 2000; LAN; XU, 2006), C.
haemulonii (CENDEJAS-BUENO et al., 2012), C. rugosa (PAREDES et al., 2012;
CHAVES et al., 2013) e o complexo C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a,
2005b; CORREIA et al., 2006) formado por trés espécies geneticamente
heterogéneas: C. glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis.

Métodos fenotipicos ndo séo discriminatérios para diferenciar as espécies do
complexo C. glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005b). Entretanto, baseado na
visualizagcéo da cor das colonias no meio CHROMAGAR Candida foi possivel separar
os isolados em dois grupos no presente estudo, onde a grande maioria dos isolados
apresentavam colénias de cor cobre e um Unico isolado apresentou col6nias de cor
branca. Candida nivariensis e C. bracarensis apresentam colénias de cor branca no
meio CHROMagar Candida em contraste com colonias de cor cobre de C. glabrata
(LOCKHART et al., 2009; SWOBODA-KOPEC et al., 2014; TAY et al., 2014). Por outro
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lado, o sistema automatizado Vitek® 2 identificou todos os isolados deste estudo como
C. glabrata, corroborando resultados de estudos anteriores (ALCOBA-FLOREZ et al.,
2005b; LOCKHART et al., 2009; HOU et al., 2017b). Porém, analisando os perfis
bioquimicos gerados pelo Vitek® 2 de todos os nossos isolados clinicos foi possivel
observar um perfil bioquimico exclusivo para C. nivariensis, mas devido ao baixo
namero amostral desta espécie em nosso estudo ndo foi possivel afirmar que com
base na identificacdo bioquimica seja possivel diferenciar C. glabrata de C.
nivariensis.

A PCR seguida pelo sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 foi utilizada
como padrdo ouro para a identificacdo molecular das espécies do complexo C.
glabrata neste estudo. A regido ITS, por ser altamente conservada,
intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, tem se mostrado eficaz
para a identificacdo molecular de leveduras de importancia médica (IRINYI et al.,
2015) e vem sendo utilizada para caracterizar as espécies dentro do complexo C.
glabrata (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a; ROMEO et al., 2009).

Dos 92 isolados clinicos caracterizados molecularmente, C. glabrata stricto
sensu foi a espécie predominante seguida de C. nivariensis. A frequéncia observada
em nosso estudo dessas espécies foi similar em outros trabalhos envolvendo a
caracterizacdo do complexo C. glabrata (SWOBODA-KOPEC et al., 2014; TAY et al.,
2014; MORALES-LOPEZ et al., 2016).

De acordo com dados da literatura até agosto de 2017, a frequéncia de
isolamento de C. nivariensis tem sido baixa. Ao todo 75 isolados de C. nivariensis tém
sido descritos em 41 casos na Europa (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005a; BORMAN et
al., 2008; GORTON et al., 2013; LOPEZ-SORIA et al., 2013; PARMELAND et al.,
2013; SWOBODA-KOPEC et al., 2014; AZNAR-MARIN et al., 2016), 31 casos na Asia
(FUJITA et al.,, 2007; WAHYUNINGSIH et al., 2008; CHOWDHARY et al., 2010;
SHARMA et al., 2013; LI et al., 2014; TAY et al., 2014; FENG et al., 2015; HOU et al.,
2017b), um caso na Australia (LOCKHART et al., 2009) e dois casos na América do
Sul, um no Brasil (presente estudo) (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016) e o outro
na Argentina (MORALES-LOPEZ et al., 2016). Nenhuma C. bracarensis foi
encontrada em nosso estudo e ainda ndo ha nenhum relato dessa espécie no Brasil
ou em outros paises da América do Sul até agosto de 2017 de acordo com as
principais bases de dados para pesquisa de artigos cientificos como PubMed, Bireme

e Scielo.
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Para o nosso conhecimento, esse estudo descreveu pela primeira vez a
presenca de C. nivariensis na América do Sul e no Brasil (FIGUEIREDO-CARVALHO
et al., 2016) (APENDICE A). Candida nivariensis ja foi isolada de diferentes
espécimes clinicos como: sangue, lavado bronco-alveolar, urina, cateter, escarro,
biépsia de pulmdo, fluido pleural, swab vaginal, unha, entre outros (ALCOBA-FLOREZ
et al., 2005b; FUJITA et al., 2007; BORMAN et al., 2008; WAHYUNINGSIH et al.,
2008; LOCKHART et al., 2009; CHOWDHARY et al., 2010; GORTON et al., 2013;
LOPEZ-SORIA et al., 2013; PARMELAND et al., 2013; SHARMA et al., 2013; Ll et al.,
2014; SWOBODA-KOPEC et al., 2014; TAY et al., 2014; FENG et al., 2015; AZNAR-
MARIN et al., 2016; MORALES-LOPEZ et al., 2016), mas até o presente estudo n&o
havia sido isolada de uma secrecao nasal (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2016).

Noés reforcamos a necessidade de novas ferramentas de dignostico para a
identificacdo rapida e correta do complexo C. glabrata, visto que este numero pode
estar subestimado por conta da dificuldade de realizacdo de sequenciamento de DNA
em laboratérios clinicos.

Em espécies de Candida, as enzimas hidroliticas extracelulares facilitam a
nutricdo, aderéncia, colonizacdo, penetracdo de tecidos ou células, invaséo,
disseminacédo e escape das respostas imunes do hospedeiro (SARDI et al., 2013;
ELLS et al., 2014). Além disso, a secre¢cdo de algumas enzimas hidroliticas tem a
capacidade de regular a resisténcia a determinados farmacos antifingicos (SILVA,
NERY; DIAS, 2014).

As aspértico proteases sdo enzimas com alta atividade proteolitica e
estabilidade em pH acido (RAO et al., 1998). Essas enzimas controlam varios passos
na evasao imune inata e degradam proteinas relacionadas a defesa imunolégica,
como anticorpos, complemento e citocinas, permitindo que o fungo escape da primeira
linha de defesas do hospedeiro (STANISZEWSKA; MALGORZATA; ZBIGNIEW,
2016).

Em nosso estudo, a maioria dos isolados de C. glabrata stricto sensu foi
classificada como boa produtora de aspartico protease, enquanto C. nivariensis foi
uma excelente produtora desta enzima. Entretanto, C. glabrata ndo possui 0os genes
classicos de aspartico proteases secretadas (SAP) em seu genoma (PARRA-
ORTEGA et al., 2009; SILVA; NERY; DIAS, 2014). Provavelmente, a degradacéo
enzimatica da albumina verificada neste estudo deve ser relacionada a producéo de

yapsinas. As yapsinas (YPS) sdo uma familia de cinco aspartico proteases ligadas a
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glicosil-fosfatidil-inositol ndo segregadas que tém um papel bem conhecido na
integridade da parede celular (KRYSAN et al., 2005) e nas interacdes célula-célula
(SILVA; NERY; DIAS, 2014). A expressao dos genes yps aumentou significativamente
a capacidade de Saccharomyces cerevisiae sobreviver dentro de macréfagos
humanos (KRYSAN et al., 2005). Um estudo desenvolvido por Swoboda-Kopec¢ e
colaboradores confirmou a prevaléncia de trés genes (YPS2, YPS4 e YPS6) na
maioria das cepas de C. glabrata isoladas de espécimes clinicos. Entretanto, a
prevaléncia desses genes em 13 isolados clinicos de C. nivariensis foi baixa
(SWOBODA-KOPEC et al., 2014).

A caseina é uma mistura de fosfoproteinas que podem ser hidrolisadas por uma
série de enzimas coletivamente chamadas caseinases. Essas enzimas pertencem
mais provavelmente as familias metaloprotease e serina protease (CLINCKE et al.,
2011). A atividade de caseinase nao foi detectada nas condi¢cbes experimentais
empregadas para qualquer um dos isolados de C. glabrata stricto sensu e C.
nivariensis. No entanto, estes resultados foram discordantes daqueles encontrados
por Abbes e colaboradores (2017) que relataram a atividade da caseinase em 16
isolados de C. glabrata (ABBES et al., 2017). A atividade de caseinase também foi
observada em C. parapsilosis Stricto Sensu (ZICCARDI et al., 2015), nas espécies do
complexo Candida haemulonii (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017) e Yarrowia
lipolytica (ABBES et al., 2017). Por outro lado, Parnanen e colaboradores identificaram
uma serina protease em C. glabrata ligada a parede celular fungica, mas seu papel
na viruléncia de C. glabrata permanece incerto (PARNANEN; MEURMAN; NIKULA-
IJAS, 2015).

As fosfolipases e as esterases sdo enzimas lipoliticas extracelulares envolvidas
na viruléncia de Candida spp. (ZICCARDI et al., 2015; RAMOS; BRANQUINHA,;
SANTOS, 2017). Suas possiveis fun¢des incluem a digestéo de lipidios para aquisi¢ao
de nutrientes, adeséo a células e tecidos do hospedeiro, interagdes sinérgicas com
outras enzimas, hidrolise ndo especifica, iniciacdo de processos inflamatorios por
afetar as células do sistema imunoldgico e autodefesa (SCHALLER et al., 2005).

Neste trabalho, nenhum dos isolados de C. glabrata stricto sensu apresentou
niveis detectaveis de fosfolipase. O mesmo foi observado em C. nivariensis.
Udayalaxmi e colaboradores também nédo encontraram atividade de fosfolipase em 14
cepas clinicas de C. glabrata isoladas do trato geniturinario (UDAYALAXMI; JACOB;
D’SOUZA, 2014). Um estudo do Brasil que analisou cepas de C. glabrata, detectou a
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atividade da fosfolipase pela metodologia empregada neste estudo somente em uma
cepa de C. glabrata isolada da saida do ducto nasolacrimal de um cavalo
(BRILHANTE et al., 2016). Em uma pesquisa realizada com isolados vaginais de
Candida spp. do Egito, a atividade da fosfolipase foi observada em um pequeno
namero de cepas de C. glabrata, confirmando a baixa producédo de fosfolipase em C.
glabrata, especialmente em isolados de espécimes clinicos humanos. Este mesmo
estudo também detectou o gene da fosfolipase B PB2 em algumas cepas de C.
glabrata estudadas. Por outro lado, a incidéncia do gene da fosfolipase B PB1 na
populacdo de Candida glabrata estudada foi alta, variando de 87,5% a 95%,
dependendo do histérico do paciente para diabetes (BASSYOUNI et al., 2015). Juntos,
estes dados sugerem que a expressao in vivo de genes da fosfolipase em C. glabrata
€ um evento bem regulado, ao contrario do que ocorre em condi¢des in vitro.

A atividade de esterase néo foi detectada no isolado clinico de C. nivariensis.
Além disso, a producéo de esterase foi o fenotipo relacionado a viruléncia com maior
variagao entre os isolados de C. glabrata stricto sensu. Em um estudo no Ir& com oito
cepas de C. glabrata isoladas de mucosa oral, a producéo de esterase apresentou
menor variagdo do que o presente trabalho, com a maioria das cepas classificadas
como produtoras de esterase (FATAHINIA; POORMOHAMADI; ZAREI
MAHMOUDABADI, 2015). Por outro lado, um estudo da Turquia revelou que apenas
uma dentre 14 cepas de C. glabrata isoladas de infec¢des de corrente sanguinea foi
considerada positiva no ensaio de agar esterase. Uma possibilidade que explicaria as
diferengas entre esses trabalhos seria relacionada com a fonte do material clinico a
partir do qual as cepas foram isoladas, porém como néo verificamos associacao entre
a producéo de esterase e a origem do material clinico, nés acreditamos que esses
dados na verdade refletem uma heterogeneidade intraespecifica na producédo de
esterase em C. glabrata.

A fitase é uma fosfohidrolase que cliva o fitato liberando fosfato inorganico e
inositol, dois nutrientes essenciais para todas as células vivas (LEI; PORRES, 2003).
Neste estudo, a atividade da fitase foi detectada em todos os isolados de C. glabrata
stricto sensu e no isolado de C. nivariensis. Resultados semelhantes foram relatados
em diferentes Candida spp., incluindo C. glabrata (TSANG, 2011), espécies do
complexo C. parapsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013; ZICCARDI et al., 2015) e do
complexo C. haemulonii (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017). Em Candida

spp., a manutencdo de um suprimento de inositol e fosfato mediado pela fitase parece
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ser especialmente importante para a sobrevivéncia e persisténcia do patégeno no
hospedeiro (TSANG, 2011).

A captacdo de ferro € um dos requisitos fundamentais para que fungos
patogénicos sobrevivam e cresgcam em seus hospedeiros. Portanto, sua sobrevivéncia
depende de mecanismos especializados para se adaptar as restricdes de
micronutrientes durante a patogénese. Em geral, durante o parasitismo animal, 0os
fungos tém que lisar os glébulos vermelhos para assimilar o ferro associado a
hemoglobina (CRAWFORD; WILSON, 2015). Apenas um dos isolados clinicos de C.
glabrata stricto sensu deste estudo e a cepa tipo ndo foram capazes de produzir
hemolisinas, resultados similares aos de publicacdes anteriores (SENEVIRATNE et
al., 2011; CHIN et al., 2013; ROSSONI et al., 2013), o que reflete a importancia deste
fator de viruléncia para esta levedura. De fato, os mecanismos de captacéo do ferro
tém sido demonstrados como necessarios para a viruléncia em C. glabrata
(SRIVASTAVA; SUNEETHA; KAUR, 2014).

A catalase foi expressa por todos os isolados de C. glabrata stricto sensu. O
mesmo foi observado no isolado de C. nivariensis neste estudo. N&o ha outros estudos
em C. nivariensis. Porém ha relatos de resisténcia ao estresse oxidativo associada a
alta atividade da catalase em C. glabrata (CUELLAR-CRUZ et al., 2008; ABEGG et
al., 2010). Outras espécies como C. albicans, C. dubliniensis, C. famata, C.
guilhiermondii, C. krusei, C. tropicalis (ABEGG et al., 2010), C. parapsilosis Stricto
Sensu e C. orthopsilosis (ABI-CHACRA et al.,, 2013) também foram capazes de
expressar atividade de catalase. Candida glabrata possui mecanismos enzimaticos e
de glutationa para resistir ao estresse oxidativo induzido pelas defesas imunolégicas
do hospedeiro (BRIONES-MARTIN-DEL-CAMPO et al., 2014) e nossos resultados
reforcam a importancia dos mecanismos enzimaticos para manter a homeostase
celular nos isolados clinicos de C. glabrata.

A formacdo de biofilme estd intimamente associada a persisténcia do
microrganismo no processo infeccioso e deve ser considerada como um fator de
viruléncia importante durante a candidiase, principalmente, em relacdo a candidemia
(TUMBARELLO et al., 2012; DE MELLO et al., 2017), pois pode conferir resisténcia
significativa a terapia antifingica, limitando a penetracao dessas substancias atraves
da matriz extracelular e protegendo as células do interior do biofilme do sistema imune
do hospedeiro (BERILA; HYROSSOVA; SUBIK, 2011; RODRIGUES; SILVA;
HENRIQUES, 2014).
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Todos os isolados deste estudo foram capazes de formar biofilme tanto no meio
RPMI 1640 quanto no YNB com 0,2% de glicose, porém com uma correlacdo
moderada entre 0os meios, sugerindo que o meio de cultura utilizado pode influenciar
na formacéo do biofilme de C. glabrata. Um estudo desenvolvido por Serrano-Fujarte
e colaboradores (2015) verificou que a formacdo de biofiime de C. glabrata foi
influenciada pela utilizagdo de meios de culturas (YP ou YNB) com diferentes
concentracbes de glicose (SERRANO-FUJARTE et al., 2015). A producdo de
biomassa foi baixa na maioria dos nossos isolados de C. glabrata stricto sensu e em
C. nivariensis, enquanto que a atividade metabdlica das células no biofilme foi
predominante alta em ambas as espécies nas duas condigcbes experimentais
adotadas. Nossos resultados corroboram com os achados de alta atividade
metabdlica em células de C. glabrata formando biofiime (FERREIRA et al., 2013),
embora sejam divergentes em relacao a producao de biomassa. Por outro lado, um
estudo conduzido por Marcos-Zambrano e colaboradores (2014) verificou resultados
similares em relacédo a producado de biomassa e a atividade metabdlica no biofilme de
isolados clinicos de C. glabrata (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Este padréo de
baixa biomassa e alta atividade metabdlica observado na formacéo de biofilme em C.
glabrata foi contrario ao descrito em outras espécies de Candida como C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis (ABI-CHACRA et al., 2013; MARCOS-ZAMBRANO et al.,
2014; ZICCARDI et al., 2015).

Relacbes significativas foram encontradas entre a producdo de enzimas
hidroliticas, tais como esterase e hemolisina, e a formacao de biofilme neste estudo.
Para o nosso conhecimento, ndo ha dados na literatura associando producédo de
enzimas hidroliticas a formacdo de biofime em C. glabrata. Porém, um estudo
conduzido por Rajendran e colaboradores (2010) observou uma relacao significativa
entre a formacgao de biofilme e a secrec¢ao de enzimas hidroliticas envolvidas na lise
de proteinas em amostras de C. albicans isoladas de pacientes diabéticos, porém
nehuma correlagdo foi observada em relacdo a fosfolipase e hemolisina
(RAJENDRAN et al., 2010). Estes resultados nao foram observados em C. glabrata
(presente estudo), sugerindo que a haja uma variacao entre as espécies com relacao
a producao de enzimas hidroliticas e a formacédo de biofilme. Mais estudos sé&o
necessarios para comprovar esta hipétese e conhecer mais sobre o envolvimento da

esterase na formagéao do biofilme em C. glabrata.
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Correlacionando a producao de hemolisinas com a formacéo do biofilme, uma
diminuicdo da producéo de hemolisinas foi observada a medida que aumentava a
formacdao de biofilme, sugerindo que outras estratégias para captacao de ferro possam
estar sendo utilizadadas por C. glabrata durante a formacédo de biofilme onde,
provavelmente, aumenta a escassez desse micronutriente. Um estudo desenvolvido
por Gerview e colaboradores (2017), investigou estratégias de aquisi¢ao de ferro por
C. glabrata e constatou que difere de outros fungos patogénicos como C. albicans, na
medida em que depende de um conjunto limitado de fontes de ferro do hospedeiro e
que néo foi detectada a atividade da redutase férrica presente na superficie celular.
Entretanto, uma reducéo férrica extracelular foi observada em C. glabrata o que,
possivelmente, compensa a perda da atividade da redutase férrica de superficie que
esta envolvida no mecanismo de aquisi¢cao de ferro de alta afinidade (GERWIEN et
al., 2017).

Embora os antifingicos para o tratamento das micoses invasivas possuam um
amplo espectro de acdo, nem todas as infec¢des fungicas podem ser tratadas da
mesma forma (PAPPAS et al.,, 2016). Algumas espécies de leveduras podem
apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida a determinados farmacos antifangicos.
Por isso, a identificacdo da espécie e os estudos de suscetibilidade antifingica séo
importantes para a prética clinica (PAPPAS et al., 2016).

Entre os agentes antifingicos utilizados no manejo da candidiase destacam-se
a anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol,
equinocandinas e 5-fluorocitosina (PAPPAS et al., 2016). Infelizmente, apenas o
fluconazol e as equinocandinas tém “novos” pontos de cortes clinicos descritos pelo
CLSI para C. glabrata (CLSI, 2012). Embora ndo tenham sido sugeridos pontos de
corte para a anfotericina B, o documento do CLSI indica que os valores de CIM > 1
Mg/mL sdo sugestivos de resisténcia para este farmaco (CLSI, 2008). Os pontos de
corte clinicos para caspofungina e C. glabrata foram descritos, entretanto, alguns
estudos tém apontado que o teste de microdiluicdo de caldo ndo é adequado para a
determinacao de CIM de caspofungina, uma vez que as diferencgas interlaboratoriais
inexplicaveis sdo muito comuns para esta droga (ARENDRUP; PERLIN, 2014; BEN-
AMI et al., 2014; PERLIN, 2014). Por isso, a micafungina foi escolhida para verificar
se os atributos de viruléncia regulam a resisténcia as equinocandinas, uma vez que
este farmaco néo levanta os mesmos problemas observados durante a determinagéo

in vitro de CIM da caspofungina (PERLIN, 2014). No nosso trabalho, isolados de C.



94

glabrata stricto sensu resistentes a anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
caspofungina ou micafungina foram encontrados. Resultados semelhantes tém sido
descritos por outros autores na China (LIU et al., 2014), na Italia (MONTAGNA et al.,
2015), no Ird (AMIRRAJAB et al., 2016) e em um estudo global desenvolvido durante
o programa de vigilancia de antifungicos sentinela 2014 (PFALLER et al., 2017).
Entretanto, estudos prévios desenvolvidos no Peru (RODRIGUEZ et al., 2017) e no
Brasil (ALMEIDA et al., 2013; DOl et al., 2016; FORNARI et al., 2016) com um namero
reduzido de isolados de C. glabrata (N=15, N=3, N=11 e N=10, respectivamente) nao
encontraram cepas CIM > 1 pg/mL para anfotericina B e os farmacos caspofungina e
micafungina n&do foram testados.

Entretanto, alguns isolados de C. glabrata stricto sensu foram resistentes tanto
ao fluconazol quanto a micafungina. Resultados significativos também foram
encontrados em outros estudos mostrando que os isolados de C. glabrata resistentes
ao fluconazol também foram resistentes a uma ou mais equinocandinas (PFALLER et
al.,, 2012a; ALEXANDER et al.,, 2013; HOU et al.,, 2017b). A resisténcia as
equinocandinas aumentou de 4,9% para 12,3% entre 2001 e 2010 (ALEXANDER et
al., 2013) e parece estar associada a prolongada terapia com esses farmacos, bem
como a presenca de mutacdes no gene FKS (SHIELDS et al., 2012; ALEXANDER et
al., 2013), enquanto a resisténcia ao azolico fluconazol aumentou de 18% para 30%
no mesmo periodo (ALEXANDER et al., 2013) e pode ser o resultado de uma
alteracao da enzima alvo de lanosterol 14a-desmetilase, seja pela super expresséo
da enzima ou por mutacdes no seu gene codificante conhecido como ERG11
(HENRY; NICKELS; EDLIND, 2000) ou pela super expressao de bombas de efluxo
mediada pela ativacdo de transportadores ABC ou MFS (SANGLARD et al., 1995;
CHEN et al., 2007; PAUL; MOYE-ROWLEY, 2014). A resisténcia a multidrogas como
a anfotericina B, aos azélicos e as equinocandinas tem sido descrita, principalmente,
em C. glabrata e, mais recentemente, em C. auris (ARENDRUP; PATTERSON, 2017)
e 0 nosso resultado corrobora com esse achado em relacdo a C. glabrata. Vale
ressaltar ainda a resisténcia cruzada entre os azélicos em alguns dos nossos isolados
de C. glabrata stricto sensu, fato também descrito em outros trabalhos (LIU et al.,
2014; XIAO et al., 2015).

Neste estudo, a 5-fluorocitosina demonstrou maior atividade antifingica in vitro
frente aos isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis em relagao

aos demais farmacos testados, corroborando com outro estudo também desenvolvido
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no Brasil, em um hospital publico do Maranh&o, onde todos os isolados de C. glabrata
(N=4) foram suscetiveis a 5-fluorocitosina. O mesmo perfil de suscetibilidade também
foi encontrado em 12 isolados de C. nivariensis oriundo de 10 hospitais na China (HOU
et al., 2017b). Possivelmente, a suscetibilidade de todos nossos isolados frente a 5-
fluorocitosina seja decorrente do fato de que este antifungico ndo esteja disponivel
para uso imediato nos hospitais brasileiros, resultando em uma falta de exposicao
prévia dos isolados incluidos neste estudo a 5-fluorocitosina (COSTA et al., 2015). Na
pratica clinica, este farmaco € habitualmente administrado em combinacdo com outro
agente antifungico devido a alta taxa de emergéncia de resisténcia durante a
monoterapia para candidiase (PAPPAS et al., 2016).

Em um estudo conduzido por Borman e colaboradores, 16 isolados de C.
nivariensis foram testados para sete antifingicos, incluindo posaconazol e itraconazol.
Estes isolados apresentaram valores elevados de CIM (2 e > 16 pg/mL,
respectivamente) para estes farmacos. Resultado semelhante foi encontrado no
presente estudo para o posaconazol. Os estudos de Borman e colaboradores (2008),
Fujita e colaboradores (2007) e de Sharma e colaboradores (2013) também revelaram
altas CIMs para o fluconazol (64, 128 e 16 pug/mL, respectivamente) e consequente
resisténcia para este farmaco. Além disso, nao foram encontradas CIM elevadas para
anfotericina B e voriconazol em C. nivariensis, tal como no presente trabalho (FUJITA
et al., 2007; BORMAN et al., 2008; SHARMA et al., 2013).

Valores de pontos de corte epidemiolégicos (ECVs) foram determinados para
Candida spp. pelo método de referéncia da microdiluicdo em caldo pelo CLSI para a
anfotericina B, itraconazol, as equinocandinas, 5-fluorocitosina (PFALLER; DIEKEMA,
2012), fluconazol, posaconazol e voriconazol (ESPINEL-INGROFF et al., 2014). Os
ECVs foram estabelecidos para diferenciar cepas tipo selvagem (aguelas sem
resisténcia adquirida ou mutacbes) de cepas tipo ndo-selvagem (aquelas com
resisténcia adquirida ou com mutacdes). Em relagdo ao complexo C. glabrata, os
novos pontos de corte foram definidos somente para C. glabrata até o momento
(PFALLER; DIEKEMA, 2012; ESPINEL-INGROFF et al., 2014).

Na auséncia de pontos de corte clinicos, os ECVs podem ajudar a caracterizar
o perfil de susceptibilidade aos diferentes farmacos antifUngicos em Candida spp. e
assim monitorar a emergéncia de isolados com muta¢gdes que podem levar a uma
susceptibilidade reduzida ou resisténcia aos antifungicos (PFALLER et al., 2012b).

Baseado nos ECVs, os isolados de C. glabrata stricto sensu foram
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predominantemente nao tipo-selvagem para o voriconazol, seguido do posaconazol
de acordo com os pontos de corte epidemiolégicos estabelecidos por Espinel-Ingroff
e colaboradores (2014) (ESPINEL-INGROFF et al., 2014). Resultados similares foram
encontrados em C. glabrata em estudo conduzido por Pfaller e colaboradores (2015)
(PFALLER et al., 2015).

Em relacdo ao perfil de suscetibilidade a quatro classes distintas de
antifingicos nas células em suspensado e no biofilme, os farmacos anfotericina B e
micafungina foram capazes de penetrar a barreira imposta pelo biofilme e inibir o
crescimento celular de alguns isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu. Enquanto
a atividade do itraconazol e da 5-fluorocitosina nédo foi eficiente na presenca do
biofilme frente aos isolados testados. Um estudo sobre a eficacia in vitro da
anfotericina B, da micafungina e do fluconazol contra os biofilmes de Candida spp.,
incluindo C. glabrata, também constatou a eficacia da anfotericina B mesmo na
presenca do biofilme (KAWAI; YAMAGISHI; MIKAMO, 2017).

Correlacionando a producdo de enzimas hidroliticas com o perfil de
suscetibilidade aos antifingicos (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017) (APENDICE
B), um aumento da producao de esterase em isolados suscetiveis a micafungina foi
observado neste estudo. Enzimas com a capacidade de degradar quitina também sdo
classificadas como esterases (CAUFRIER et al., 2003) e altos niveis de quitina estao
associados com uma resisténcia a caspofungina em algumas espécies de Candida
(WALKER; GOW; MUNRO, 2013). Desconhece-se até que ponto o ensaio de esterase
em placa utilizado nesse estudo pode também detectar quitina desacetilases ou se a
expressao de genes para todas as familias de esterase possuem a mesma regulacao
nos isolados clinicos de C. glabrata. Nossos isolados suscetiveis a micafungina
produziram mais esterases do que os isolados resistentes, o que poderia estar
relacionado ao menor teor de quitina em suas paredes celulares devido a degradacéao
da quitina. Mais estudos séo necessarios para verificar esta hipotese.

A captagdo de ferro também esta envolvida na resisténcia de Cryptococcus
neoformans (KIM et al., 2012) e espécies de Candida (PRASAD et al., 2006) ao
fluconazol. Durante a aquisicdo da resisténcia ao fluconazol por uma cepa de C.
glabrata exposta a concentracfes crescentes deste azoélico, observou-se também um
aumento da atividade hemolitica associada a expressdo do gene da hemolisina
(SAMARANAYAKE et al., 2011). Portanto, supde-se que as cepas resistentes ao

fluconazol expressam mais hemolisinas, como foi observado no nosso estudo para
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fluconazol e também para o itraconazol, outro azolico. Uma vez que um numero
significativo de resisténcia cruzada entre fluconazol e itraconazol ndo foi observado
em nosso estudo, poderiamos sugerir que 0s mecanismos que levam ao aumento da
resisténcia ao itraconazol conferido pelo ferro sdo independentes daqueles que
causam resisténcia ao fluconazol. Surpreendentemente, também foi observado que
as expressbes de hemolisinas foram mais elevadas em isolados de C. glabrata
resistentes a micafungina. Um efeito sinérgico entre a micafungina e o deferasirox, um
quelante de ferro, foi descrito para Phytium insidiosum, sugerindo que o ferro aumenta
a resisténcia a essa equinocandina (ZANETTE et al.,, 2015). Nossos resultados
sustentam gue um mecanismo semelhante possa ocorrer em C. glabrata. Em suma,
a captacéo de ferro est4 associada ndo sé a resisténcia ao fluconazol em C. glabrata,
mas também a resisténcia a outros azolicos como o itraconazol, além das
equinocandinas, como a micafungina. Esses resultados estimulam o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas envolvendo a deplecdo de ferro, ja descritas para
C. albicans (KOBAYASHI et al., 2011), para o tratamento de infec¢des invasivas por
C. glabrata.

Este estudo contribuiu para um melhor entendimento dos fatores de viruléncia
relacionados a patogenicidade das espécies C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis,
além do conhecimento do perfil de suscetibilidade aos farmacos antifungicos dessas
espécies. A associacdo entre alguns atributos de viruléncia e a regulacdo da
resisténcia antifingica encoraja o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
envolvendo mecanismos de viruléncia como potenciais alvos para o desenvolvimento

de uma droga efetiva para o tratamento de infeccdes por C. glabrata.
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7 CONCLUSAO

» Candida nivariensis foi pela primeira vez descrita no Brasil. Entretanto, a
frequéncia de isolamento de C. glabrata stricto sensu foi bem maior do que C.

nivariensis neste estudo.

» C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis apresentaram algumas caracteristicas
fenotipicas distintas, mas néo suficientes para discriminar uma espécie da outra,
sendo necessaria a identificacdo molecular pelo sequenciamento da regido ITS1-
5.8S-ITS2.

> C. glabrata stricto sensu foi capaz de produzir em diferentes niveis enzimas
hidroliticas extracelulares, tais como aspartico protease, fitase, esterase,
hemolisina e catalase, assim como C. nivariensis, com excecdo de esterase e

hemolisina.

» C. glabrata stricto sensu foi capaz de formar biofilme, em geral, com baixa

producdo de biomassa e alta atividade metabdlica, tal como C. nivariensis.

» A formacéo de biofilme foi influenciada pelo meio de cultura, visto que atividade
metabdlica foi mais elevada no meio RPMI1640 do que no meio YNB
suplementado com 0,2% glicose entre os isolados clinicos de C. glabrata stricto

Sensu.

> b5-fluorocitosina foi o farmaco mais eficaz in vitro frente a todos os isolados
clinicos de C. glabrata stricto sensu e o isolado clinico de C. nivariensis nas células

em suspensao.

» Resisténcia tanto ao fluconazol quanto a micafungina foram encontradas em

C. glabrata stricto sensu e C. nivariensis.

» Resisténcia a multidrogas como anfotericina B, fluconazol e micafungina foi

encontrada em um isolado de C. glabrata stricto sensu
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» Anfotericina B e micafungina foram os farmacos mais eficazes frente aos

isolados clinicos de C. glabrata stricto sensu na presenca do biofilme.

> Relacdes significativas foram encontradas entre a producédo de determinadas
enzimas hidroliticas e o perfil de suscetibilidade aos antifungicos testados, bem
como entre a producdo de enzimas hidroliticas e a formacdo de biofiime em C.

glabrata stricto sensu.
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First description of Candida nivariensis in Brazil: antifungal
susceptibility profile and potential virulence attributes

Maria Helena Galdino Figueiredo-Carvalho'/, Livia de Souza Ramos?, Leonardo Silva Barbedo',
Alessandra Leal da Silva Chaves®, llda Akemi Muramoto®, André Luis Souza dos Santos?,
Rodrigo Almeida-Paes', Rosely Maria Zancopé-Oliveira'

'Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Laboratério de Micologia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
“Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, Departamento de Microbiologia Geral,
Laboratério de Investigagio de Peptidases, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
*Instituto Nacional de Cancer, Laboratério de Micologia, Rio de Janeiro, R), Brasil

This study evaluated the antifungal susceptibility profile and the production of potential virulence attributes
in a clinical strain of Candida nivariensis for the first time in Brazil, as identified by sequencing the internal tran-
scribed spacer (ITS)1-5.8S5-1TS2 region and D1/D2 domains of the 28S of the rDNA. For comparative purposes, tests
were also performed with reference strains. All strains presented low planktonic minimal inhibitory concentrations
(PMICs) to amphotericin B (AMB), caspofungin (CAS), and voriconazole. However, our strain showed elevated
planktonic MICs to posaconazole (POS) and itraconazole, in addition to fluconazole resistance. Adherence to inert
surfaces was conducted onto glass and polystyrene. The biofilm formation and antifungal susceptibility on biofilm-
growing cells were evaluated by crystal violet staining and a XTT reduction assay. All fingal strains were able to
bind both tested surfaces and form biofilm, with a binding preference to polvstyrene (p < 0.001). AMB promoted
significant reductions (=50%) in biofilm production by our C. nivariensis strain using both methodologies. This re-
duction was also observed for CAS and POS, but only in the XTT assay. All strains were excellent protease producers
and moderate phytase producers, but lipases were not detected. This study reinforces the pathogenic potential of C.
nivariensis and its possible resistance profile to the azolic drugs generally used for candidiasis management.

Key words: Candida nivariensis - Brazil - antifungal resistance - hydrolytic enzymes - adherence - biofilm

Candida glabrata 1s an emerging pathogen in pub-
lic and private Brazilian hospitals (Colombo et al. 2013).
Moreover, it 1s the most common species of invasive fun-
gal infections among non-albicans Candida species in
North America (Lockhart et al. 2012, Pfaller et al. 2014)
and Central Europe (De Luca et al. 2012, Milazzo et al.
2014). Based on molecular analysis, two new species that
are closely related to and phenotypically resemble C. gla-
brata have been described: Candida nivariensis and Can-
dida bracarensis (Alcoba-Florez et al. 2005b, Correia et
al. 2006). C. nivariensis was first described in 2005 after
1t was isolated from clinical samples (bronchoalveolar la-
vage, blood culture, and urine) from three patients in the
Canary Islands, which are African islands under Spanish
rule (Alcoba-Florez et al. 2005b). MALDI-TOF analyses
were later demonstrated to be an efticient tool to differen-
tiate these species (Gorton et al. 2013). Since then, other
cases have been reported in Europe (Borman et al. 2008,
Gorton et al. 2013, Lopez-Soria et al. 2013. Swoboda-
Kopec¢ et al. 2014), Asia (Fujita et al. 2007, Wahyuningsih
et al. 2008, Chowdhary et al. 2010, Sharma et al. 2013, L1
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et al. 2014, Tay et al. 2014, Feng et al. 2015), and Australia
(Lockhart et al. 2009). The total number of C. nivariensis
1solates described 1n the literature has been low 1n these
countries. To the best of our knowledge, the isolation of
C. nivariensis n clinical samples has not been reported to
date in countries of North America and South America.

C. nivariensis isolates are less susceptible than C. gla-
brata isolates to the azolic antifungal agents [fluconazole
(FLCO), itraconazole (ITR), and voriconazole (VRC)] that
are commonly used in the treatment of candidiasis (Bor-
man et al. 2008). Thus, a periodic monitoring of this spe-
cles Is necessary to determine its antifungal resistance
profile (Fujita et al. 2007, Borman et al. 2008).

Virulence factors play a crucial role in the colonisa-
tion, adhesion, invasion, dissemination, and escape from
host defences. Compared with C. albicans, few studies
have addressed the expression of virulence factors in C.
glabrata, including the adhesion of the organism to host
cells and/or tissues as well as medical device surfaces,
biofilm formation, and the secretion of hydrolytic en-
zymes (e.g., proteases, lipases. and haemolysins) (Silva
et al. 2012). Furthermore, very little 1s known about the
virulence attributes of C. nivariensis (Fujita et al. 2007).

Based on the scarce knowledge of this pathogen, the
present study aimed to evaluate the antifungal suscepti-
bility profile and the production of virulence attributes
i a clinical strain of C. nivariensis isolated from a hos-
pital in Rio de Janeiro (RJ), Brazil. In parallel. two ref-
erence strains were included with the aim of comparing
the evaluated phenotypic markers.
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MATERIALS AND METHODS

Fungal strains, growth conditions, and biochemical
identification - We analysed a clinical fungal strain ob-
tained from a patient from a public hospital of RJ who
was diagnosed with non-Hodgkin’s lymphoma with le-
sions in the nasal cavities. The clinical strain [893391
strain/Brazilian National Cancer Institute (INCA)] was
1solated from a nasal secretion in 2004 and was identi-
fied by API 20 C AUX (bioMérieux, France) as C. gla-
brata. This strain was sent to the Mycology Laboratory
of the Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases, Oswaldo Cruz Foundation. RJ, for further
study. This fungal 1solate was grown on Sabouraud dex-
trose agar and Chromagar Candida medium (both at
37°C for 48 h) to evaluate 1ts viability and purity, respec-
tively. The confirmation of species was achieved by bio-
chemical analysis with the Vitek 2 system (bioMérieux)
using a YST card according to the manufacturer’s guide-
lines. In addition, two reference strains were included,
C. nivariensis WM 09.150 and C. glabrata ATCC 2001,
for comparative purposes.

Molecular identification - Yeast cells were recovered
from Sabouraud dextrose agar and used for DNA extrac-
tion with the Gentra® Puregene® Yeast and G* Bacteria
Kit (Qiagen, Germany). The clinical strain was identified
by sequencing the internal transcribed spacer (ITS)1-5.8S-
ITS2 region and DI/D2 domains of the 28S of the iIDNA
as previously described (Alcoba-Florez et al. 2005b). Se-
quences were edited using Sequencher™ v.4.9 and com-
pared by BLAST with sequences that were available from
the National Center for Biotechnology Information/Gen-
Bank database. Phylogenetic analyses were conducted us-
mg the MEGA 4.0.2 software (Tamura et al. 2007).

Antifungal susceptibility testing against planktonic
cells - In vitro antifungal susceptibility testing against
planktonic cells was performed according to the rec-
ommendations proposed by the Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) M27-A3 protocol (CLSI
2008a). Amphotericin B (AMB). posaconazole (POS),
caspofungin (CAS), FLC, ITR, and VRC (Sigma-Aldrich
Chemical Corporation, USA) were tested. Briefly, RPMI-
1640 medium with L-glutamine and without bicarbonate
(Gibco BRL, Life Technologies, The Netherlands), buft-
ered with 0.165 M 3-N-morpholinepropanesulfonic acid
(MOPS) at pH 7, was used for the broth microdilution
test. The moculum was prepared from a 24-h fresh Sa-
bouraud dextrose agar culture: the cells were harvested
i RPMI medium and diluted to approximately 1-5 = 10°
cells mL. The plates were incubated at 35°C for 24 h.
The minimal inhibitory concentrations of the drugs on
planktonic cells (PMICs) were determined according to
the CLSI M27-A3/ M27-S3 protocol (CLSI 2008a, b).

Production of hydrolvtic enzymes - The 1 vitro
production of extracellular hydrolytic enzymes was
measured using plate assays (Price et al. 1982). Briefly,
protease activity was evaluated using yeast carbon base
supplemented with bovine serum albumin (Riichel et al.
1982), phytase activity was evaluated using the calcium
phytate agar plate (Tsang 2011), phospholipase activity

was assessed using egg yolk agar plate (Price et al. 1982),
esterase activity was determined using the Tween agar
plate (Aktas et al. 2002), and haemolytic activity was as-
sayed using the blood agar plate (Luo et al. 2001). In this
set of experiments, aliquots (10 uL) of 48-h-old cultured
fungal cells (1 = 107 cells mL1) were spotted on the sur-
face of the agar medium and incubated at 37°C for up to
seven days. The diameter of the colony (a) and the di-
ameter of the colony plus the precipitation zone (b) were
measured using a digital paquimeter, and the enzymatic
activities were expressed as the Pz value (a/b), as previ-
ously described (Price et al. 1982). According to this defi-
nition, low Pz values indicate high enzymatic production
and, conversely, high Pz values indicate low enzymatic
production. The enzymatic activity was scored into four
categories: a Pz of 1.0 indicated no enzymatic activity, a
Pz between 0.999-0.700 indicated low enzymatic activ-
ity, a Pz between 0.699-0.400 indicated moderate enzy-
matic activity, and a Pz between 0.399-0.100 indicated
high enzymatic activity (Price et al. 1982).

Adhesion to abiotic substrates - The adherent ability
to abiotic substrates was tested using glass and polysty-
rene. The glass slide were first washed with Extran for
2 h and 70% ethanol for 30 min and were then sterilised
at 180°C for 2 h. Fungal cells (1 * 10 cells mL™) were
placed on glass slides and on 24-well polystyrene plates
and incubated at 37°C for | h. Subsequently, the abiotic
substrates were washed three times in phosphate-butf-
ered saline (PBS) to remove nonadherent cells. Five dif-
ferent microscopic fields were counted 1n each system
to express the number of total fungi adhering to these
substrates (Reinhart et al. 1985).

Production and antifungal susceptibility of biofilm-
Jforming cells - Fungal cell suspensions were adjusted to
1 = 10° cells mL™" in yeast nitrogen base (YNB) medium
supplemented with 0.5% glucose and transferred to 96-
well polystyrene microtitre plates. The plates were incu-
bated at 37°C for 48 h to allow biofilm formation. The
biomass formation was assessed using crystal violet (CV)
staining and the viable cells in biofilm were measured us-
ing a colorimetric assay that investigates the metabolic
reduction of 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-
5-[(phenylamino)carbonyl|-2H-tetrazolium  hydroxide
(XTT) (Sigma-Aldrich) to a water-soluble brown forma-
zan product (Peeters et al. 2008). Briefly, the wells were
washed three times in PBS to remove nonadherent cells.
An aliquot of 100 pL of 99% methanol was added to each
well for 15 min to fix the biofilm, and then the superna-
tant was discarded. Microplates were air-dried and 200
pL ot 0.4% CV solution was added to each well and incu-
bated at room temperature for 20 min. The dye solution
was discarded and the wells were washed with 200 pL
of sterile distilled water. Finally, 150 uL of 33% acetic
acid was added to the stained wells and the absorbance
was measured at 590 nm. For the XTT reduction assay,
a solution containing 200 puL PBS with 1 mg mL* XTT
(Sigma-Aldrich) and 0.4 mM menadione (Sigma-Aldrich)
was used. The plate was incubated in the dark at 37°C for
3 h. Thereafter, 100 pL of this solution was transferred to
another microplate and the colorimetric change was mea-
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sured at 492 nm using a microplate reader. After biofilm
formation, the YNB medium was discarded and the wells
were washed with 200 pL of PBS. Then, an aliquot of
100 pL of RPMI-1640 that was buffered with MOPS and
supplemented with the antifungals prepared according to
the CLSI M27-A3 protocol (CLSI 2008a) was added. The
plates were incubated at 37°C for 24 h. After this last in-
cubation, the CV staining and XTT reduction assay were
performed, as described above, to detect cell biomass and
viability. respectively. The minimum biofilm eradication
concentrations (MBECSs) were determined as the lowest
concentrations of the antifungal drug that were able to
reduce at least 50% of cell biomass or viability compared
with the drug free growth control well (Melo et al. 2011).

Statistical analysis - All experiments were performed
at least twice. The data were analysed statistically in dif-
ferent experimental groups using the Kruskal-Wallis
test. To compare data between groups, the Mann-Whit-
ney U test was used. p-values < 0.05 were considered to
be statistically significant. The statistical analyses were
performed using the Statistical Package for the Social
Sciences v.17.0, for Windows® (SPSS Inc, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Initially, the identification of the clinical strain
893391/INCA was reconfirmed to certify its authenticity
by mycology methodologies. The cultivation in chromo-
genic CHROMagar Candida medium generated white
colonies with a smooth texture. Subsequently, both the
carbohydrate assimilation and the metabolic enzymatic
profiles were evaluated using the Vitek 2 system. which
identified the clinical strain 893391/INCA as C. glabrata
(98% probability). However, phenotypic tests were not
able to discriminate among the three species of the C.
glabrata complex: therefore, molecular methods were
applied to confirm the identification of this clinical

strain (Alcoba-Florez et al. 2005b, Wahyuningsih et al.
2008, Romeo et al. 2009, Enache-Angoulvant et al. 2011,
Lopez-Soria et al. 2013).

Genomic sequences obtained from our clinical strain
showed 100% similarity with the GU199444 (ITS re-
gion) and AF313362 (D1/D2 domains) sequences found
in the GenBank database, thus confirming its identity
as C. nivariensis rather than C. glabrata (Figure). The
obtained sequences with respect to the 1TS1-5.8S-ITS2
region and D1/D2 domains of the 28S of the rDNA of the
893391/INCA strain were deposited in GenBank under
the accessions KJ957824 and KJ957825, respectively.

According to a simple review of the current pub-
lished literature (Alcoba-Florez et al. 2005a, Fujita et
al. 2007, Borman et al. 2008, Wahyuningsih et al. 2008,
Lockhart et al. 2009, Chowdhary et al. 2010, Gorton et
al. 2013, Lopez-Soria et al. 2013, Sharma et al. 2013, L1
et al. 2014, Swoboda-Kope¢ et al. 2014, Tay et al. 2014,
Feng et al. 2015), 55 isolates of C. nivariensis have been
described in 35 cases in European countries, 19 cases in
Asia, and one case report in Australia (Table I). There-
fore, there are no cases of C. nivariensis in the Ameri-
can continent. Hence. to the best of our knowledge, this
1s the first report of C. nivariensis in South America,
specifically in Brazil. C. nivariensis has been found in
different clinical samples, including bronchoalveolar la-
vage, blood, urine, catheter, sputum, lung biopsy, pleu-
ral fluid, vaginal swab, toenail, and other clinical speci-
mens, but until now, it has not been 1solated from a nasal
secretion as the 893391/INCA strain (Table I).

Concerning the antifungal susceptibility profile
(Table II), both the C. nivariensis 893391/INCA strain
and the reference strains presented low PMICs to AMB,
CAS, and VRC. The low MICs to AMB. CAS, and
VRC reported herein corroborate the results of previ-
ous studies (Chowdhary et al. 2010, Sharma et al. 2013,

C. glabrata KW998 AM 492797

C. bracarensis CBS10154 GU 199440
IC. nivariensis CBS59985 GU 199444

100 | 393391/INCA

002 0.00

C. glabrata IFM5520 AB363784

C. brac 153M AY589572
| C. nivaniensis UWOP S98-110.4 AF313362

100 | 893391/NCA

0.020 0.015 0.010

0.005

0.000

Dendrograms based on analysis of internal transcribed spacer (ITS) (A) and D1/D2 (B) regions of the 893391 strain and sequences from GenBank. The
evolutionary histories of both trees were inferred using the UPGM A method. The percentage of replicate trees in with the associated taxon clustered in
the bootstrap test (1,000 replicates) is show next to the branches. The evolutionary distances were computed using the maximum composite likelithood
method and were in expressed as the number of base substitutions per site. There were 700 ITS and 580 D1/D2 positions in the final dataset.
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TABLE 11
Antifungal susceptibility of Candida nivariensis and Candida glabrata planktonic and sessile cells

XTT
MBEC (mg L")/% reduction of viability

Ccv

MBEC (mg L")/% reduction of biomass

PMIC (mg L"Y/susceptibility profile”

C. glabrata C. nivariensis C. glabrata C. nivariensis C. glabrata

C. nivariensis

WM 09.150 ATCC 2001 893391/INCA WM 09.150 ATCC 2001 893391/INCA WM 09.150 ATCC 2001

893391/INCA

Antifungals

>16/72.8

= 16/73.1

> 16/34

> 8/63.7

>16/28.4

> 16/30.7

> 16/54.2

0.25/NA* 0.12/NA®?

0.25/NA®?

AMB
CAS
FLC
ITC

> 8/79.8

> 8/0

> 8/40.4

= 64/13.7

>8/22.8

> 8/31.6

0.12/S
8/SDD
0.06/S
0.03/S
0.03/NA*®

0.12/S
8/SDD

0.03/S
> 04/R

0.25/SDD

> 64/0

> 16/10.7

> 64/15

= 04/1.5

> 64/23.7

> 64/6.7

>16/0

> 16/16

=16/1.7

> 16/20.5

> 16/31.1

= 16/19.1

0.06/S
0.03/S
0.06/NA<

> 16/22

> 16/7

= 16/29.

> 16/20

= 16/54.5

> 16/41.7

> 16/13.1

0.25/S
2/NA¢

VRC
POS

> 16/13.

-
a3

> 16/6.9

>16/24.3

> 16/21.5

e (CLSI) M27-S3 (CLSI 2008b); &: the CLSI has not defined interpretative cut-offs for amphotericin B (AMB). In general, iso-

a: determined according to Clinical and Laboratory Standards Institut

his drug (CLSI 2008a); ¢: breakpoints not established by CLSI (CLSI 2008b, 2012); CAS: caspofungin;

ly to be resistant to t

(MIC) =1 mg L are like
; FLC: fluconazole; ITC: itraconazole; MBEC: minimum biofilm eradication concentration; NA: not applicable; PMIC: MIC of the drugs on planktonic cells; POS:

tory concentration
CV: crystal violet

=
=
=
=
=
=
=
[aa]
<
.
k=
=
o]
5]
2
=

CLT: clotrimazole;
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-2H-tetrazolium hydroxide.

/-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]

2-methoxy

posaconazole; R: resistant; S: susceptible; SDD: susceptible-dose dependent; VRC: voriconazole; XTT: 2,3-bis (

Gil-Alonso et al. 2015). However, only our strain showed
elevated PMICs for POS and ITC as well as FLC resis-
tance. In a study conducted by Borman et al. (2008), 16
1solates of C. nivariensis were tested for seven antifun-
gals, including POS and ITC. These 1solates showed high
PMIC values (2 and > 16 mg L7, respectively) to these
drugs. Similar results were found in the present study.
Other studies also revealed high FLC PMICs (Fujita et
al. 2007, Borman et al. 2008, Sharma et al. 2013) (64,
128, 16 mg L, respectively). Despite the lack of clinical
breakpoints (CBP) and defined epidemiological cut-off
values (ECV) for this species, C. nivariensis has been
described in the literature as an emerging pathogenic
fungus with a varying susceptibility to azoles (Borman
etal. 2008). According to the CBP and ECV of its sibling
species C. glabrata (Pfaller & Diekema 2012, Espinel-
Ingroff et al. 2014), our strain would be resistant to FLC
(PMIC > 64 mg L) and non-wild type to FLC (ECV > 8
mg L) and POS (ECV > 1 mg L) (Table II).

The pathogenicity of Candida species 1s associated
with a multitude of virulence factors, including the abil-
ity to evade host defences, adhesion to host tissue and/
or medical devices, the ability to form biofilm and the
production of tissue-damaging hydrolytic enzymes such
as proteases, lipases, and haemolysins (Silva et al. 2012).
Along this line of thinking, we demonstrated that the C.
nivariensis 893391/INCA strain, the C. nivariensis WM
09.150 reference strain, and the C. glabrata ATCC 2001
type strain were excellent protease producers (Table ITI),
with no significant differences in the Pz values of these
strains (p > 0.05). Jang et al. (2011) also found protease
activity in six of 38 C. glabrata isolates from fresh feral
pigeon faeces, but the production of proteases was mod-
erate (mean Pz = 0.65 + 0.17). Because C. glabrata does
not possess classical secreted aspartic protease genes in
its genome (Parra-Ortega et al. 2009, Silva et al. 2014),
we believe that the enzymatic degradation of albumin
verified herein may be due the production of yapsins
(YPS). YPS are a family of five nonsecreted glyco-
sylphosphatidyinositol (GPI)-linked aspartic proteases
in Saccharomyces cerevisiae that have homologues in
C. glabrata. which have a well-known role in cell wall
integrity (Krysan et al. 2003) and cell-cell interactions
(Silva et al. 2014). The role of YPS-family proteases
coded by 11 genes is known among the C. glabrata viru-
lence factors that have been described. The expression
of YPS genes significantly increases the capacity of the
fungus to survive inside human macrophages (Krysan
et al. 2005). Swoboda-Kopec et al. (2014) confirmed the
prevalence of three genes (YPS2, YPS4, and YPS6) in
the majority of C. glabrata strains isolated from clinical
specumens. However, the prevalence of these genes 1n
13 clinical 1solates of C. nivariensis was low (Swoboda-
Kope¢ et al. 2014). Regarding the phytase activity, C.
nivariensis 893391/INCA strain and C. nivariensis WM
09.150 reference strain presented a moderate production
of phytase, whereas the type strain of C. glabrafa exhib-
ited a low production of this enzyme (Table IIT). Phytase
1s a phosphohydrolase that cleaves phytate and releases
norganic phosphate and inositol, which are both essen-
tial nutrients for all living cells (Le1 & Porres 2003). In
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TABLE III

Production of hydrolytic enzymes, adhesion to abiotic substrates,
and biofilm formation detected in Candida nivariensis and Candida glabrata strains

Hydrolytic activities Adhesion to abiotic substrates (1 h) Biofilm
Species/code Protease (P)" Phytase (P)" Glass? Polystyrene® Biomass® Viability®
C. nivariensis
893391/INCA 0.347 £ 0.040 0.629=0.025 17.0 £ 44 254+49 0.330+£0.045 1.173£0.054
WM 09.150 0.375+0.000 0.634 +0.047 14.0+3.0 239+24 0.440+0.095 0.811 = 0.080
C. glabrata
ATCC2001 0.357+0.034 0.714£0.00 16.0£3.0 241453 0.858 £0.009 1.084£0.028

a: the protease and phytase activities were measured by the formation of a clear halo around the colony and expressed as Pz
value as previously described (Price et al. 1982) (the Pz value was scored into four categories: Pz of 1.0 indicated no enzymatic
activity, Pz between 0.999-0.700 indicated low enzymatic activity, Pz between 0.699-0.400 corresponded to moderate enzymatic
activity, and Pz between 0.399-0.100 mean high enzymatic activity); b: the results were expressed as number of fungal cells per
microscopic field; ¢: the biomass and viability of biofilm were measured by crystal violet incorporation at 540 nn and 2,3-bis
(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide reduction at 492 nm, respectively. All

the results were reported as the arithmetic means + standard deviation.

Candida species, such as the Candida parapsilosis com-
plex (Abi-Chacra et al. 2013), maintaining a supply of
mosttol and phosphate mediated by phytase seems to be
especially important for pathogen survival and persis-
tence in the host (Tsang 2011). In this study, the three
tested strains were negative for the production of phos-
pholipase, esterase, and haemolysins under the employed
experimental conditions. Udayalaxmi et al. (2014) did
not tind phospholipase activity in 14 C. glabrata strains
isolated from the genitourinary tract. but all of their C.
glabrata strains presented haemolytic activity.

C. nivariensis 893391/INCA strain, as well as both
reference strains, was able to bind to mert surfaces.
with a predilection to polystyrene compared to glass
(p < 0.001) (Table IIT). Adhesion is a crucial step for
beginning and establishing an infectious process. The
adhesive ability of Candida species 1s associated with
the presence of specific cell-wall glycoproteins known
as adhesins. The ability of C. glabrata to adhere to
host epithelial tissue is mediated by a number of GPI-
linked adhesion genes, including the EP4 gene family
(De Groot et al. 2008). In C. glabrata, the deletion of
the EPA1 gene reduces the in vitro adhesion to epithelial
cells, thus highlighting the essential role of this gene in
adherence to biotic substrates (Cormack et al. 1999, de
Las Peiias et al. 2003). In contrast, EP46-mediated adhe-
sion 1s engaged in strong hydrophobic interactions with
abiotic surfaces and 1s the principal adhesin mvolved 1
biofilm formation (El-Kirat-Chatel et al. 2015).

Biofilm formation is considered to be an important vir-
ulence attribute of Candida species and 1s associated with
recurrent mfections and treatment failures by linutmg the
penetration of drugs through the biofilm matrix (Mukher-
jee & Chandra 2004). In this study, C. glabrata ATCC
2001 type stramn produced a significantly greater amount
of biofilm biomass (p < 0.001) than did both C. nivarien-

sis 893391/INCA and C. nivariensis WM 09.150 reference
strain (Table TIT). The viability of cells forming biofilm
showed a sigmficant difference among C. nivariensis WM
09.150 and C. glabrata ATCC 2001 type strain (p < 0.05)
as well as between 893391/INCA strain and WM 09.150
(p < 0.05) (Table II). Our strain, however, showed a bio-
film profile of viability, as determined by the XTT assay,
which was more related to the C. glabrata ATCC 2001 type
strain (p > 0.05) (Table III). According to the literature, C.
glabrata clinical 1solates are capable of forming biofilm
and their presence during the infection has been associated
with higher morbidity and mortality rates compared with
1solates that are unable to form biofilm (Kumamoto 2002).

To determine whether antifungal agents (AMB, CAS,
FLC. ITC. VRC, and POS) could disarticulate the bio-
films, they were exposed to different concentrations of
antifungal agents. No significant reductions in the num-
ber of viable cells were observed for the lower concentra-
tions of antifungal agents tested against the three analysed
strains (data not shown). In the present study, the highest
tested concentration of AMB, CAS, and POS (16, 8§, and
16 mg L, respectively) was able to inhibit the viability
of C. nivariensis 893391/INCA strain by more than 50%
compared with the nontreated fungal cells. Similar results
with these antifungal drugs were found for the C. nivar-
iensis WM 09.150 reference strain and C. glabrata ATCC
2001 type strain. The reduction 1n viability for FLC, ITC,
and VRC was low, at less than 30% for each of the strains.
Concerning the total biomass (Table II), C. nivariensis
893391/INCA strain also presented a greater than 50% re-
duction of biomass at an AMB concentration of 16 mg/L.
The highest concentrations of the other antifungal drugs
vielded less than a 32% reduction in biomass for our clini-
cal strain. The two reference strains presented less than a
42% reduction 1 biomass for all of the highest concentra-
tions of the six tested antifungal drugs.
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We observed that our MBECs values are much high-
er than PMICs values for all six tested antifungal drugs.
Similar results were found for C. albicans. Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis,
and Candida metapsilosis (Melo et al. 2011). Fonseca
et al. (2014) evaluated the effects of FLC on the forma-
tion and control of C. glabrata biofilm and they did not
observe a reduction 1n the number of viable cells, even
when antifungal drugs were applied at high concentra-
tions. Therefore, further studies utilising higher antifun-
gal concentrations are necessary to better determine the
MBECs values of C. glabrata and C. nivariensis strains.

The present study describes, for the first time, the
1solation of C. nivariensis from an oncologic patient in
Brazil and reports its potential antifungal resistance to
FLC, which 1s the most common antifungal drug used
for candidiasis treatment. As a warning, other countries
in the Americas need to search for C. nivariensis by
means of molecular methods in their C. glabrata cul-
ture collections because standard biochemical analytical
methods are not sufficient to properly identify C. niva-
riensis. We strongly believe that the real incidence of C.
nivariensis in our continent may be underestimated due
to the lack of adequate molecular surveillance strategies.

In addition. to our knowledge, this 1s the first study to
evaluate the in vitro production of extracellular hydrolytic
enzymes and biofilm formation ability in clinical strain of
C. nivariensis. Further studies are needed to monitor the
frequency of this species in clinical 1solates, their poten-
tial virulence factors, and their susceptibility to antifun-
gals, mainly due to the phenomenon of azolic resistance.
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1. Introduction
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Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original work is properly cited.

Candida glabrata is a facultative intracellular opportunistic fungal pathogen in human infections. Several virulence-associated
attributes are involved in its pathogenesis, host-pathogen interactions, modulation of host immune defenses, and regulation of
antifungal drug resistance. This study evaluated the in vitro antifungal susceptibility profile to five antifungal agents, the
production of seven hydrolytic enzymes related to virulence, and the relationship between these phenotypes in 91 clinical strains
of C. glabrata. All C. glabrata strains were susceptible to flucytosine. However, some of these strains showed resistance to
amphotericin B (9.9%), fluconazole (15.4%), itraconazole (5.5%), or micafungin (15.4%). Overall, C. glabrata strains were good
producers of catalase, aspartic protease, esterase, phytase, and hemolysin. However, caseinase and phospholipase in vitro
activities were not detected. Statistically significant correlations were identified between micafungin minimum inhibitory
concentration (MIC) and esterase production, between fluconazole and micafungin MIC and hemolytic activity, and between
amphotericin B MIC and phytase production. These results contribute to clarify some of the C. glabrata mechanisms of
pathogenicity. Moreover, the association between some virulence attributes and the regulation of antifungal resistance encourage
the development of new therapeutic strategies involving virulence mechanisms as potential targets for effective antifungal drug
development for the treatment of C. glabrata infections.

In the last decade, two new species phenotypically related
to C. glabrata have been described in the literature: Candida

Candida glabrata is a facultative intracellular opportunistic
fungal pathogen, with the ability to survive and replicate in
several cell types, such as osteoblasts [1], neutrophils [2],
and macrophages [3]. This yeast can be isolated from differ-
ent areas of the human body such as mouth, gastrointestinal
tract, and vaginal mucosa, without causing disease in most
individuals [4]. Nevertheless, due to the increased use of
immunosuppressive drugs and the advent of AIDS, the fre-
quency of C. glabrata infections has significantly increased
worldwide in the last years [5-8].

nivariensis and Candida bracarensis. These three species are
phenotypically indistinguishable, but genetically heteroge-
neous [9, 10]. It is necessary to periodically monitor the C.
glabrata species complex in order to determine the frequency
of these clinically relevant Candida species, their geographi-
cal distribution, their virulence attributes, and their propen-
sity to harbor antifungal resistance mechanisms [11, 12].
The therapeutic and prophylactic use of azole antifungals
administered for prolonged periods to invasive candidiasis
treatment, especially in immunocompromised patients, has



contributed to the increase phenomenon of resistance in C.
glabrata (5, 7, 13]. The echinocandins have emerged as pre-
ferred agents for most episodes of candidemia and invasive
candidiasis according to the recent guideline for the manage-
ment of candidiasis [14]. Nevertheless, echinocandin resis-
tance is increasing in C. glabrata [15], including among
fluconazole-resistant isolates [5, 15, 16].

The pathogenicity of Candida spp. is facilitated by
expression on several virulence-associated factors, especially
the adherence to host cells, the ability to form biofilms, the
resistance to hydrogen peroxide and derivatives, and the
capacity to produce and secrete hydrolytic enzymes, particu-
larly proteases, phospholipases, and hemolysins [17, 18]. In
comparison with C. albicans, there are fewer studies about
the potential virulence attributes produced by C. glabrata.

The present study aimed to evaluate the in vitro antifungal
susceptibility profile, the production of hydrolytic enzymes,
and the relationship between these phenotypes in a collection
of C. glabrata clinical strains isolated from Brazilian hospitals.

2. Materials and Methods

2.1. Fungal Strains. A total of 91 yeast strains, collected
between 1998 and 2015 in two tertiary hospitals located in
Rio de Janeiro, Brazil, and preliminarily identified by the
API 20C AUX (bioMérieux, France) as C. glabrata, were
included in this study. Strains were isolated from several clin-
ical specimens, such as gastric aspirate (n = 1); renal abscess
secretion (n =1); pleural fluid (1= 1); secretion of surgical
drain (n = 1); secretion of postoperative wound (n = 1); ascitic
fluid (n=2); abdominal secretion (1=3); peritoneal fluid
(n =4); sputum (1 = 4); venous catheter (n = 4); bronchoalve-
olar lavage (n = 5); vaginal secretion (1 = 7); feces (n = 9); tra-
cheal secretion (n = 10); urine (n = 13); and blood (n = 25).
Before the experiments, these clinical strains were recovered
from storage (—20°C) and grown on Sabouraud Dextrose Agar
and CHROMagar Candida medium (both at 37°C for 48 h) in
order to evaluate their viability and purity, respectively. The
phenotypic confirmation of the species after storage was
achieved by a biochemical analysis with the Vitek 2 system
(bioMérieux, Marcy-L’Etoile, France) using the YST card
according to the manufacturer’s guidelines. In addition, C.
glabrata ATCC 2001 type strain was included as a control
strain in all experiments.

2.2. Molecular Identification. Yeast cells obtained from pure
colonies were recovered from Sabouraud Dextrose Agar
and used for DNA extraction with the Gentra® Puregene®
Yeast and G+ Bacteria Kit (Qiagen®). The strains were
identified by sequencing the ITS1-5.8S-ITS2 region of the
rDNA as previously described [9], using the primers
ITS1 (5“TCCGTAGGTGAACCIGCGG-3) and ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). Sequences were edited
using the Sequencher™ version 4.9 and compared by BLAST
with sequences available from the NCBI/GenBank database.

2.3. Antifungal Susceptibility Testing. In vitro antifungal sus-
ceptibility testing was performed according to the recommen-
dations proposed by the Clinical and Laboratory Standards
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Institute (CLSI) M27-A3 protocol [19]. Amphotericin B
(AMB), fluconazole (FLC), itraconazole (ITC), micafungin
(MCF), and 5-flucytosine (5-FC) (Sigma-Aldrich Chemical
Corporation, St. Louis, MO, USA) were tested. Briefly,
RPMI 1640 medium with L-glutamine and without bicar-
bonate (Gibco BRL, Life Technologies, Woerden, The
Netherlands), buffered with 0.165M 3-N-morpholinepro-
panesulfonic acid (MOPS), pH 7.0, was used for the broth
microdilution test. Two-fold dilutions of the drugs were
performed and distributed in 96-well flat bottom plates
in concentrations ranging from 64-0.125ug/mL for FLC
and 5-FC, 8-0.015ug/mL for AMB and ITC, or 4-
0.008 pug/mL for MCF. The fungal inoculum was prepared
from a 24h Sabouraud Dextrose Agar culture incubated at
35°C; the cells were harvested in RPMI medium and
diluted to about 1-5x 10" cells/mL. The plates were incu-
bated at 35°C for 24h. The minimal inhibitory concentra-
tions (MIC) of the drugs were determined according to
the CLSI M27-A3 recommendations [19]; and the MIC
values for AMB, ITC, and 5-FC were interpreted following
the CLSI M27-S3 protocol; and the MIC values for FLC
and MCF were interpreted according to the CLSI M27-
S4 protocol [20, 21]. MICs were validated after a second
experiment performed under the same conditions with
the same MIC value verified for each strain.

2.4. Production of Hydrolytic Enzymes. The production of
hydrolytic enzymes was carried out in agar plate assays as
described previously by Price et al. [22]. Briefly, the aspartic
protease activity was determined using 1.17% yeast carbon
base medium supplemented with 0.2% bovine serum albu-
min according to Riichel et al. [23]. Caseinase activity was
assessed using Sabouraud Dextrose Agar provided with 1%
casein as previously described by Ziccardi et al. [24]. The
determination of phospholipase activity was performed using
the egg yolk agar plate method (2% glucose, 1% peptone,
0.5% yeast extract, 4% NaCl, 0.074% CaCl,, 1.5% agar, then,
2% of fresh egg yolk was added to the medium) as previously
described by Price et al. [22]. The esterase production was
assayed using the Tween agar plate (0.5% yeast extract, 1%
peptone, 0.01% CaCl,, 1.5% agar, and 0.1% Tween 80,
pH 7.0) according to Aktas et al. [25]. Phytase activity was
evaluated using the calcium phytate agar (1% glucose,
0.05% (NH,),S0,, 0.02% KCI, 0.01% MgSO,-7H,0, 0.2%
calcium phytate, 0.05% yeast extract, 0.0005% MnSO,,
0.0005% FeSO,, and 1.5% agar, pH7.0) according to Tsang
[26]. The hemolytic activity was evaluated in a commercial
blood agar plate assay (Plast Labor, Brazil). To determine
enzymatic activities, aliquots (10 ul) of 48 h old cultured fun-
gal cells (107 cells) were spotted on the surface of each agar
medium and incubated at 37°C for up to 7 days. The colony
diameter (a) and the diameter of the colony plus the precip-
itation zone (b) were measured by a graduated ruler, and the
enzymatic activities were expressed as Pz value (a/b) as previ-
ously described [22]. The Pz value was scored into four cate-
gories: Pz of 1.0 indicated no enzymatic activity; Pz between
0.999 and 0.700 indicated weak producers; Pz between 0.699
and 0.400 corresponded to good producers; and Pz lower
than 0.399 meant excellent producers [22].
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Determination of catalase activity was performed using a
semiquantitative assay with slight modifications according to
Metchock et al. [27]. In brief, screw-cap tubes containing
Sabouraud Dextrose Agar medium were inoculated with
200 uL of a suspension of C. glabrata cells corresponding to
the 0.5 McFarland standard and incubated at 37°C for 48 h.
After this incubation, 1 mL of a freshly prepared 1:1 mixture
of 10% Tween 80 and 30% hydrogen peroxide was added to
the cultures. The column bubble was measured in millime-
ters after 5 min at room temperature. Uninoculated medium
was used as a negative control. A column of bubbles of
<45mm was classified as low catalase producers, while a
column bubble of >45mm was classified as high catalase
producers [27].

Since media and conditions may play a key role in
the gene expression of the enzymes studied, all enzymatic
tests were performed with culture media prepared from a
single bottle and tested using the same equipment. Moreover,
all the tests for the determination of production of hydrolytic
enzymes were performed in duplicate, and results of
enzymatic activities are presented as mean +standard
deviation (SD).

2.5. Statistical Analysis. The statistical analyses were per-
formed with the GraphPad Prism 5 computer software®.
The correlation between MIC values and the enzymatic
activity was performed using the Spearman’s rank correla-
tion, since the variables do not meet the bivariate normal
distribution assumption. The strength of the relationship
between paired data was interpreted through the Spearman’s
correlation coefhicient (r,) analysis, where the closer r_ is to
+1, the stronger the relationship. Additionally, strains were
grouped according to their susceptibility profile (suscepti-
ble-dose dependent/resistant for FLC; susceptible/nonsus-
ceptible for other drugs), and the median value of the
enzymatic activity of each group was compared using the
Mann-Whitney U test. P values of 0.05 or less were consid-
ered to be statistically significant in all tests.

3. Results

3.1. Phenotypic and Molecular Identification of Fungal
Strains. All the 91 clinical yeast strains produced colonies
with a coppery pigment and smooth texture on chromogenic
CHROMagar Candida medium, and contamination or
mixed colonies were not detected. According to the biochem-
ical analysis by the Vitek 2 system, these strains were identi-
fied as C. glabrata with an average probability of 98%.

Moreover, all the 91 yeast strains were identified
through sequencing of ITSI-5.8S-ITS2 region of the
rDNA. These clinical strains showed 99-100% similarity
when compared to the C. glabrata AY939793 sequence
deposited in the GenBank database, thus confirming their
identity as C. glabrata. No C. nivariensis or C. bracarensis
was found in this study. The obtained sequences to ITSI-
5.85-1TS2 region of the clinical strains were deposited in
GenBank under the accession numbers KX450781-
KX450814, KX450816-KX450833, KX450835-KX450861,
and KX450863-KX450874.
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3.2. Susceptibility of C. glabrata against Five Antifungal
Drugs. Concerning the antifungal susceptibility profile
(Table 1), all the 91 clinical strains of C. glabrata were suscep-
tible to 5-FC. However, some of these strains showed resis-
tance to AMB, FLC, ITC, or MCF. In brief, nine C. glabrata
strains (9.9%) were likely to be resistant to AMB as follows:
five strains exhibited MIC of 2 ug/mL, one strain presented
MIC of 4 ug/ml, and three strains exhibited MIC of 8 pg/ml
to this polyene agent. FLC was the azole with the highest
number of resistant strains (MIC =64 ug/mL). A total of 14
strains (15.4%) were resistant to FLC, whereas five (5.5%)
presented resistance to I'TC. Fourteen strains of C. glabrata
(15.4%) exhibited MIC > 0.12 yg/mL to MCF.

The C. glabrata ATCC 2001 type strain was classified as
susceptible-dose dependent to FLC (MIC of 8 ug/mL) and
susceptible to AMB, ITC, MCF, and 5-FC (MIC of 0.12,
0.06, 0.06, and 0.12 ug/mL, resp.).

Eleven of the 91 strains tested (12.1%) were classified as
resistant to at least two antifungal drugs. Table 2 summarizes
the resistance profile of the Brazilian tested clinical strains
of C. glabrata.

Association between resistance and the clinical origin of
strains or year of isolation was not detected for any of the
tested antifungal drugs (P > 0.05).

3.3. Production of Hydrolytic Enzymes. In this set of experi-
ments, the in vitro abilities of the C. glabrata to produce pro-
teases (aspartic protease and caseinase), phospholipase,
esterase, phytase, hemolysin, and catalase were evaluated.
Phospholipase and caseinase activities were not detected
under the employed experimental conditions for any of the
tested strains. Eighty-seven strains of C. glabrata (95.6%)
were able to produce aspartic protease (Pz ranging from
0.100 to 0.583), while four strains (4.4%) showed no enzy-
matic activity for this hydrolytic enzyme (Pz = 1.0). The clin-
ical strains of C. glabrata producing aspartic protease were
classified as follows: 30 clinical strains (33.0%) were consid-
ered excellent producers (Pz ranging from 0.100 to 0.395),
and 57 clinical strains (62.6%) were classified as good pro-
ducers (Pz ranging from 0.400 to 0.583).

Esterase was detected in 51 C. glabrata strains (56.0%),
being one strain (1.1%) classified as excellent esterase pro-
ducer (Pz mean=0.393+0.050), 48 strains (52.7%) were
considered good producers (Pz ranging from 0.414 to
0.667), and two strains (2.2%) were considered weak
producers (Pz ranging from 0.762 to 0.800).

Regarding the phytase production, all the strains were
positive (Pz ranging from 0.114 to 0.762), in which 10 strains
(11.0%) were considered excellent producers (Pz ranging
from 0.114 to 0.380), 80 strains (87.9%) were classified as
good producers (Pz ranging from 0.400 to 0.692), and one
strain (1.1%) was considered weak phytase producer (Pz
mean =0.762 + 0.050).

Hemolytic activity was observed in 90 C. glabrata strains
(98.9%), being one strain (1.1%) considered excellent pro-
ducer of hemolysins (Pz mean=0.385 +0.000), 82 strains
(90.1%) classified as good producers (Pz ranging from 0.409
to 0.688), and seven strains (7.7%) were considered weak
producers (Pz ranging from 0.722 to 0.795).
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TasLE 1: In vitro antifungal susceptibility profile in 91 Brazilian clinical strains of Candida glabrata.

MIC (ug/mL) CLSI interpretation

Antifungals Number of strains (%)

Range MIC,/MIC,, GM S SDD or I R
Ampbhotericin B' 0.06-8 0.5/2 0.61 82 (90.1) — 9(9.9)
Fluconazole® 0.5-z64 16/64 11.23 — 77 (84.6) 14 (154)
Itraconazole! 0.016-4 0.25/0.5 0.22 31 (34.1) 55 (60.4) 5(5.5)
Micafungin® 0.016-1 0.06/0.25 0.08 51 (56.0) 26 (28.6) 14 (15.4)
S—I:lucytusinel 0.12 0.12/0.12 0.12 91 (100.0) — —

MIC: minimal inhibitory concentration; CLSL clinical and laboratory standards institute; GM: geometric mean; S: susceptible; SDD: susceptible-dose
dependent; I: intermediary; R: resistant. 'Breakpoints established by M27-53 protocol [20]. In sum, strains with amphotericin B MIC > 1 ug/mL are likely to
be resistant to this drug; itraconazole MIC <0.125 pg/mL are likely to be susceptible, 0.25 < MIC < 0.5 pg/mL are likely to be intermediary, and MIC> 1 ug/
mL are likely to be resistant to this drug; 5-flucytosine MIC < 4 pg/mL are likely to be susceptible, 8 < MIC < 16 yug/mL are likely to be intermediary, and
MIC =32 pg/mL are likely to be resistant to this drug. *Breakpoints established by M27-84 protocol [21]. In sum, C. glabrata strains with fluconazole
MIC < 32 pg/mL are likely to be susceptible-dose dependent and MIC > 64 pg/mL are likely to be resistant to this drug; C. glabrata strains with micafungin
MIC < 0.06 prg/mL are likely to be susceptible, MIC = 0.12 pg/mL are likely to be intermediary, and MIC = 0.25 pg/mL are likely to be resistant to this drug.

TasLE 2: Resistance to at least two antifungal drugs in Brazilian clinical strains of Candida glabrata.

Clinical specimen (number of strains)

Antifungals Number of strains (%)
AMB and FLC 5(5.5)
AMB, FLC, and MCF 1(1.1)
FLC and ITC 2(22)
FLC and MCF 2(22)
FLC, ITC, and MCF 1(LD)

Bronchoalveolar lavage (1), pleural fluid (1), blood (2), vaginal secretion (1)

Feces (1)
Sputum (1), urine (1)
Blood (1), vaginal secretion (1)

Vaginal secretion (1)

AMB: amphotericin B; FLC: fluconazole; ITC: itraconazole; MCF: micafungin.

The C. glabrata ATCC 2001 type strain was considered
an excellent aspartic protease producer (Pz mean=0.357
+0.034) and a weak producer of phytase (Pz mean=0.714
+0.000). Caseinase, phospholipase, esterase, and hemolytic
activities were not detected under the employed experimental
conditions for this strain.

The activity of catalase was detected in all C. glabrata
strains studied, including C. glabrata ATCC 2001 type strain.
All the strains produced bubbles almost immediately after
hydrogen peroxide hydrolysis, and these strains were classi-
fied as high catalase producers.

The profile of hydrolytic enzymes related to virulence of
the strains was not related to the clinical origin of the strains
nor the year of strain isolation (P > 0.05).

3.4. Relationship between Antifungal Susceptibility Profile and
Virulence Attributes. Spearman’s correlation revealed signifi-
cant associations between phytase production and AMB
MIC, hemolysin production and FLC MIC, esterase produc-
tion and MCF MIC, and hemolysin production and MCF
MIC (Table 3). According to the r, analysis, phyatse Pz and
AMB MIC, hemolysin Pz and FLC MIC, hemolysin Pz and
MFC MIC have a negative monotonic correlation, whereas
esterase Pz and MCF MIC are positively monotonically cor-
related. Moreover, the strength of all negatively correlated
variables was classified as weak, and the esterase/MCF corre-
lation was classified as moderate.

Regarding the enzymatic activities of strains grouped
according to their susceptibility profile, differences in the

median production value of all studied hydrolytic enzymes
were not detected in strains of C. glabrata with different sus-
ceptibilities to AMB (P > 0.05). However, statistically signifi-
cant differences on the median esterase Pz values were
noticed between strains with different MCF susceptibility
profiles and also on the median Pz values for hemolytic activ-
ity between strains with different FLC, I'TC, and MCF suscep-
tibility profiles (Figure 1).

4, Discussion

Phenotypic methods are not able to discriminate among C.
glabrata, C. nivariensis, and C. bracarensis [9, 10]. Therefore,
as suggested by others authors [9, 28], a molecular method
based on sequencing of ITS1-5.85-1TS2 region of the IDNA
was employed to conclude the identification of the clinical
strains analyzed in this study. C. glabrata was the sole species
found. These results are in agreement with the previous stud-
ies (12, 29], showing the high prevalence of C. glabrata taken
into consideration the C. glabrata species complex. The cor-
rect identification of yeast species causing invasive mycoses is
fundamental to ensure proper management of the patient
and specific, early, and effective antifungal therapy [9, 30, 31].

Among the antifungal agents used in the management of
candidiasis, we can highlight the amphotericin B, flucona-
zole, itraconazole, voriconazole, posaconazole, isavucona-
zole, echinocandins, and 5-flucytosine [14]. Unfortunately,
only FLC and the echinocandins have clinical breakpoints
described by the CLSI to C. glabrata [21]. Although no
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TasLe 3: Correlation between production of five potential fungal virulence-related enzymes and minimum inhibitory concentrations of four
different antifungal drugs in 91 Brazilian clinical strains of Candida glabrata.

Antifungals

Hydrolytic enzymes, P* (r,)

Aspartic protease Esterase Phytase Hemolysin Catalase
Ampbhotericin B 0.7409 (0.04) 0.3865 (0.09) 0.0353 (-0.22) 0.1771 (-0.14) 0.2567 (0.12)
Fluconazole 0.7230 (-0.04) 0.1493 (0.15) 0.0910 (-0.18) 0.0040 (—0.30) 0.4128 (-0.09)
ITtraconazole 0.6495 (0.05) 0.4667 (0.08) 0.3749 (0.09) 0.1418 (-0.16) 0.8592 (-0.02)
Micafungin 0.0559 (-0.20) <0.0001 (0.40) 0.3768 (-0.09) 0.0034 (-0.30) 0.0922 (-0.18)

* P values of 0.05 or less (in bold) were considered statistically significant.
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Figure 1: Differential expression of hydrolytic enzymes by 91 Candida glabrata strains with different susceptibility profiles against antifungal
drugs: (a) hemolytic activity of strains regarding fluconazole susceptibility; (b) hemolytic activity of strains regarding itraconazole
susceptibility; (c) hemolytic activity of strains regarding micafungin susceptibility; and (d) esterase activity of strains regarding micatungin
susceptibility. Straight lines in each group represent the median for that group. In all the cases, differences between medians of groups
with different susceptibility profiles were statistically significant (P < 0.05).

clinical breakpoints for AMB have been suggested, the CLSI
document indicates that MIC values for this antifungal drug
higher than 1 pg/mL are suggestive of resistance [19], the rea-
son for the inclusion of this drug in our analysis. Clinical
breakpoints for caspofungin and C. glabrata have been
described. However, some studies have pointed that the

broth microdilution testing is not suitable for caspofungin
MIC determination, since unexplained interlaboratory dif-
ferences are very common for this drug [32-34], and there-
fore caspofungin was not included in this study. Instead,
MCEF was chosen to check whether virulence attributes regu-
late echinocandins’ resistance, since this drug does not raise



the same problems observed during MIC determination of
caspofungin [34].

In this study, the majority of C. glabrata strains presented
aMIC <1 pg/mL to AMB. Fluconazole and micafungin resis-
tance were noted among some C. glabrata strains. Similar
results were observed in a Portuguese multicenter survey
[35] and in a global study developed during the 2014
SENTRY antifungal surveillance program. [36]. However,
previous studies developed in Peru [37] and Brazil [38], with
a small number of strains (N =8 and 15 isolates, resp.) did
not find C. glabrata strains with AMB MIC > 1 pg/mL.

According to the clinical breakpoints for C. glabrata, it
was observed that the frequency of resistant strains was
higher to FLC and MCF. Moreover, some C. glabrata strains
were resistant to both FLC and MCF. Similar results were
found in other studies showing that fluconazole-resistant C.
glabrata isolates were resistant to one or more echinocandins
[5, 15]. Echinocandins’ resistance appears to be associated
with prior exposure to these drugs as well as the presence
of FKS mutations [15, 16], while azole’s resistance can be
the result of an alteration of the lanosterol 14a-demethylase
target enzyme by either overexpression or mutations in its
encoding gene ERGII [39], or overexpression of efflux
pumps mediated by the activation of expression of ATP-
binding cassette (ABC) or major facilitator superfamily
(MES) transporters [40-42].

In this study, flucytosine demonstrates the greatest
in vitro antifungal activity against C. glabrata clinical strains.
However, in vivo, this drug is usually given in combination
with another antifungal agent due to a high rate emergence
of resistance during monotherapy for candidiasis [14].

In addition to the CLSI method employed in this
study, the only other international standard method for
antifungal susceptibility testing of yeasts is that published
by European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) [43]. Pfaller et al. [44] compared these
two standardized methods for 10 antifungal agents, includ-
ing amphotericin B, fluconazole, itraconazole, micafungin,
and flucytosine against a collection of clinical isolates of
Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
and C. krusei. The results indicate that the CLSI and
EUCAST methods produce similar results for antifungal
susceptibility testing against the five most common species
of Candida, indicating that their use should not result in
resistance profiles different enough to affect direct treat-
ment decisions.

In Candida species, extracellular hydrolytic enzymes
facilitate the nutrition, adherence, colonization, penetration
of tissues or cells, invasion, dissemination, and escape from
host immune responses [18, 45]. Moreover, secretion of
hydrolytic enzymes has the ability to regulate Candida spp.
antifungal drug resistance [46].

Aspartic proteases are enzymes with high proteolytic
activity and stability at acid pH [47]. These enzymes control
several steps in innate immune evasion, and they degrade
proteins related to immunological defense such as antibodies,
complement, and citokines, allowing the fungus to escape
from the first line of host defenses [48]. Moreover, a study
developed by Silva et al. [46] suggests that naturally resistant
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Candida spp. or isolates that have developed resistance after
prolonged exposure to drugs may present an increase in the
secretion pattern and proteolytic activity of secreted aspartic
proteases (SAP), but more studies are needed to elucidate its
relation. In our study, most strains of C. glabrata were
classified as good aspartic protease producers. However,
C. glabrata does not possess classical SAP genes in its
genome (46, 49]. Probably the enzymatic degradation of
albumin verified herein may be due to the production of
yapsins. The yapsins (YPS) are a family of five nonsecreted
glycosylphosphatidyinositol-linked aspartic proteases that
have a well-known role in cell wall integrity and increase
the capacity of the fungus to survive inside human macro-
phages [50]. A study developed by Swoboda-Kopec¢ et al.
[51] confirmed the prevalence of three genes (YPS2,
YPS4, and YPS6) in the majority of C. glabrata strains
isolated from clinical specimens.

Casein is a mixture of phosphoproteins that can be
hydrolyzed by a series of enzymes collectively called casei-
nases. These enzymes belong most likely to the metallo and
serine protease families [52]. Caseinase activity was not
detected under the employed experimental conditions for
any of the tested C. glabrata strains. However, these results
were discordant from those found by Abbes et al. [53]
who reported caseinase activity in 16 C. glabrata isolates.
Secretion of caseinase has also been observed in Candida
parapsilosis sensu stricto [24], Candida haemulonii species
complex [54], and Yarrowia lipolytica [53]. Pirninen et al.
[55] identified a serine protease in C. glabrata linked to
the fungal cell wall, but its role in virulence of C. glabrata
remains uncertain.

Phospholipases and esterases are extracellular lipolytic
enzymes involved in virulence of Candida spp. [24, 54]. Their
possible functions include digestion of lipids for nutrient
acquisition, adhesion to cells and tissues of the host, synergis-
tic interactions with other enzymes, nonspecific hydrolysis,
initiation of inflammatory processes by affecting cells of the
immune system, and self-defense [56]. In this work, none
of the C. glabrata strains had detectable levels of phospholi-
pase. Udayalaxmi et al. [57] also did not find phospholipase
activity in 14 C. glabrata clinical strains isolated from the
genitourinary tract. A study from Brazil detected phospholi-
pase activity by the agar plate methodology only in one C.
glabrata strain isolated from the nasolacrimal duct outlet of
a horse [58], thus confirming the low phospholipase pro-
duction in C. glabrata, especially those isolated from
human clinical specimens. In a survey among Candida
vaginal isolates from Egypt, phospholipase activity was
observed in a small number of C. glabrata strains. This
same study also detected the phospholipase PB2 gene in
a few strains studied. On the other hand, the incidence
of the phospholipase PBI gene in the Candida population
studied was high, ranging from 87.5% to 95%, depending
on the patient history for diabetes [59].

Esterase production was the virulence-related phenotype
with more variation among the strains of this study. In a
study from Iran with eight C. glabrata strains isolated from
the oral mucosa, the esterase production showed less varia-
tion than the present work, with most strains classified as
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esterase producers [60]. On the other hand, a study from
Turkey revealed that only one from 14 C. glabrata strains
isolated from bloodstream infection was considered positive
in the esterase agar assay. These data suggest that esterase
production in C. glabrata may be highly heterogeneous
according to the source of the clinical material or the geo-
graphic region from which the strains were isolated. A major
production of esterase was observed in MCF susceptible C.
glabrata strains. Enzymes with the ability to degrade chitin
are also classified as esterases [61], and high chitin levels
are associated with a resistance to caspofungin in some
Candida species [62]. We are unaware to what extent the
esterase agar plate assay employed in this study can also
detect chitin desacetylases or if the expression of genes for
all esterase families has the same regulation in C. glabrata
strains. The Spearman’s correlation analysis revealed that as
MCF MIC increases, esterase production does not increase,
which could be the reflex of a higher chitin content in the cell
walls of resistant strains due to a lower chitin degradation.
Further studies are under way to check this hypothesis.

Phytase is a phosphohydrolase that cleaves phytate-
releasing inorganic phosphate and inositol, two essential
nutrients for all living cells [63]. In this study, phytase activity
was detected in all C. glabrata strains. Similar results have
been reported in different Candida spp., including C. glab-
rata [26], Candida parapsilosis species complex (24, 64],
and Candida haemulonii species complex [54]. In Candida
spp., the maintenance of a supply of inositol and phosphate
mediated by phytase seems to be especially important for
pathogen survival and persistence in the host [26]. It was
observed that as AMB MIC increases, phytase production
does not decrease in the C. glabrata strains of our study. To
the best of our knowledge, there are no reports of a correla-
tion between phytase production and AMB MIC. Although
we were not able to find differences between median phytase
Pz values among susceptible and resistant AMB strains,
the P value obtained by the Mann-Whitney test was low
(P=0.07), and the difference observed between the two
statistic tests may be explained by the low number of
AMB-resistant strains in the studied population.

Iron uptake is one of the fundamental requirements for
pathogenic fungi to survive and grow into their hosts. There-
fore, their survival depends on specialized mechanisms in
order to adapt to the restrictions of micronutrients during
pathogenesis. In general, fungi have to lyse red blood cells
to assimilate the iron associated with hemoglobin [65]. Only
one of the C. glabrata strains of this study was unable to
produce hemolysins, results that agree with previous publica-
tions [66-68], reflecting the importance of this virulence
factor for this yeast. In fact, iron uptake mechanisms have
been demonstrated as necessary for virulence in C. glabrata
[69]. Iron uptake is also involved in resistance of Cryptococ-
cus neoformans [70] and Candida species [71] to FLC.
During FLC resistance acquirement by a C. glabrata strain
exposed to crescent concentrations of this azole, an enhance-
ment of hemolytic activity associated with an overexpression
of the hemolysin gene was also observed [72]. Therefore, we
would expect that azole-resistant strains would express more
hemolysins. Since low numbers of FLC and ITC cross-
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resistance were observed in our study, we could speculate
that the different iron-dependent mechanisms regulate resis-
tance to the different azoles. Surprisingly, it was also noticed
that expressions of hemolysins were higher in C. glabrata
strains resistant to MCF. A synergistic effect between MCF
and deferasirox, an iron chelator, has been described for
Pythium insidiosum, suggesting that iron enhances resistance
to this echinocandin [73]. Our results support that a similar
mechanism occurs in C. glabrata. In sum, iron uptake is asso-
ciated not only to azole resistance in C. glabrata, but also to
the resistance to echinocandin drugs, such as MCF. These
results encourage the development of new therapeutic strate-
gies involving iron depletion, already described tor C. albi-
cans [74], for the treatment of invasive C. glabrata infections.

Catalase was expressed by all tested strains. However, no
correlation was observed between the activity of this enzyme
and the antifungal susceptibility of these clinical isolates. C.
glabrata possesses both enzymatic and glutathione mecha-
nisms to resist to the oxidative stress induced by the host
immune defenses [75], and our results reinforce the impor-
tance of enzymatic mechanisms to maintain redox homeo-
stasis in clinical C. glabrata strains.

5. Conclusions

These findings contribute to a better understanding of the
C. glabrata pathogenesis, showing that aspartic protease,
esterase, phytase, hemolysin, and catalase are present in
strains from clinical origin. Moreover, the association
between expression of some virulence factors with the
antifungal resistance to polyenes, azoles, and echinocan-
dins encourages the development of new therapeutic syn-
ergistic strategies involving virulence mechanisms such as
hydrolytic enzymes as potential targets against drug resis-
tance in C. glabrata infections.
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ANEXO A - Intervalo da concentracéo inibitéria minima para os diferentes farmacos
antifangicos frente as cepas de referéncia de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei
ATCC 6258.

Number 15

M27-33

Table 6. Recommended 24- and 48 Hour MIC Limits for Two Quality Control Strains for Broth

Microdilution. (From Barry AL, Pfaller MA, Brown 8D, et al. Quality conirel limiis for breth mierodilution susceptibility
tests of ten antifungal agents. 7 Clin Micrebiel. 2000;38:3457-3459; and Krsher E, Brown 5D, Traczewski MM, Quality control
parameters for broth microdilution tests of andulafongin, 7 O Adierobiol, 2004,42: 490, Reprinted with pernussion from the
American Socicty for Microbiology and the authors.)

MIC {(nug/m1.) Ranges for Microdilution Tests

Antifungal 24-Hour % Within 48-Hour %0 Within
Organism Agent Range Maode Range Range Mode Range
Candida Amphotericin B 0.25-2.0 0.5 97.1 0.5-4.0 2.0 91.7
parapsifesis | Anidulafungin 0.25-2.0 1.0 95.0 0.5-2.0 1.0 95.0
ATCC® Caspofungin 0.25-1.0 05 96.7 0.5-4.0 1.0 529
22019 Flucwtosine (5-FC) [ 0.06-0.25 0.12 99.2 0.12-0.5 0.25 979
Fluconazole 0.5-4.0 2.0 98.2 1.0-4.0 2.0 981
Itraconazole 0.12-05 0.25 958 0.12-0.5 025 97 .5
Ketoconazole 0.03-0.25  0.06/0.12 7.3 0.06-0.5 012 8.3
Micalungin 0.5-2 1 100.0 0.5-4 1 10420
Posaconazole 0.06-0.25 0.12 96.7 0.06-0.25 012 988
Ravuconazole 0.016-0.12 0.06 958 0.03-0.25 0.06 983
Voriconazole 0.016-0.12 0.06 100.0 0.03-0.25 0.06 100.0
Candida Amphotericin B 0.5-2.0 1.0 1.0 1.0-4.0 2.0 1000
krusei Anidulafungin 0.03-0.12 0.06 97.9 0.03-0.12 0.06 975
ATCC® Caspofungin 0.12-1.0 0.5 988 0.25-1.0 0.5 97.5
6258 Flucytosine (5-FC) 4.0-16 8.0 97.5 8.0-32 16 99.6
Fluconazole 5.0-64 16 100.0 16-128 3z 100.0
Itraconazole 0.12-10 04 958 0.25-1.0 0.5 100.0
Ketoconazole 0.12-1.0 0.5 954 0.25-1.0 0.5 996
Micafungin 0.12-0.5 0.25 99.6 0.12-0.5 0.25 99.0
Posaconazole 0.06-0.5 0.25 1.0 0.12-1.0 0.5 99.6
Ravuconazole 0.06-0.5 0.25 93.3 0.25-1.0 0.5 100.0
Voriconazole 0.06-0.3 0.25 98.3 0.12-1.0 0.5 1000
NOTE 1: The MIC QC ranges in boldface type were adopted at a meeting of the subcommittee held on
20 January 2007 in Tampa, FL. These breakpoints are considered tentalive for one year and
are open for comiments.
NOTE 2: ATCC® is a registered trademark of the American Type Culture Collection.
NOTE 3: The MIC for anidulafungin, caspofungin, and micafungin is the lowest concentration at

14

which a score of 2 (prominent decrease in turbidity, see CLSI document M27-A3, Section
7.6.3) is observed after 24 hours incubation,

® Chincal and Laboratory Srandards Tstinge, AN rights rezerved.
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ANEXO B - Critérios de interpretacao para testes de susceptibilidade antifungica de
Candida spp para 5-fluorocitosina e itraconazol (Protocolo M27-S3; CLSI, 2008). Para
as equinocandinas e para o voriconazol novos pontos de corte clinico foram definidos
(Protocolo M27-S4; CLSI 2012).

Volume 28 M27-83

Table 1. Interpretive Guidelines for In Vitro Susceptibility Testing of Candida spp.

Antifungal Susceptible Susceptible- Intermediate  Resistant  Nonsusceptible
Agent ) dose dependent ()" ®) (NS)

(S-DD)"
Anidulafungin® <2 - - - >2
Caspofungin® <2 - - = >2
Fluconazole? <8 16-32 = >64 s
Flucytosine® <4 - 8-16 >32 -
Itraconazole <0.125 0.25-0.5 - >1 -
Micafungin® <2 - - - >2
Voriconazole® <1 2 - >4 .

NOTE 1:  Shown are the breakpoints (ug/mL) for Candida spp. against the indicated agents. If
minimal inhibitory concentrations (MICs) are measured using a scale that yields
results falling between categories, the next higher category is implied. Thus, an
isolate with a fluconazole MIC of 12.5 pg/mL would be placed in the S-DD category.

NOTE2: The MIC breakpoints in boldface type were adopted at a meeting of the
subcommittee held on 9 June 2007 in Boston, MA. These breakpoints are considered
tentative for one year and are open for comments. There is no Resistant category
assigned for the echinocandin agents; isolates with higher MICs may be described as
nonsusceptible.

Footnotes

a. Susceptibility is dependent on achieving the maximal possible blood level. For
fluconazole, doses of 400 mg/day or more may be required in adults with normal renal
function and body habitus. For itraconazole, measures to assure adequate drug absorption
and plasma itraconazole concentrations of >0.5 ug/mL may be required for optimal
response.

b. The susceptibility of these isolates is not certain, and the available data do not permit
them to be clearly categorized as either “susceptible” or “resistant.”

c. For these drugs, the data are based substantially on experience with non-neutropenic
patients with candidemia, and their clinical relevance in other settings is uncertain.

d. For fluconazole, these guidelines are based on extensive experience with mucosal and
invasive infections due to Candida spp. It is also pertinent that the 8-pg/mL upper
boundary for the susceptible range of fluconazole is not known with certainty—the data
would permit selection of either 4 or 8 pg/mL for this cutoff. When an isolate is
identified as Candida glabrata and the MIC is < 32, patients should receive a maximum
dosage regimen of fluconazole. Expert consultation on selection of a maximum dosage
regimen may be useful. Finally, isolates of Candida krusei are assumed to be intrinsically
resistant to fluconazole, and their MICs should not be interpreted using this scale.

& Flucytosine MIC breakpoints are based largely on historical data and partially on the
drug’s pharmacokinetics.
f. For itraconazole, the data are based entirely on experience with mucosal infections, and

data supporting breakpoints for invasive infections due to Candida spp. are not available.
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Table 2. Interpretive Guidelines for In Vitro Susceptibility Testing of Candida spp.

and Selected Azoles After 24-hour Incubation

Antifungal MIC Range (ng/mL)

Agent Species S SDD* R
C. albicans <2 4 >8

C. glabrata - <32 2
Fluconazole® | C. krusei - - =
C. parapsilosis <2 A 28
C. tropicalis <2 4 =28
C. albicans <0.12 0.25-0.5 >1
C. glabrata® - - -
Voriconazole® | C. krusei <0.5 1 >2
C. parapsilosis <0.12 0.25-0.5 >1
C. tropicalis <0.12 0.25-0.5 >1

Abbreviations: MIC, minimal inhibitory concentration; R, resistant; S; susceptible; SDD, susceptible-dose dependent.

NOTE 1: All MIC breakpoints in this table were adopted at meetings of the subcommittee held in

Atlanta, Georgia, USA on June 12, 2010 and in Orlando, Florida, USA on January 8, 2011
for voriconazole and fluconazole, respectively. These breakpoints are considered tentative for
one year from the publication date of M27-S4 and are open for comment.

NOTE 2: The breakpoints (jg/mL) for Candida spp. are shown against the indicated agents. If MICs

are measured using a scale that yields results that fall between the categories, the next highest

category is implied. Thus, an isolate for which the fluconazole MIC equals 3 pg/mL would be
placed in the SDD category.

Footnotes

Susceptibility is dependent on achieving the maximal possible blood level. For fluconazole, doses
higher than the standard dosing (6 mg/kg/d) amount may be required in adults with normal renal
function and body habitus.

For fluconazole, these guidelines are based on extensive experience with mucosal and invasive
infections due to Candida spp. When an isolate is identified as C. glabrata and the MIC is <32, it
should be considered if fluconazole is appropriate in the specific clinical context. If so, patients
should receive a maximum dosage regimen of fluconazole. Expert consultation on selection of a
maximum dosage regimen may be useful. Finally, isolates of C. krusei are assumed to be
intrinsically resistant to fluconazole and their MICs should not be interpreted using this scale.

For voriconazole, the data are based substantially on experience with non-neutropenic patients with
candidemia and their clinical relevance in other settings is uncertain.

Breakpoints may also be used for 48-hour readings if 24-hour growth control shows insufficient
growth.

The current data are insufficient to demonstrate a correlation between in vitro susceptibility testing
and clinical outcome for C. glabrata and voriconazole.

CClinical and Laboratory Standards Institute. All rights reserved. 13
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ANEXO C - Critérios de interpretacéo para testes de susceptibilidade antifungica de
Candida spp para o fluconazol e voriconazol (protocolo M27-S4; CLSI, 2012).
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ANEXO D - Critérios de interpretacédo para testes de susceptibilidade antifungica de
Candida spp para as equinocandinas (protocolo M27-S4; CLSI, 2012).
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Table 1. Interpretive Guidelines for In Vitro Susceptibility Testing of Candida spp.
and Echinocandins’

MIC Range (ug/mL)
Antifungal Agent Species S I R
C. albicans <0.25 0.5 >1
C. glabrata <0.12 0.25 >0.5
Anidulafungin® C. tropicalis <0.25 0.5 >1
C. krusei <0.25 0.5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8
C. albicans <0.25 0.5 >1
C. glabrata <0.12 0.25 >0.5
Caspofunginb'c (37 tropl'calis <0.25 0.5 >1
C. krusei <0.25 0.5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8
C. albicans <0.25 0.5 >1
C. glabrata <0.06 0.12 >0.25
Micafungin® C. tropicalis <0.25 0.5 >1
C. krusei <0.25 0.5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8

Abbreviations: 1, intermediate; MIC, minimal inhibitory concentration; R, resistant; S, susceptible.

NOTE 1: All MIC breakpoints in this table were adopted at meetings of the subcommittee held on June
12, 2010 in Atlanta, Georgia, USA, and January 8, 2011 in Orlando, Florida, USA. These

breakpoints are considered tentative for one year from the publication date of M27-S4 and are
open for comment.

NOTE 2: The selected breakpoints have been established to discriminate resistant mutants from
susceptible isolates and differences in breakpoints reflect methodological issues. Due to in
vitro methodological issues, the interpretive breakpoint of micafungin against C. glabrata is
lower than that of other echinocandins. This does not reflect any inherent clinical differences

in efficacy. True differences in antifungal activity amongst the echinocandins are rare.

Footnotes

The ability to successfully treat infections with isolates for which the MIC results are in the

intermediate category. The available data do not permit the MIC results to be clearly categorized as
either “susceptible” or “resistant.”

candidemia, and their clinical relevance in other settings is uncertain.

For these drugs, the data are based substantially on experience with non-neutropenic patients with

Caspofungin susceptibility testing has been associated with a significant variation due (at least in

part) to variability in the potency of different lots of caspofungin pure substance and to a lower
stability in water (which was originally recommended as a solvent).
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