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Morales, Bernardina Penarrieta.Suscetibilidade in vitro de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii frente a drogas antifungicas pela citometria de fluxo. Rio de Janeiro,
2009. 49 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas infecciosas] — Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

Cryptococcus neoformans (C. n) e Cryptococcus gattii (C. g) sdo agentes da criptococose. A
caréncia de publicacdes sobre teste de suscetibilidade de C. n e principalmente de C. g é evidente. A
maioria de isolados clinicos de C. g mostra-se suscetivel in vitro a fluconazol e itraconazol; no
entanto o surgimento de resisténcia a drogas antifungicas incentivou os testes de suscetibilidade in
vitro. Como consequéncia, Clinical and Laboratory Standadards Institute — CLSI, anteriormente
National Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS, publicaram metodologia
padronizada M27-A2 para alcancar reprodutibilidade e permitir a comparacdo de resultados de
suscetibilidade entre laboratdrios, porém alguns problemas como o tempo de incubacgdo e o padrdo
de leitura levaram a busca de técnicas alternativas, tais como a citometria de fluxo. O objetivo deste
trabalho é padronizar a técnica de citometria de fluxo para o teste de suscetibilidade in vitro de C.n e
C.g. visando a reducdo do tempo de incubacédo, a utilizacdo de leitura automatizada e a obtencéo
de resultados rapidos e reprodutiveis. A concentragdo inibitria minima (CIM) de 20 isolados de
C.n e 21 de C.g foi determinada por citometria de fluxo e os resultados comparados com o
protocolo padréo proposto pelo CLSI/M27A-2. Ap6s duas horas de incubacdo com anfotericina B
utilizando FUN-1, C. gattii resultou em 100% de concordancia entre as duas técnicas para
diluicdo de 2pg/mL e 95,2% para 1pg/mL e C. neoformans resultou em 100% de concordancia
para 1 e 2ug/mL. Para azélicos e flucitosina, foram obtidos resultados reprodutiveis com o
fluorocromo Acridine Orange ap6s 18 horas de incubacgdo, que resultou em 78% de concordancia
entre as duas técnicas para fluconazol, 85% para itraconazol e 97% para flucitosina. Em ambas as
metodologias, C. gattii foi menos suscetivel do que C. neoformans frente ao itraconazol e
flucitosina (p<0,05). A citometria de fluxo é uma ferramenta til, com potencial para testes in
vitro e determinacdo da CIM dos antifingicos estudados, com apreciavel reducdo do tempo
minimo para obtencao de resultados.

Palavras- Chave:1. Antifungal susceptibility. 2. Cryptococcus neoformans. 3.
Cryptococcus gattii. 4. Flow Cytometry.



Morales Bernardina Penarrieta. In vitro susceptibility of Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii against antifungal drugs by flow cytometry. Rio de Janeiro, 2009. 49 f
Master [Science dissertation in Clinical research in Infectious Diseases] - Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans (C.n) and Cryptococcus gattii (C.g) are the agents of cryptococcosis.
The lack of publications on susceptibility tests of C.n and especially C.g is evident. Most clinical
isolates of C.g proved to be susceptible in vitro to fluconazole and itraconazole and yet the
emergence of resistance to antifungal drugs encouraged susceptibility testing in vitro. As a
consequence, Clinical and Laboratory Standadards Institute — CLSI (National Committee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS) published standardized methodology to achieve
reproducibility and allow comparison of susceptibility results between laboratories (M27-A2
document), however some problems of methodology, like incubation time and standard reading,
led to the search for alternative techniques, such as flow cytometry. The objective of this work is
to standardize the technique of flow cytometry to test the in vitro susceptibility of C.n and C.g in
order to reduce the incubation time, use of automated reading and obtain fast and reproducible
results. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 20 isolates of C.n and 21 of C.g was
determined by flow cytometry and the results compared with the standard protocol proposed by
CLSI/M27A-2. Flow citometry showed 100% agreement with CLSI/M27A-2 results for 2ug/mL
and 95.2% for 1ug/mL dilution when C.g isolates were tested, and 100% agreement for 1 and
2pg/ml dilution when C.n were tested after two hours of incubation with amphotericin B using
FUN-1. Reproducible results were obtained with fluorochrome Acridine Orange for azoles and
flucytosine after 18 hours incubation, resulting in 78% agreement for fluconazole, 85% for
itraconazole and 97% for flucytosine. C.g was less susceptible than C.n against itraconazole and
flucytosine (p <0.05) in both methodologies.-Flow cytometry is a useful tool, with potential for in
vitro susceptibility tests of the antifungal agents studied, with appreciable reduction in the
minimum time for achieving results.

Palavras- Chave:1. Antifungal susceptibility. 2. Cryptococcus neoformans. 3.
Cryptococcus gattii. 4. Flow Cytometry.
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1. INTRODUCAO
1.1 - Historico

Cryptococcus foi incluido no grupo de microrganismos reconhecidos como algas devido ao
seu crescimento pastoso formado de células redondas ou ovais com reproducgdo por brotamento,
por Kurting em 1833. Em 1861, ZENKER observou em humano possivel infec¢cdo micotica do
sistema nervoso central (SNC). Em 1894, na Italia Sardenha, SANFELICE isolou de suco
fermentado de péssego um fungo leveduriforme e relacionou tais leveduras a tumores
carcinogénicos; em 1895, demonstrou a patogenicidade deste fungo em cé&o, cobaio e galinha,
denominando-o Saccharomyces neoformans. Em 1894, na Alemanha, BUSSE, patologista, e
BUSCHKE, cirurgido, publicaram o isolamento de levedura de lesdo de tibia de paciente com
criptococose disseminada. Neste mesmo ano, BUSSE cultivou o microrganismo e o identificou
como causador da micose, denominando-o Saccharomyces sp. Em 1901, VUILLEMIN
estabeleceu as diferencas basicas entre os géneros Cryptococcus e Torulopsis, re-classificando as
amostras identificadas por SANFELICE e BUSSE no género Cryptococcus e especificando como
Cryptococcus hominis a levedura de origem humana e Cryptococcus neoformans a de origem
saprofitica. Em 1905, ocorreu a primeira descri¢do sugestiva de criptococose do sistema nervoso
central; VON HANSEMAN descreveu levedura em cistos gelatinosos em meninge de individuo
que faleceu com meningoencefalite. Em 1916, STODDART & CULTER descreveram as
caracteristicas clinicas da criptococose, alem de rever casos de infeccdes fangicas de sistema
nervoso central, diferenciando esta infeccdo de outras no sistema nervoso, além de isolar o agente
etioldgico usando cultivos e inoculacdo animal. Como estes autores, ndo relacionaram seu achado
aos achados de Busse e tampouco usaram a classificacdo de VUILLEMIN, denominaram seu
achado como Torula histolytica.

Em 1940, existiam 75 casos descritos de criptococose, basicamente de sistema nervoso
central. Em 1934, persistia a discordancia na taxonomia. LODDER propds 0 nome Torulopsis
neoformans e BENHAM o de Cryptococcus hominis. Em 1948, o nimero de casos era crescente,
0 que permitiu esclarecer aspectos epidemioldgicos, etiolégicos e patogénicos da criptococose;
havia relatos de infeccdo em animais, principalmente nos pulmdes, e em granulomas nasais de
cavalos.

Nessa época, ja se acreditava que a criptococose se iniciava com lesdo pulmonar regressiva

em humanos. Em 1950, SKINNER determinou que a fermentacdo de agucares fosse critério para



distinguir o género Torulopsis de Cryptococcus, para cepas fermentadoras e ndo fermentadoras
respectivamente, e estabeleceu a nomenclatura definitiva da forma anamorfica (assexuada).
Assim Cryptococcus neoformans foi caracterizada pela ndo assimilacdo de nitrato e lactose
assimilacdo de galactose, glicose, maltose, sucrose, crescimento em temperatura de 37°C e a
capacidade patogénica em camundongos (os dados do historico relatados até aqui foram obtidos
da seguinte revisdo bibliogréfica: Kwon-Chung & Bennett, 1992; Lazera, 1989; Lazera et al.
2005).

Cryptococcus neoformans, agente da criptococose, € um fungo zoopatdégeno cosmopolita,
classicamente dividido em duas variedades, C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var.
gattii. A partir de 1950, estabeleceu-se o género e espécie de Cryptococcus neoformans (Kwon-
Chung KJ & Bennett, 1992). Cryptococcus neoformans apresenta cinco sorotipos determinados pela
estrutura dos componentes capsulares, sorotipo C (Bhattacharjee et al. 1978), sorotipo D,
(Bhattacharjee et al. 1979), sorotipo B (Bhattacharjee et al. 1980), sorotipo A (Cherniak et al.,1980)
e sorotipo AD (Ikeda et al. 1985).

A estrutura quimica do polissacarideo capsular do sorotipo AD é muito semelhante aos dos
sorotipos A e D (Ikeda et al. 1985).

O género Cryptococcus é a forma anamorfica do heterobasidiomiceto Filobasidiella neoformans
(var. neoformans) e Filobasidiella bacillispora (var.gattii). A reproducdo sexuada é somente
reproduzida in vitro em meios apropriados, em temperatura de 25 a 37°C, sendo controlada por
sistema de um locus e dois alelos a e oo (MATa e MATa) (Kwon-Chung et al. 1975).

Analises moleculares recentes, como estudos de polimorfismo de DNA por AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism), demonstram que a variedade gattii e a variedade neoformans
devem ser reconhecidas como espécies distintas (Boekhout et al. 2001). A analise da seqliéncia do
espacador intergénicas (IGS) associado com rDNA revelaram diferencas significativas na
composi¢do de nucleotideos entre e dentro das variedades de Cryptococcus neoformans (Diaz et
al. 2000). A variedade gattii constitui grupo monofilético distinto e divergente da variedade
neoformans, constituindo espécies distintas: C. neoformans (sorotipos A, D e AD) e Cryptococcus
gattii (sorotipos B e C) (Diaz et al. 2000, Kwon-Chung et al. 2006).

Em virtude desses resultados, utilizaremos a classificacao filogenética atual, C. neoformans e
C. gattii.



O teste de CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol) é o teste bioquimico mais
confiavel usado para diferenciar as espécies C. gattii e C. neoformans. C. gattii é naturalmente
resistente a L-canavanina, pois a metaboliza em produtos ndo toxicos, e utiliza a glicina como Unica
fonte de carbono e nitrogénio, produzindo aménia, o que faz com que o pH 5.8 se eleve alterando a
cor do meio, que originalmente é amarelo esverdeado, para azul cobalto ou azul esverdeado forte.
Entretanto, a grande maioria das cepas C. neoformans sdo susceptiveis a L-canavanina e ndo podem
assimilar a glicina como Unica fonte de carbono e nitrogénio, ndo crescendo no meio de CGB,

portanto ndo alterando o pH, permanecendo a cor original do meio (Kwon-Chung et al. 1982).

1.2. Criptococose

A criptococose é micose sistémica adquirida através da inalacdo de propagulos infectantes,
basidiosporos ou leveduras desidratadas de C. neoformans ou C. gattii. A doenca manifesta-se
como: 1) criptococose oportunista, cosmopolita, associada a condi¢des de imunodepresséo celular,
causada principalmente por C. neoformans; 2) criptococose primaria, endémica principalmente em
areas tropicais e subtropicais, ocorre normalmente em hospedeiros aparentemente
imunocompetentes, sendo causada principalmente por C. gattii. As duas espécies causam
meningoencefalite de base acompanhada ou ndo de les@o pulmonar e fungemia de focos secundarios
para pele, 0ssos, rins, supra-renal, entre outros, podendo evoluir para formas graves e até fatais
(Lazéra et al. 2005).

1.3. Fatores de Viruléncia

C. neoformans e C. gattii apresentam diversos fenotipos de viruléncia, dentre eles
destacam-se o crescimento a temperatura de 37°C, capsula de natureza polissacaridica e producédo
de melanina catalisada por enzima difenoloxidase (Kwon-Chung & Rhodes, 1986). Além do
mais, ambas as espécies sdo caracterizadas por possuir vias bioquimicas de biossintese do
manitol e de producdo de proteinases (fosfolipases e ureases), que também sdo considerados
fatores de viruléncia (Casadeval & Perfect, 1998).

A capsula representa importante mecanismo de defesa da levedura atraves da inibicdo da
fagocitose, migracdo de leucocitos, alteracdo da secrecdo de citocinas e bloqueio do sistema

complemento do hospedeiro (Kozel, 1995). Mutantes hipocapsulares ou acapsulados tém sido



descritos devido a alteracdo de varios genes envolvidos na sintese e formacgdo da cépsula
polissacaridica. Esses mutantes mostraram-se menos virulentos do que as cepas selvagens.

Além do mais, a capsula aumenta consideravelmente de tamanho dependendo dos
diferentes sitios da infec¢do (Chang & Kwon Chung, 1994).

C. neoformans possui 0 gene CNLACL de codpia Unica que codifica a fenol-oxidase,
enzima que catalisa a biossintese da melanina, sendo observada a reducao de viruléncia quando
ocorre a delecdo deste gene (Salas et al. 1996). A producdo de melanina é observada em alguns
fungos patogénicos. O género Cryptococcus possui um tipo particular de fenoloxidase,
denominado lacase, estudo da funcdo e regulagdo deste importante fator de viruléncia levou a
uma maior compreensdo dos mecanismos de patogenicidade e regulacdo da resposta ao estresse
no ambiente da célula hospedeira (Zhu & Williamson, 2004).

A melanina age como antioxidante, protegendo a integridade celular e interferindo com a
susceptibilidade aos antifingicos, além de proteger a célula das temperaturas extremas e anular a
acdo dos anticorpos mediadores da fagocitose (Kwon-Chung & Rhodes, 1986; Williamson,
1997).

Quanto aos tipos sexuados do género Cryptococcus spp., 0 tipo sexuado alpha demonstrou
ser mais virulento do que o tipo sexuado a (Kwon-Chung et al. 1992); sugerindo que o tipo alpha
tem vantagem seletiva na sobrevivéncia ambiental (Wickes et al. 1996).

1.4. Ecologia

C. neoformans é um saprobio cosmopolita, encontrado em varios substratos organicos. Tem
sido estudado principalmente em ambientes urbanos, onde é classica sua relagdo com habitat de
diferentes espécies de aves gregarias e em cativeiro. Esses ambientes sdo ricos em fontes de
nitrogénio, como creatinina e uréia, apresentando condi¢des favoraveis ao crescimento abundante
deste fungo (Passoni et al. 1998). Nestes habitats, o fungo atinge elevadas concentrages no
substrato seco, constituindo microfocos, a partir dos quais propagulos se dispersam no ar e podem
ser inalados, causando infeccéo regressiva ou doenga (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Estudos realizados na Africa (Swinne et al. 1989) e no Brasil (Passoni et al. 1998)
evidenciaram elevados indices de contaminacdo da poeira domiciliar e de amostras do peridomicilio,
sugerindo que a exposi¢cdo do homem ao fungo seja muito mais freqlente do que se pensa e faca

parte de seu cotidiano.



Novo habitat natural foi descrito em diferentes regiGes brasileiras, relacionado a madeira em
decomposicdo em diferentes arvores tropicais, nativas ou introduzidas no Brasil, como céssia rosa
(Cassia grandis), cassia amarela (Senna multijuga), ficus (Ficus microcarpa), jambol&o (Syzygium
cumini), cacaueiro (Theobroma cacao), cabori (Miroxylum peruiferum), sibipiruna (Caesalpinia
peltophoroides) (Lazéra et al. 1993; 1996; 1998; 2000; Restrepo et al. 2000) e material vegetal de
arvores do género Eucalyptus em centros urbanos freqlientado por um grande nimero de pessoas
(Montenegro e Paula, 2000).

Até 1990, o habitat natural de C. gattii era desconhecido, quando a espécie foi isolada de
restos de Eucalyptus camaldulensis no periodo de floracdo destas arvores (Ellis & Pfeiffer, 1990) na
Austrélia, sendo C. gattii desde entdo, associado a eucaliptos. Em estudo realizado em Teresina, esta
espécie foi encontrada colonizando oco de oiti (Moquilea tomentosa), em praga no centro da cidade,
(Lazéra et al.1998). Este achado apontou pela primeira vez outra possivel fonte saprofitica para C.
gattii e correlaciona-se com achados de C. neoformans em ocos de arvores no Rio de Janeiro
(Lazéra et al.1993).

Novos dados de estudo na mesma regido reafirmam a hipdtese de que esses micro-ambientes
representem um tipo de habitat natural, onde ambas as espécies do fungo podem ocorrer em
natureza, aspecto novo na ecologia deste fungo (Lazéra et al. 1998; 2000; Montenegro e Paula,
2000, Fortes et al. 2001, Nishikawa et al. 2003). A associacgdo especifica de C. gattii com eucaliptos
ndo é Unica, pois ha diferentes padrGes geograficos de ocorréncia do fungo em madeira em
decomposicdo, onde as espécies de Cryptococcus podem estar presentes (Lazera et al. 2000, Trilles
et al. 2003, Nishikawa et al. 2003).

1.5. Epidemiologia

C. neoformans é predominantemente oportunista, cosmopolita, acompanha a prevaléncia dos
casos de condi¢do de risco, tais como aids, linfomas, leucemias, lGpus eritematoso, gravidez,
transplante de orgéos sélidos, cancer, sarcoidose, doencas autoimunes, diabetes e tuberculose. O uso

de medicamentos imunossupressores demonstrou ser outro fator agravante (Lazera et al. 2005).

A andlise de dados realizada pelo Ministério da Saude mostra que dos 215.810 casos de aids
notificados no Brasil entre 1980 e 2002, 6% apresentavam criptococose (Pappalardo e Melhem,
2003).



Esta forma da criptococose ocorre em todas as regides brasileiras, principalmente nas regides
S, SE e CO (Oliveira-Neto et al. 1993; Pinto Janior, 2003; Igreja et al. 2004; Fernandes et al. 2000;
Casalli et al. 2003).

C. gattii ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais e acomete hospedeiros
que aparentemente ndo apresentam doenca de base ou imunodepressdo, comportando-se como
agente patogénico primario (Lazéra et al. 2005).

1.5.1 Criptococose no Brasil

Embora a taxa de mortalidade tenha sido reduzida de 9,7 em 1995 para 6,3 em 2003, a
aids continua a ser a principal responsavel pelo aumento de infecgdes oportunistas (Boletim
Epidemioldgico Aids, 2003). A partir de 1998 a criptococose associada a aids teve uma redugdo
da taxa de incidéncia. No Brasil, em 2003, verificou-se uma taxa de 5,5 (a cada 100.000 hab.),
sendo de 2,3, 7,5 e 8,5 para as regides Nordeste, Sudeste e Sul, respectivamente (Boletim
Epidemioldgico AIDS, 2003).

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

Apesar de ser mencionada a raridade de ocorréncia de criptococose em criangas pre-
puberes (Kwon-Chung KJ e Bennet JE. 1992), estudos realizados no Brasil mostram a prevaléncia
em adultos jovens, tanto no sexo feminino quanto no masculino, e criangas das regides norte e
nordeste, com consideravel letalidade (Cavalcanti, 1995; Santos, 2000; Martins, 2003). Corréa et al.,
(1999) observou casos de criptococose na infancia, no periodo de janeiro de 1992 a abril de 1998,
dentre 78 pacientes com criptococose que foram internados no Hospital Universitario Jodo de
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Barros Barreto, em Belém, Para, dezenove eram criangas menores de 13 anos de idade, sendo que
todos os pacientes apresentavam sinais e sintomas de envolvimento do sistema nervoso central. A
especie do agente etioldgico foi pesquisada em nove pacientes, sendo identificado C. gattii em
todas as amostras analisadas. Por este motivo ressaltou-se a necessidade de serem realizados
estudos multicéntricos sobre a criptococose nas regibes Norte e Nordeste brasileiros,
provavelmente &reas de alta endemicidade de infec¢des por C. gattii (Cavalcanti, 1997). Outro
relato interessante foi de Severo et al. (2001), caso clinico de paciente adulto jovem,
imunocompetente e infectado por C. gattii, na cidade de Porto Alegre.

Nishikawa e colaboradores (2003) descreveram 387 casos de criptococose em duas
regides geograficas do Brasil no periodo de 1987 a 1998. Tal estudo demonstrou que a
criptococose causada por C. neoformans sorotipo A associada a aids foi representada na regido
SE por 98,3% (172 de 175 pacientes) e na regido NE por 87,5% (28 de 31 pacientes) no entanto,
ocorreram 53% (8 de 15 pacientes) sem aids na regido SE e 9,75 (trés de 31 pacientes) na regido
NE dos pacientes nas mesmas condi¢bes. A criptococose por sorotipo B foi claramente
predominante na regido NE com 87,5% (28 de 31pacientes sem aids) e 47% (7 de 15 pacientes
sem aids) na regido SE. Acredita-se que o surgimento de condi¢des laboratoriais para o diagnostico
em diversas regides e a diferenciacdo das espécies de Cryptococcus tenha favorecido o aumento da
deteccdo da criptococose por C. gattii. Isso leva a concluir que os padrGes geograficos da
criptococose gattii podem estar sendo mais bem reconhecidos (Kidd et al. 2004).

1.6. Drogas Antifungicas

Anfotericina B membro dos antibidticos poliénicos é o antifingico mais comumente usado,
sendo produzido por espécies de Streptomyces encontrados no solo. Ao combinar-se com esterdides
da membrana plasmaética do fungo aumenta excessivamente a permeabilidade levando-o a morte. O
fator limitante para seu uso € a toxicidade para os rins (Tortora et al. 2000).

Os compostos azolicos fazem parte de um grupo de antifungicos sintéticos e tem agéo
fungistatica (Lipp, 2008). O mecanismo de acdo destes consiste na inibi¢cdo da enzima lanosterol-
dimetilase, o que impede que o lanosterol se converta em ergosterol e causa aumento da
permeabilidade celular alterando a estrutura e a fungdo da membrana plasmatica (Sanglard, 2002).
Antes do seu uso terapéutico, devem ser levados em conta seus efeitos sobre o sistema endécrino e

reprodutor, assim como sua toxidade hepatica e renal (Tortora et al. 2000).



A pirimidina fluorada flucitosina ou 5-fluorocitosina possui um atomo de fltior no carbono 5,
que é um anti-metabdlito da base citosina e uracila que interfere com a sintese de DNA e RNA. Este
antifungico penetra na célula fangica atraves de uma permease e, no citoplasma, a enzima citosina
desaminase a converte em 5-fluoracil, sendo metabolizado em &cido 5-fluorodesoxiuridilico, e 0 5-
fluoracil substitui ao uracil na molécula de RNA, o que provoca alteracdo na sintese protéica. As
células dos mamiferos ndo convertem grandes quantidades de 5-FC em 5-fluorouracil, o que
determina a acdo seletiva deste composto (Sande e Mandell, 1987). A toxicidade nos rins e na
medula dssea é fator limitante para seu uso (Tortora et al. 2000). Os efeitos colaterais podem ser
anemia, leucopenia e trombocitopenia, nauseas, vOmitos, diarréia e enterocolite grave e

hepatomegalia (Sande e Mandell, 1987).

1.7. Tratamento

Antes da introducdo dos derivados azélicos, poucas alternativas de escolha eram disponiveis
para as fungemias. No periodo anterior a década de 1950, vérios pesquisadores tentaram diferentes
tipos de tratamento para a evolucdo fatal da criptococose disseminada. Em 1929, tentou-se a
soroterapia sem resultados favoraveis e, em 1943, Lewis & Happer recomendaram o emprego de
violeta de genciana em solu¢do aquosa por via raquiana nos casos graves. Na década de 1950, a
anfotericina B tornou-se a medicagdo de grande valor no tratamento da criptococose (Lacaz et al.
2002).

Na década de 1970, a 5-FC demonstrou atividade contra C. neoformans, mas o surgimento
de resisténcia a esta droga estimulou a utilizacdo da forma combinada com anfotericina B, que
demonstrou melhor eficécia tanto em relacdo ao tempo de tratamento quanto ao progndstico. Na
década de 1980, surgiram os derivados azolicos fluconazol e itraconazol, os quais demonstraram
atividade antifungica no tecido cerebral. No entanto, tem sido observado que o fluconazol
atravessa melhor a barreira hematoencefalica do que o itraconazol (Lazera et al. 2005).

As atuais diretrizes para o tratamento da criptococose estdo baseadas em resultados de
ensaio randomizado, publicado h4 uma década. A terapia inicial com 0,7mg/kg por dia foi
associada ou ndao a 5-FC (100mg/dia) durante duas semanas, seguida por uma fase de
consolidagéo de 8 semanas com FLC (400mg/dia) ou ITZ (400mg/dia) (Jarvis e Harrison, 2007).

Para o tratamento de pacientes com primeiro episodio de HIV-associada a meningite
criptococica, foi comparada a atividade de trés agentes antifungicos com doses diarias de: AMB



(0,7 mg / kg / dia); AMB mais 5-FC (100 mg / kg / dia); AMB mais fluconazol (400 mg
diariamente) e tripla terapia (AMB+5-FC+FLC). Este estudo permitiu concluir que nas doses
diarias mencionadas a atividade fungicida mais rapida ocorreu no tratamento de AMB e 5-FC
combinadas, sendo que a adi¢do de 5-FC permitiu observar uma menor proporcao de pacientes
com recaida e LCR estéril em menos de 2 semanas (Brouwer, et al. 2004). Outros estudos
demonstraram que o aumento da dose de AMB para 1mg / kg por dia, associado & dosagem de 5-
FC 100 mg / kg / dia, apresentou uma atividade fungicida significativamente maior e sem
provocar efeitos colaterais significativos (Bicanic, et al. 2008). Uma estratégia encontrada para
reduzir a toxicidade do tratamento convencional com AMB € o uso das formulacfes lipidicas
desta droga. Em um teste realizado usando AMB lipossomal (AmBisome) 4 mg / kg / dia e AMB
desoxicolato 0,7 mg / kg / dia por 3 semanas, cada um seguido de FLC 400 mg/dia por 7
semanas, foi demonstrado que apesar de a eficacia ser a mesma para 0s dois grupos testados a
AMB liposomal mostrou-se menos nefrotoxico (Leenders et al. 1997). Outros autores realizaram
estudos de combinacBes entre o azélico FLC e 5-FC com sucesso clinico em 10 semanas no
tratamento da meningite criptococécica humana (Larse et al. 1994) e em modelo murino (Nguyen
et al. 1997).

1.8.-Teste de Suscetibilidade aos Antiflingicos

The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), anteriormente conhecido como
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), desenvolveu método de
referéncia (Norma M27-A2) utilizando testes de diluicdo em caldo para determinar a
suscetibilidade in vitro de leveduras frente a agentes antifingicos, com proposta de leitura visual
ou espectrofotométrica e tempo de incubacdo de 24 a 48 horas para 0 género Candida e de 48 a
72 horas para o género Cryptococcus. Este documento facilita a comparacdo de resultados entre
diferentes laboratdrios na determinag&o da suscetibilidade de leveduras (NCCLS, 2002).

The Antifungal Susceptibility testin Sub-committee of the European on Antimicrobial
Susceptibility Testing (AFST-EUCAST) desenvolveu protocolo baseado na primeira edi¢do do
documento do NCCLS M27 — A, introduzindo modificagdes tais como 0 aumento do tamanho do
indculo (cem vezes mais em relacdo a método NCCLS/CLSI) e incremento da concentracéo final
de D-glicose para 2% (dez vezes mais que 0 método NCCLS/CLSI) com o objetivo de alcancar a

leitura do ponto de corte em 24 horas. Sucessivos estudos realizados demonstraram bons
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resultados na andlise comparativa inter-laboratorial utilizando esta metodologia (Vale-Silva &
Buchta, 2006).

Diversas metodologias vém sendo testadas como alternativas para testes de
suscetibilidade antifingica, dentre estes se destacam: E-Teste (AB Biodisc, Sweden), baseada na
difusdo da droga em meio solido; método de disco difusdo em agar M44-A (NCCLS/CLSI,
2004), considerado de facil realizacdo, com proposta de leitura em 24 e ou 48 horas; e varios Kits
comerciais (Vale-Silva & Buchta, 2006).

O aumento no interesse das pesquisas em relacdo a sensibilidade antifingica nos ultimos
dez anos tem contribuido para o aprimoramento da metodologia, principalmente na determinacao
da resisténcia a antifangicos. Estudos realizados com algumas leveduras do género Candida,
testadas frente a derivados azolicos, apresentaram crescimento residual ou efeito trailing em
todas as concentracdes das drogas utilizadas, particularmente ap6s 48 horas de incubacédo
(Revankar et al. 1998; Arthinton — Skaggs et al. 2000). Por esse motivo padronizaram-se pontos
de corte para leituras em 24 horas e 48 horas (NCCLS, 2002).

1.9-Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo tem sido usada para contagem e verificacdo de viabilidade celular,
deteccdo da susceptibilidade de leveduras frente a agentes antifungicos, analise de parametros
celulares intrinsecos (constituintes celulares que possuem auto-fluorescéncia) como tamanho
relativo da célula, complexidade relativa, enzimas e pigmentos fotossintéticos. Para 0s
parametros celulares extrinsecos como DNA, RNA, proteinas, célcio, pH intracelular, potencial
de membrana plasmatica e mitocondrial, estado redox da célula e fluidez da membrana €
necessario o uso de fluorocromo para fixacdo e marcacdo de tais pardmetros (FW — Science,
2004). Os fluorocromos marcam componentes celulares estruturais e funcionais, ligando-se
especificamente e distribuindo-se em compartimentos celulares como nucleo, mitocondria e
vacuolo. Dentre os fluorocromos usados no teste de susceptibilidade antifungica, destaca-se
iodeto de propideo (PI), que marca a molécula de DNA e emite fluorescéncia. (Dornelas, 2006).
Acridine Orange (AO) também é utilizado em testes de suscetibilidade, o qual interage com DNA
por intercalacdo e no RNA por atragdo eletrostatica (Rudensky et al. 2005), sendo utilizado

tambem para determinagé&o do ciclo celular (Darzynkiewicz, 1990).
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O fluorocromo  [2-cloro-4-(2,3dihydro-3-methil-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-
1phenylquinoliniumiodide] (FUN-1) é um composto cianina assimétrica halogenada, permeavel a
membrana citoplasmatica, pela qual passa passivamente independente da atividade metabdlica da
célula, expressando a cor verde-amarelo fluorescente no citoplasma. Na medida em que é
metabolizado ativamente pela célula produz o acimulo de pontos vermelho-laranja brilhante, que
representam estruturas cilindricas intravacuolares, cuja intensidade aumenta progressivamente em
células viaveis (Millard et al. 1997).

Para a andlise dos resultados dos parametros e da susceptibilidade antifungica € usado um
software especifico que permite a visualizacdo de curvas de distribuicdo, histogramas mono-
paramétricos e bi-paramétricos, além de dados com representacdo tri-dimensional onde o eixo
XX representa a intensidade do parametro e o eixo YY o numero de particulas analisadas (“Dot
Plot”) (FW — Science, 2004).

Estudos recentes destacaram que a citometria de fluxo, combinada com o método M27-
A2 e uso de fluorocromos é uma alternativa importante na andlise da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e determinacdo da sensibilidade de leveduras frente a agentes antiflngicos,
provando ser uma técnica com a qual se obtém bons resultados em menor tempo, em comparagao

com a metodologia convencional (Dornelas, 2006; Vale-Silva & Buchta, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A caréncia de publicacdes sobre testes de suscetibilidade de C. neoformans e principalmente
C. gattii é evidente. A maioria de isolados clinicos de C. neoformans mostra-se sensivel in vitro a
fluconazol e itraconazol; entretanto, h& relatos de surgimento de isolados resistentes a 5-
fluorocitosina. (Chin et al. 1989; Kantarcioglu et al. 2009).

C. gattii apresentou menor susceptibilidade in vitro a drogas antifingicas do que C.
neoformans, podendo ser um dos fatores relacionados a maior dificuldade de tratamento da
criptococose causada por esta espécie (Trilles et al. 2004).

O surgimento de resisténcia a drogas antiflngicas trouxe uma grande importancia aos testes
de sensibilidade in vitro. Faz-se notdria a preocupagdo com este fato, pois 0 CLSI-NCCLS e AFST-
EUCAST publicaram metodologias padronizadas para alcancar reprodutibilidade e permitir a
comparacao de resultados de sensibilidade in vitro entre laboratérios. No entanto, alguns problemas
surgiram envolvendo a metodologia e padrdo de leitura pois, esta depende de periodos longos de
incubacdo, no minimo 24 horas (EUCAST) ou 24/48 horas para Candida spp e 72 horas para
Cryptococcus spp (CLSI). Atualmente tém-se buscado metodologias alternativas como a citometria
de fluxo. Esta técnica é baseada na analise de grande nimero de células fungicas individuais,
mostrando-se freqlientemente confiavel com poucas horas de incubacdo (Vale-Silva & Buchta,
2006).

Diferentes fluorocromos sdo utilizados nos testes de citometria de fluxo e, no caso das
leveduras, a experiéncia principal é com o género Candida (Rudensky et al. 2008, Gokahmetoglu,
et al. 2003; Ramani et al. 1997; Kirk et al. 1997). Os experimentos utilizando amostragens mais
significativas de Cryptococcus patogénicos sao escassos. Ramani & Chaturvedi (2000) usaram 16
isolados em testes de CF empregando o iodeto de propidio(Pl) e Pina Vaz et al. (2005) testaram 3
isolados com 0 FUN-1 como fluorocromo.

Testes realizados com Candida spp. e Cryptococcus spp. demonstraram que a citometria de
fluxo associada ao uso de fluorocromos séo alternativa para obtencéo de resultados na metodologia
de microdiluicdo em caldo padronizado pelo CLSI para estudar a sensibilidade in vitro,

proporcionando, assim, resultados rapidos e confiaveis (Pina — Vaz et al. 2005).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a reprodutibilidade e eficacia da técnica de citometria de fluxo para a determinacéo
da suscetibilidade de C. neoformans e C. gattii de origem clinica frente a drogas antifungicas em
comparacdo ao protocolo padronizado de microdiluicdo em caldo do documento M27-A2 do
NCCLS/CLSI.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica de citometria de fluxo para estudo de suscetibilidade antifungica de C.

neoformans e C. gattii.

e Determinar o perfil de suscetibilidade in vitro de C. neoformans e C. gattii usando

anfotericina B, fluconazol, Itraconazol e 5-fluorocitosina.

e Avaliar a reprodutibilidade da técnica de citometria de fluxo como técnica para estudo de

suscetibilidade antifangica de C. neoformans e C. gattii.
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5. METODOLOGIA

5.1. Microrganismos:

Um total de 45 cepas foram testadas neste trabalho, sendo 20 de C. neoformans, 21 de C.
gattii, duas cepas controle [C. parapsilopsis INCQS 40038 (ATCC 22019), C. krusei INCQS
40147 (ATCC 6258)] duas cepas padréao [C. neoformans INCQS 40044 (ATCC 32045) e C. gattii
INCQS 40141 (ATCC 56990)]. Todas as cepas de C. neoformans e C. gattii foram preservadas a -
70°C em uma solucdo de glicerol a 15% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) e estdo depositadas na
colecéo de fungos patogénicos do IPEC/FIOCRUZ. A relacdo dos isolados de C. neoformans e C.
gattii utilizados no estudo esta descrita nas tabelas 1 e 2. A confirmacédo do género e espécie foi
verificada pela presenca de fenol-oxidase em Agar Semente Niger (ASN), e atraves de teste
bioquimico automatizado Vitek YBC (bioMérieux, Inc., Durham, USA) e pelo meio CGB
(Kwon-Chung et al. 1982).

5.2. Drogas Antifungicas:

Para a avaliacdo da suscetibilidade foram usadas drogas obtidas das seguintes
procedéncias: derivados azoélicos, fluconazol poténcia 100% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA)
itraconazol poténcia 98% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA), derivado poliénico, anfotericina B
poténcia 80% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) e uma pirimidina fluorada 5-fluorocitosina
poténcia 100% (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA).

Foram preparadas solucGes-estoque de anfotericina B e itraconazol em dimetilsulféxido-
DMSO 99,70% (Vetec Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, Brasil) e de 5-fluorocitosina e
fluconazol em &gua destilada estéril. Estas solucdes foram filtradas em membrana 0,22um
(Milipore) e estocadas a —70°C. A anfotericina B foi protegida da luz ja que esta droga é
fotolabil.

5.3 Preparacao das Diluigdes:
As diluigdes das drogas foram preparadas em meio RPMI-1640 com L-Glutamina sem
bicarbonato (Gibco™, New York, EUA), tamponado com MOPS — Buffer acido [3-morlino]

propanosuolfénico P. A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, Brasil), acrescido de
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dextrose (Difco™ Laboratories, Mariland, EUA), para concentragdo final, de 2%, o pH ajustado
para 7,0 e esterilizado por filtragdo em membrana 0,22pum. Em seguida foram distribuidos 100pl
em cada poco da microplaca, com excecdo da primeira e da ultima coluna, reservadas para
controle de esterilidade (CE) e o controle de crescimento (CC), respectivamente. As
microdiluicdes foram preparadas nos seguintes intervalos de concentracdo final: 0,015 a 8ug/mi
para anfotericina B e itraconazol, de 0,12 a 64pg/ml para 5-fluorocitosina e fluconazol e estocados a
-70°C por até seis meses. Esses intervalos abrangem as concentracbes dos pontos de corte das
cepas-controle C. parapsilopsis e C. krusei, ja que ainda ndo foram determinados os pontos de
corte especificos para o género Cryptococcus. Para preparar e realizar os testes foram usadas
microplacas de fundo em U.

Tabelal. Relacdo dos isolados de Cryptococcus gattii testados

N° colegdo de

Fungos
patogénicos
*N° original (CFP) Espécie
06B 12 C. gattii
24 14 C. gattii
31A 23 C. gattii
33A 25 C. gattii
34A 26 C. gattii
37A 29 C. gattii
38A 30 C. gattii
40A 32 C. gattii
46 37 C. gattii
48B 39 C. gattii
50B 41 C .gattii
51A 42 C. gattii
56A a7 C. gattii
57A 48 C. gattii
60B 51 C.gattii
77A 121 C. gattii
1395 122 C.gattii
LMM17 077 C. gattii
LMM901 079 C.gattii
LMM994 078 C. gattii
INCQS 40141 136 C. gattii
(ATCC56990)

*0O namero original corresponde & identificagdo fornecida pelo depositario.
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Tabela 2. Relagéo dos isolados de Cryptococcus neoformans testados

N° colegdo de

Fungos
*N° original  |patogénicos(CFP) Espécie

7B 13 C. neoformans
10 126 C. neoformans
20A 01 C. neoformans
30B 22 C. neoformans
39A 31 C. neoformans
43B 34 C. neoformans
45B 36 C. neoformans
47B 38 C. neoformans
49A 40 C. neoformans
528 43 C. neoformans
54 45 C. neoformans
658 127 C. neoformans
70B 128 C. neoformans
72A 129 C. neoformans
274 130 C. neoformans
527 131 C.neoformans
1045 132 C.neoformans
1392 133 C.neoformans
1937 134 C. neoformans
ATCC32045 135 C. neoformans
INCQS40044

*N° O namero original corresponde a identificacdo fornecida pelo depositario.

5.4. Preparacao do Inéculo:

As cepas preservadas em solucdo de glicerol 15% ou em Skim-milk -20°C (preservadas
para uso e reativacdo a cada duas semanas) foram reativadas seguindo procedimento operacional
padrdo do laboratorio através de inoculacdo em placas de Petri contendo meio Agar Semente de
Niger (Guizotia abyssinica) (ASN). Apos incubacéo a 35 °C por 48 horas, o crescimento foi
transferido para tubos contendo Agar Sabouraud inclinado (SC) (Difco™ Laboratories, Mariland,
EUA) para a realizacdo de teste de confirmacao do género através do sistema automatico Vitek.

Para confirmacg&o de espécie, foi inoculada uma pequena quantidade da massa fungica no
meio CGB (pH 5,8) com realizacdo de 12 leitura em de 48 horas e 22 leitura em 120 horas.

Para preparagdo do indculo, foram suspensas de duas a cinco coldnias com diametro de
aproximadamente 1 mm (com crescimento de 48 horas) em 5 mL de solugéo salina estéril (0,85%

NaCl). Esta suspensdo foi agitada em vortex por 15 segundos e a densidade celular ajustada em
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escala padrdo McFarland 0,5 usando cartdo de Wickerhand, para obtencdo de suspensdes de
aproximadamente 1 x 10° a 5 x 10° ufc/mL. A suspensdo foi diluida em RPMI1640 até a
concentragéo de 5,0 x 102 — 2,5x10° ufc/mL para inoculagdo em micro placas de fundo em U com

as drogas previamente preparadas.

5.5. Citometria de Fluxo e Teste de Suscetibilidade:

As CIMs de fluconazol, itraconazol, fluorocitosina e anfotericina B foram determinadas
por citometria de fluxo (Beckman Coulter XL-MCL Flow cytometer. 488nm). As drogas foram
preparadas de acordo com o documento M27-A2 (NCCLS, 2002), reservadas em aliquotas de
300ul em microtubos estéreis a -70°C, por até seis meses, até o teste. Os intervalos das
concentracgdes finais foram de 2 a 0.015ug/mL para anfotericina B, 0.5 a 0.06 pg/mL itraconazol,
32 a 0,25ug/mL para fluorocitosina e de 64 a 1.0ug/mL para fluconazol.

Para padronizar o teste de susceptibilidade no citbmetro, foram testadas as cepas Candida
parapsilosis, Candida krusei e Cryptococcus neoformans. Estas leveduras foram semeadas em
placas de petri contendo Sabouraud dextrose Agar (Difco™ Laboratories, Mariland, EUA) e
incubadas a 35°C por 48 horas. Duas a cinco coldnias de aproximadamente 1 mm de diametro
foram suspensas em 5 mL de RPMI 1640 acrescido de dextrose 2%. Essa suspenséo foi ajustada
para 0,5 McFarland usando cartdo de Wickerhand, obtendo-se uma solucéo de aproximadamente
1x 10° a5 x 10° ufc/mL, sendo que 300 pL do indculo sdo acrescentados aos 300 pL de solugio
da droga.

Em estudo piloto, foram testados diferentes tempos de incubacdo, com agitacdo a 500rpm,
anteriormente a leitura por citometria de fluxo: 2h e 4h para anfotericina B e 4h, 8h, 12h e 18h
para os az6licos e 5-fluorocitosina. Foi padronizado assim o tempo de incubacao de 18 horas para
todos os isolados com os antifangicos azolicos e 5-fluorocitosina e, de 2 horas, para 0s testes com
anfotericina B. Posteriormente, os isolados incubados com os azélicos e a 5-fluorocitosina foram
corados com Acridine Orange (AO) (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) numa concentracdo
final de 11mg/L (Bernard Rudensky, 2005) e, aqueles incubados com a anfotericina B foram
corados com 0,5 puM de Fluorocromo 2-cloro-4-(2,3dihydro-3-methil-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-
methylidene) 1phenylquinoliniumiodide FUN-1 (Pina-Vaz et al. 2005), ambos por
aproximadamente 30 minutos em quarto escuro. Tanto para os testes utilizando FUN-1 quanto
Acridine Orange foi preparado controle de células vivas e celulas mortas por formaldeido
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(concentracdo final de 1%), e controle de células vivas sem fluorocromo. Aproximadamente
10.000 células individuais foram analisadas no citdbmetro de fluxo para os azolicos e
fluorocitosina e, 30.000 células para anfotericina B. A programacéo do citdmetro foi realizada em
dispersdo frontal (forward scattter) ganho 2.0 com ganho total de 3.82, 304 Volts; a disperséo
lateral (side scatter) 20.0 com ganho total de 54.50, 575 volts; a emissdo de fluorescéncia de
(FL2) 575nm 959volts, ganho 1.0 e emissdo de fluorescéncia (FL4) 675 nm 1138 Volts e ganho

1.0; com excitacdo de 488 nm.

5.6. Interpretacdo dos Resultados:
5.6.1. Microdilui¢do em caldo M27A-2

O teste in vitro foi analisado por leitura visual realizada com auxilio de suporte para
microplaca e espelho inclinado (figura 1), apds 72 horas de incubac¢do a 35°C, sendo o
crescimento fungico avaliado em cada um dos pocos com uma escala de 0 a 4. O valor 4 foi
atribuido para aquele poc¢o cujo crescimento € igual ao controle de crescimento (CC), isto é, 0%
de inibicédo, 3 para 25% de inibicdo, 2 para 50% de inibicdo(CIM2), 1 para 75% de inibicdo e, 0
para auséncia de crescimento fungico (CIMO). Assim, a concentracdo inibitéria minima (CIM)
foi definida como a menor concentracdo do antifingico capaz de inibir 50% (CIM2) do
crescimento, para os azdlicos e a fluorocitosina, sendo que para a anfotericina B foi considerado
100% de inibicao de crescimento (CIMQ). Em cada microplaca foram analisadas as cepas padréo,
além de controle de esterilidade do meio RPMI 1640 e controle do crescimento do isolado, sem

exposicao ao antifungico, como determinado pelo método M27-Az2 (figuras 1a, 1b, 1c, 1d.).
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FIGURA.L. Suporte para microplaca e espelho inclinado.
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frente a AMB.
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FIGURA 5. CIM de cinco isolados de Cryptococcus spp., Candida krusei, Candida parapsilopsis
e Candida tropicalis frente a ITC.
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5.6.2. Avaliacdo da Concentracdo Minima Letal (CML)

Para analisar a a¢do fungicida das drogas, uma aliquota de 10 pl de cada pogo visualmente
transparente (sem observacdo de crescimento) foi inoculado em placas com meio agar Sabouraud.
A leitura foi realizada apds incubacdo a 35°C por 72h, sendo o crescimento de até 5 colbnias

interpretado como 99% de morte das células, o que caracteriza a CML (figura 3).

5.6.3 Citometria de fluxo.

A analise de resultados da suscetibilidade da anfotericina B por citometria de fluxo foi
realizada em grafico “dot plot”, em (FL2) fluorescéncia verde amarelo a 575 nm e (FL4)
fluorescéncia vermelha 675nm. Porem, a analise realizada com o fluorocromo AO foi realizada
somente em FL4 log fluorescéncia vermelho 675nm.

5.6.3.1. Indice de suscetibilidade (IS).

A CIM foi determinada calculando-se o IS. Para isso, a média de fluorescéncia do valor
obtido de cada isolado tratado com as diferentes concentragdes da droga foi dividido pela média
de fluorescéncia do controle — vivo de cada isolado (Reis et al. 2004). Os resultados obtidos
foram submetidos a célculo utilizando-se o software Excel 2003. O isolado foi considerado
suscetivel para AMB quando o IS foi > 0,8 para C. gattii e IS > 0,65 para C. neoformans, porem

as células incubadas com azélicos e 5-FC foram considerados suscetiveis quando o IS foi > 1,2.

6. ANALISE ESTATISTICA.

A andlise de dados foi realizada pelo software Excel 2003 e pelo software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 16.0. Foram aplicados testes ndo-paramétricos de
Mann-Whitney para a verificacdo de diferencas das CIMs segundo as espécies C. neoformans e
C. gatti. O teste foi realizado separadamente para cada um dos métodos utilizados (citometria de
fluxo e CLSI/M27A-2). Para comparar os diferentes métodos, utilizou-se o teste de Wilcoxon
para dados pareados. Esse método considera o pareamento dos resultados para cada uma das 41
amostras. P-valores < 0,05 nos testes estatisticos indicou diferencas estatisticamente

significantes.
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2=8 pg/ml
3=4 ug/mi
4= 2 pg/ml
5=1 pg/mi

6a. CML 4 pug/mL de ITC

2= 64 pg/ml
3= 32 pg/ml
4=16 pg/ml
5=8 pg/mi

6¢.CML >64pg/mL de FLC

2= 64 pg/ml
3=32 pg/ml
4=16 pg/ml
5=8 pg/ml

6f. CML 16 g/ml de 5-FC

6=10,5 pg/mi
7=0,25 pg/ml

6g. CML 0,5 pg/ml de AMB.

Figura 6. llustragdo da Concentragcdo Minima Letal (CML) para a inibicdo de Cryptococcus spp.
Os numeros dos quadrantes correspondem aos numeros dos orificios da microplaca e suas
concentragdes correspondentes (dentro da caixa de texto).
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The susceptibility of clinical Cryptococcus isolates was assayed to reduce incubation time,
use automated readings and obtain quick, reproducible results for in vitro susceptibility
tests. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 20 isolates of Cryptococcus
neoformans and 21 of Cryptococcus gattii were determined by flow cytometry and the
results compared with the broth microdilution method (CLSI/M27A-2 document). After a
2-hours incubation with amphotericin B using FUN-1, C. gattii resulted in 100% agreement
for 2ug/mL dilution and 95.2% for 1ug/mL dilution and C. neoformans resulted in 100%
agreement for 1 and 2ug/mL when both methodologies were compared. For azolics and
flucytosine, reproducible results were obtained with fluorochrome Acridine Orange after 18
hours of incubation, which resulted in 78% agreement for fluconazole, 85% for itraconazol
and 97% for flucytosine. C. gattii was less susceptible than C. neoformans against
itraconazol and flucytosine using microdilution and against fluconazole and flucytosine
using flow cytometry (p<0.05). When the differences between the methods were determined,
independent of species, it was found a difference between the MIC values for itraconazol
(p=0.006) and amphotericin B (p=0.003). There were no significant differences between the
MIC values for fluconazole and flucytosine (p>0.05). Flow cytometry may be a useful tool
and have not only a good potential for in vitro tests and in determining the MIC of the
antifungals tested but also an appreciable reduction of the minimum time required to
obtain results.
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Cryptococcosis is a systemic mycosis acquired through the inhalation of viable propagules,
basidiospores or dehydrated yeasts of Cryptococcus neoformans or Cryptococcus gattii (11). C.
neoformans (serotypes A, D and AD) is cosmopolitan, found in environments related to pigeon and
various other bird species habitats, has also been isolated from the heartwood of several tree
species (9,12,16), causes predominantly opportunistic infection among immunocompromised
individuals, such as the aids-patients (28). C. gattii (serotypes B and C) occurs mainly in tropical
and subtropical regions, found in natural habitats related to decomposing wood in hollows of many
species of trees (13,2), causes mainly a primary lung infection in HIV-negative patients manifested
as non-specific respiratory symptoms with different radiologic presentations depending on host’s
immune status (8,1), remaining usually underdiagnosed. It may disseminate from the lung to
other organs, mainly to the central nervous system (25). Meningoencephalitis caused by both
species (C. neoformans and C. gattii) is the main clinical manifestation of cryptococcosis, which
still presents high morbidity and lethality rates.

Amphotericin B (AMB) has been considered the gold standard for treating cryptococcal
meningitis in HIV-patients, while the treatment initiated with fluconazole (FLC) or itraconazol
(ITC) is less effective (24). However, FLC is considered the treatment of choice in moderate and
localized infections, such as pulmonary cryptococcosis (8). The recommended initial therapy for
meningitis is AMB (0.7mg or 1mg/kg daily) with or without flucytosine (5FC) (100mg/kg daily)
for 2 weeks, followed by an 8-week consolidation phase with either FLC or ITC (7). Nonetheless,
the appearance of resistant strains, mainly to FLC (6,15), and the toxicity of the antifungal drugs
available for clinical use has led to the search for new drugs as well as to the need for
standardizing the methods to determine in vitro antifungal susceptibility (17).

The Clinical and Laboratory Standards Institute (17) has developed a reference method
(document M27-A2) using broth dilution tests to determine in vitro yeast susceptibility to
antifungal agents. The incubation time for the genus Candida is 24 to 48 hours, and for the genus
Cryptococcus is 72 hours (17). The reading can be visual or through spectrophotometry. This
reference method is considered of difficult execution, installation and interpretation. For this
reason, new techniques to evaluate antifungal susceptibility have been developed, such as the E-
test (AB Biodisc, Sweden), based on the diffusion of the drug on a solid medium and the Agar
disk diffusion method (27).
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Recent studies have highlighted that flow cytometry (FC) with fluorochromes can be an
automated alternative method to the microdilution method guidelines (M27-A2), with rapid and
reliable results to determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antifungal drugs for
Candida spp. and Cryptococcus spp. in vitro tests (27).

Acridine Orange is a nucleic acid selective metachromatic stain useful for cell cycle
determination (23). It interacts with DNA and RNA by intercalation or electrostatic attraction
respectively  (4).  Fluorochrome  2-chloro-4-(2.3dihydro-3-methyl-(benzo-1.3-thiazol-2-yl)-
methylidene) 1phenylquinoliniumiodide (FUN-1) is a halogenated cyanine, cytoplasm membrane-
permeant, a fluorochrome that is converted by metabolically active fungi from a diffuse cytosolic
pool (greenyellow fluorescence) to red cytoplasmic intravacuolar structures. Metabolically
disturbed cells show an increase in the intensity of green-yellow fluorescence (14).

Considering the importance of monitoring the appearance of resistant strains of C.
neoformans and C. gattii, it is necessary to improve the available methods for antifungal
susceptibility tests. In order to obtain reproducible results in a shorter time, we modified the protocol
proposed by CLSI/M27A-2, including flow cytometry that uses automated readings to compare the
results with the original protocol of document M27-A2.

MATERIALS AND METHODS

Microrganisms. Twenty clinical isolates of C. neoformans and 21 of C. gattii, including standard
strains of C. neoformans INCQS 40044 (ATCC 32045) and C. gattii INCQS 40141 (ATCC 56990),
were characterized by Vitek YBC (bioMérieux, Inc., Durham, USA) and growth on CGB medium
(10). Each strain was inoculated on Niger Seed Agar (NSA) plates prior to testing to confirm its
purity and viability. Two control strains were used in each test: Candida parapsilopsis INCQS
40038 (ATCC 22019) and Candida krusei INCQS 40147 (ATCC 6258). All C. neoformans and
C. gattii isolates tested in this experiment were kept in 15% glycerol (Sigma-Aldrich Inc., St
Louis, USA) at -70°C and are deposited in the Pathogenic Fungal Collection of IPEC/FIOCRUZ.
Microdilution and Determination of MICs.

The tests were performed according to the Protocol M27A-2, using the following drugs in their

reference powdered form: the azolics FLC (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) and ITC (Sigma-
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Aldrich Inc., St Louis, USA), the polyene derived AMB (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) and
5FC (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA). The stock-solutions of the drugs, the inoculum and the
microdilutions in series were prepared using RPMI-1640 medium with L-Glutamin without
bicarbonate (Gibco™, New York, EUA) plus 2% dextrose (Difco™ Laboratories, Mariland,
EUA), buffered with MOPS — Acid buffer [3-morpholino] propanosulfonic P. A. (Vetec Quimica
Fina Ltda., Duque de Caxias, Brazil) and adjusted to pH 7.0. Visual reading was done after 72
hours of incubation at 35°C, and the MICs of FLC, ITC and 5FC were defined as the lowest
concentrations that produced 50% reduction in growth (MIC2). The MIC of AMB (fungicide)
was defined as the lowest concentration that produced 100% inhibition of growth, in which a
score of 0 (MICO) (optically clear) was observed.

Evaluation of Minimal Lethal Concentration (MLC).

To analyze the fungicide action of the drugs, 10ul from each well that showed complete
inhibition (100% inhibition or an optically clear well) of a microtiter plate were inoculated onto
Sabouraud Agar (Difco™ Laboratories, Mariland, EUA). The reading was done after 72h of
incubation at 35°C and the MLC was determined by the minimal concentration at which there
was growth of up to 1% of cells (26).

Flow Cytometry (FC).

The MICs of FLC, ITC, 5FC and AMB were determined by flow cytometry (Beckman Coulter
XL-MCL Flow cytometer - 488nm). The drugs were prepared according to microdilution method
guidelines M27-A2 (17), reserved in sterile micro-tubes at -70°C for up to six months, until to be
tested. The final concentration intervals varied from 2 to 0.015ug/ml for AMB, 0.5 to 0.06 pg/ml
ITC, 32 to 0.25ug/ml for 5FC and from 64 to 1.0pg/ml for FLC.

The isolates were cultured on Petri dishes containing Sabouraud dextrose Agar (Difco™
Laboratories, Mariland, EUA) for 48 hours at 35°C. Two to five colonies of an approximate 1
mm of diameter were suspended in 5 ml of RPMI 1640 supplemented with 2% dextrose. The
suspension was adjusted to 0.5 McFarland, obtaining a solution of 0.5 x 10° to 2.5 x 10° cfu /ml.
Suspensions containing 0.5 x 10° to 2.5 x 10° cfu /ml were incubated with shaking at 35°C with
each antifungal agent (300 ul of the inoculum added to the 300 ul of the drug solution).

In order to determine appropriate incubation times to be used in our experiment we performed a
pilot study, testing the incubation times of 2h and 4h for AMB and 4h, 8h, 12h and 18h for the
azolics and the 5FC. An incubation time of 18 hours was determined to incubate all the isolates
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with the azolics and 5FC and 2 hours for incubation with AMB. Later, the cells incubated with
the azolics and 5FC were stained with Acridine Orange (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, USA) in a
final concentration of 11mg/L (23). The cells incubated with AMB were stained with 0.5uM of
Fluorochromes [2-cloro-4-(2,3dihydro-3-methil-(benzo-1.3-thiazol-2-yl)-methylidene)
1phenylquinoliniumiodide (FUN-1) in the dark at room temperature for 30 min (18). For the tests
using FUN-1 as well as those using Acridine Orange, suspensions of untreated (drug free) and
treated cells with formaldehyde (final concentration of 1% for 2 h) were stained under the same
conditions and used as controls.

Susceptibility Index (Sl).

To obtain the susceptibility index, the median fluorescence value of each drug-containing sample
was divided by the median fluorescence value of the drug-free control for each isolate (22).
Approximately 10.000 individual cells were analyzed in the Flow Cytometry at FL4 (red
fluorescence 675nm) with Acridine Orange for the azolics and 5FC, and for amphotericin B,
approximately 30.000 individual cells were analyzed at FL4 and at FL2 (yellow-green
fluorescence, 575 nm) with FUN-1.

An isolate was considered susceptible to AMB when Sl was > 0.8 for C. gattii and SI > 0.65 for
C. neoformans, but the cells incubated with the azolics and 5FC were considered susceptible
when Sl was > 1.2 at FL4 log.

Statistics.

Data analysis was done by Excel 2003 software and by the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) software version 16.0. Non-parametric tests of Mann-Whitney were applied to verify the
MIC differences according to the C. neoformans and C. gatti species. The test was performed
separately for each of the methods used (flow cytometry and CLSI/M27A-2). To compare the
different methods, the Wilcoxon test for paired data was used. This method considers the pairing
of the results for each of the 41 samples. P-values < 0.05 indicated statistically significant

differences.
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RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained by protocol NCCLS/CLSI (M27 — A 2) and by the protocol with
flow cytometry are described in tables 1 and 2. Damage in the cell membranes, caused by
increasing concentrations of ITC, FLC, 5FC and AMB was observed in the susceptibility tests
with these two protocols. In flow cytometry, membrane damage determines the entry of the
Acridine Orange and FUN-1 in the cells, thus making it possible to determine inhibitory
concentration using this methodology.

In vitro antifungal susceptibility for yeasts has been evaluated by numerous flow
cytometry methods, mainly Candida species (19,20,21,23), with satisfactory results, reduced
incubation time and automated reading. However, there are few studies analyzing susceptibility
for Cryptococcus species by flow cytometry with different fluorochromes, such as propidium
iodide (PI) (21) e FUN-1(18).

In our study, the flow cytometry readings performed at 2-hour incubation time with FUN-
1 fluorochrome protocol was sufficient to determine the MIC of AMB (fig 2), as previously
observed (18). Other authors reported that 4 hours of incubation with this drug, using Pl as
fluorochrome, are necessary (21). In the present study, Acridine Orange was used for azolics and
5FC, in accordance with the study by Rudensky et al. (2005), which stated that fluorochrome
Acridine Orange is the most indicated to determine the MIC for the azolics, in spite of having
only been tested for Candida spp. Furthermore, our pilot study demonstrated that the results
using FUN-1 with azolics and 5FC were unsatisfactory for C. neoformans and C. gattii (data not
shown).

When C. neoformans and C. gattii were stained with FUN-1, the living control cells
emitted a red color at FL4 at the top-right quadrant of the dot-plot graph, while the dead-control
cells emitted a green-yellow fluorescent in FL2, as observed in figure 1.

The 5-hour Acridine Orange incubation time is considered sufficient for the Candida
genus (23). Such result was confirmed in our study through the C. krusei ATCC6258 and C.
parapsilopsis ATCC 22019 standard-strains (data not shown). However, for Cryptococcus spp.,
satisfactory results within 8 hours of incubation were obtained only in part of the isolates tested.
Moreover, extending incubation time to an 18-hour period homogenous results for all isolates

were obtained. By using this fluorochrome, a fluorescent increase was verified in the dead control
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cells in relation to the living control cells (figure 2). We consider that it is possible to estimate the
MIC for azolics and flucytosine within 8-hour incubation, or periods less than 18 hours, but the
reproducibility for all of the isolates tested are not guaranteed, making future studies with a
greater number of isolates necessary. We verify that, different from the C. neoformans and C.
gattii strains, Candida krusei and Candida parapsilopsis strains responded very well to the in
vitro test, with FUN-1 as well as Acridine Orange, which is in agreement with the reports by
Pina-Vaz et al. (2005) and Rudensky, (2005).

Increasing fluorescence with Acridine Orange was observed in progressive drug
concentrations of FLC and ITC. Nonetheless, for cells exposed to >8 ug/ml of 5FC, a regular
decay of fluorescence was observed, which may be related to the action of binding on the DNA
and RNA molecules by 5FC. However, it was possible to determine the MIC for 5FC, once the
MICs obtained were less than or equal to 2pg/ml.

By using the broth microdilution method, C. gatti was less susceptible than C.
neoformans for ITC (p=0.043) and 5FC (p=0.001). The same was observed in flow cytometry for
FLC (p=0.021) and 5FC (p=0.024) (table 1). When comparing the results between the two
methods, independent of species, there was only a difference between the MIC values for ITC
(p=0.006) and AMB (p=0.003). The lower susceptibility of C. gattii for antifungal drugs is in
accordance with previous reports (3, 26).

To determine the percentage of agreement in comparing the MICs obtained by the two
methods, two more or two less dilutions were considered as harmonious results (5, 21). For FLC,
the agreement was 78% (32/41), 85% for ITC (35/41) and 97% for 5FC (40/41). The agreement
for AMB was 100% (41/41). To analyze the agreement between the two methodologies testing
AMB (table 2), it was necessary to determine the different Sls for each species: the best SI for C.
gattii was 0.80, with 100% agreement for 2ug/ml and 95.2% for 1pg/ml dilution, which suggests
that flow cytometry was more sensitive to detect fungal growth than CLSI method, since growth

was not observed in the CLSI method with 1jpg/ml dilution.

The results of this study suggest that flow cytometry has potential for in vitro tests in
determining the MIC of AMB using FUN-1 fluorochrome and Acridine Orange for FLC, ITC and
5FC for C. neoformans and C. gattii. It may be also a useful tool for clinical research and
laboratory. Once standardized, this methodology demonstrated reproducibility and reliability in 2
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hours for AMB and 18 hours incubation for the other antifungal drugs, reducing the minimum
time necessary to obtain results, being that protocol CLSI M27A-2 foresees a time of 72 hours for

C. neoformas and C. gattii.
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Table 1. Comparison of MIC by method M27 A-2 and flow cytometry with Acridine Orange fluorochrome for azolics and flucytosine,

and FUN-1 for amphotericin B.

Species (N isolates) MIC MIC (ug/mL)
parameter FLUCONAZOL ITRACONAZOL FLUCYTOSINE ANPHOTERICIN B
M27-A2 FCM  M27-A2 FCM M27-A2 FCM M27-A2 FCM
C. gattii (21) GM 117 2.20 0.13 0.06 0.99 0.67 0.67 0.27
Range 0.12-8 10-16 003050 006025  050-2.0 0.25-2.0 0.5-1,0 0.25-1.0
MICso 4.0 4.0 0.5 0.12 2.0 2.0 1.0 05
aMLC range 16.0- >64 - 2.0->8.0 - 8.0->64 - 0.5-2.0 -
C.neoformans (20) GM 0.63 1.46 0.06 0.07 0.30 0.50 0.59 0.42
Range 01240 1016  001-1.0 006050 01220  050-0.50  0.25-1.0 0.25-2.0
MIVao 2,0 4,0 0,12 0,12 0,5 0,5 1,0 1,0
"MLCrange  4.0- >64 - 1.0->8.0 - 2.0- >64 - 0.5-1.0 -
Total (41) GM 0.86 1.80 0.09 0.07 0.56 0.58 0.60 0.33
Range 01280 1016  0.01-05 0.06-0.5 0.12-2.0 0.25-2.0 0.25-1.0 0.25-2.0
MICso 4.0 4.0 0.5 0.25 2.0 2.0 1.0 1.0
"MLCrange  4.0- >64 - 1.0->8.0 , 2.0- >64 , 0.25-2.0 .

GM, geometric mean. M27-A2, Broth Microdilution Method. FCM, Flow cytometry; Minimum Inhibitory Concentration (MIC); #
Minimum Lethal Concentration (MLC).
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TABLE 2 Comparison of inhibition of Cryptococcus spp. by amphotericin B using protocol
M27-A2 and FUN-1 with 2Hrs of incubation in flow cytometry protocol.

Number of inhibited isolates /Total

Gg”/meER'C'N'B Flow Cytometry M27-A2
C.gattii  C.neoformans C. gatti C. neoformans
2.0 21/21 20/20 21/21 20/20
1.0 21/21 19/20 21/21 20/20
0.5 6/21 12/20 15/21 13/20
0.25 20/21 12/20 21/21 1/20

M27-A2 Broth Microdilution Method
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Dop-plot Graphics determined by flow cytometry, Cryptococcus neoformans stained with FUN-1
(@) viable autofluorescence, (b) viable (c) treated with 1% formol, (d) treated with 2ug/ml
amphotericinB, (e) treated with 0,01pug/ml amphotericinB.
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SINGLE PARAMETER
@

Figure.2 Histogram determined by flow cytometry, analysis in FL4log of Cryptococcus
neoformans, colored with com Acridine orange and treated with fluconazol: (a) viable control,
(b) 1pg/ml, (c) 8ug/ml, (d) 64ug/ml, (e) dead control, treated with 1% formol.
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8. CONCLUSOES.

Neste trabalho foi possivel avaliar a reprodutibilidade e eficacia da técnica de citometria
de fluxo, que demonstrou ser uma ferramenta Util tanto para pesquisa como para uso em
laboratdrio clinico. Os resultados deste estudo sugerem que a citometria de fluxo tem potencial
para testes in vitro de suscetibilidade antifangica, utilizando os fluorocromos FUN-1 e Acridine
Orange, para determinar a suscetibilidade de C. neoformans e C. gattii de origem clinica frente a

anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina.

e A técnica de citometria de fluxo demonstrou reprodutibilidade e confiabilidade em 2 horas
de incubacdo para anfotericina B e 18 horas para fluconazol, itraconazol e 5-
fluorocitosina, reduzindo o tempo minimo necessario para obtencdo da concentracao
inibitéria minima, ja que a metodologia padréo (documento M27-A2 NCCLS/CLSI) prevé

o tempo de 72 horas para determinacdo da CIM de C. neoformans e C. gattii.

e O perfil de suscetibilidade in vitro de C. neoformans e C. gattii usando anfotericina B,
fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina demonstrou que C. gattii. € menos suscetivel do

que C. neoformans

e Em estudo piloto foi avaliada a reprodutibilidade da técnica de citometria de fluxo e
verificamos, por inimeras repeticoes, que uma vez escolhido o fluorocromo e determinado o
tempo de incubacdo e a velocidade de agitacdo, a citometria de fluxo é uma técnica confiavel

para estudo de suscetibilidade antifingica de C. neoformans e C. gattii.
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