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Figueiredo-Carvalho, M H G. Determinacido da susceptibilidade aos farmacos
antifungicos de amostras do complexo de espécies de Candida parapsilosis isoladas de
pacientes com fungemia. Rio de Janeiro, 2012. 107 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa
Clinica em Doengas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Evandro Chagas.

RESUMO

Dentre as espécies de Candida ndo-albicans, Candida parapsilosis vem emergindo como
importante patdogeno de infec¢des fungicas invasivas com dissemina¢do hematogénica nas
ultimas décadas em diferentes continentes, principalmente, na Europa e na América Latina. C.
parapsilosis foi considerada por muito tempo um complexo de trés grupos distintos nomeados
I, IT e II1. Tavanti et al (2005), baseado na tipagem da sequéncia multilocus (MLST), propos o
reconhecimento dos grupos II e III, como duas novas espécies: C. orthopsilosis e C.
metapsilosis, respectivamente, mantendo o grupo I como C. parapsilosis stricto sensu. Até
agora sO tem sido possivel distinguir essas trés espécies por andlise molecular. Métodos
comerciais para testes de susceptibilidade aos antifingicos vém sendo utilizados para avaliar
o comportamento de Candida spp. frente as drogas de uso clinico, incluindo o Etest® ¢ o
sistema Vitek® 2. Neste trabalho, estes dois métodos foram comparados ao método de
referéncia de microdilui¢do em caldo pelo CLSI (M27-A3) para determinar a susceptibilidade
in vitro de isolados clinicos do complexo psilosis aos farmacos antifingicos anfotericina B,
fluconazol, voriconazol e itraconazol. Um total de 53 isolados do complexo psilosis oriundos
de hemoculturas obtidas de pacientes hospitalizados no municipio do Rio de Janeiro, entre
1998 e 2006, associados a episodios de fungemia, foram analisados. Cinquenta e um isolados
foram discriminados pela PCR, utilizando primers espécie-especificos, ¢ dois isolados, pelo
sequenciamento, sendo caracterizados como C. parapsilosis stricto sensu (75,4%), C.
orthopsilosis (20,8%) e C. metapsilosis (3,8%). Os testes de susceptibilidade aos antifingicos
indicaram que a maioria dos isolados de C. parapsilosis stricto sensu foi sensivel a todos os
farmacos testados. Entretanto, um tnico isolado de C. parapsilosis stricto sensu apresentou
uma CIM = 2 pg/mL para a anfotericina B. Trés isolados de C. orthopsilosis apresentaram
CIM entre 2 e 8 pg/mL para o fluconazol pelo Etest® e Vitek® 2 ¢ CIM entre 0,19 e 0,25
ng/mL para o itraconazol pelo Etest™. Os isolados de C. metapsilosis foram sensiveis a todos
os farmacos testados. A concordancia essencial entre Etest” ou Vitek” 2 com CLSI foi
excelente (100%), exceto para o itraconazol (90,9%). Por outro lado, a concordancia
categorica foi 72,7% para o itraconazol pelo Etest® e 100% para os outros farmacos por
ambos os métodos. Para anfotericina B, a concordéncia categérica foi de 100% para o Etest”
e de 97,5% pelo Vitek™ 2 em relagdo ao CLSI. Este estudo reforga a importancia dos métodos
Etest” e Vitek® 2 que podem ser empregados nos laboratérios rotineiros de microbiologia
clinica para monitorar e detectar diferencas no perfil de susceptibilidade aos antifiungicos dos
isolados de C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis.

Palavras-chave: 1. Antifungicos. 2. C. metapsilosis;. 3. C. orthopsilosis. 4. C. parapsilosis
stricto sensu; 5. Fungemia.



Figueiredo-Carvalho, M H G. Determination of antifungal susceptibility of samples of
Candida parapsilosis complex species isolated from patients with fungemia. Rio de
Janeiro, 2012. 107 s. Dissertation [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] —
Instituto de Pesquisa Evandro Chagas.

ABSTRACT

Among non-albicans Candida species, Candida parapsilosis has emerged as an important
agent of invasive fungal infections, and several cases associated with fungemia have been
reported worldwide in last decade, mostly in Europe and Latin America. For many years, C.
parapsilosis has been characterized as a complex composed of three genetically distinct
groups (groups I, II, and III). Tavanti et al. (2005) based on multilocus sequence typing
(MLST) technique, proposed the recognition of groups II and III as two different species: C.
orthopsilosis and C. metapsilosis, respectively, maintaining the group I as C. parapsilosis
sensu stricto. Up to now only has been possible to distinguish these three species just by
molecular analysis. Commercial antifungal susceptibility methods including Etest® and
Vitek™ 2 system have been used to test the antifungal susceptibility of Candida spp. In this
study, these methods were compared to the CLSI broth microdilution (BMD) reference
method to determine in vitro susceptibility of clinical C. parapsilosis complex isolates to
amphotericin B, fluconazole, voriconazole, and itraconazole. A total of 53 C. parapsilosis
complex isolates from blood cultures obtained of patients who were hospitalized in the city of
Rio de Janeiro between 1998 and 2006 associated with episodes of fungemia were analysed.
Fifty-one isolates were discriminated by PCR using species-specific primers and two isolates
by sequencing, being characterized as C. parapsilosis sensu stricto (75.4%), C. orthopsilosis
(20.8%), and C. metapsilosis (3.8%). Antifungal susceptibility tests indicated that most of C.
parapsilosis sensu stricto isolates were susceptible to all tested drugs. However, a single C.
parapsilosis sensu stricto isolate presented MIC = 2 pg/ml for amphotericin B. Three C.
orthopsilosis isolates showed MIC between 2-8 pg/ml for fluconazole by Vitek™ 2 and MIC
between 0.19-0.25 pg/ml for itraconazole by Etest”. C. metapsilosis isolates were susceptible
to all tested drugs. The essential agreement between the Etest® or Vitek™ 2 with the CLSI
BMD for all drugs was excellent (100%), except for itraconazole (90.9%). The categorical
agreement was 72.7% for itraconazole by Etest”, 97.5% for amphotericin B by Vitek®™ 2, and
100% for the other drugs by both methods compared with CLSI BMD. This study reinforces
the importance of Etest® and Vitek® 2 methods in routine clinical microbiologycal
laboratories to survey and detect differences in the profile of the antifungal susceptibility of C.
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis, and C. metapsilosis isolates.

Keywords: 1.Antifungal; 2. C. metapsilosis; 3. C. orthopsilosis; 4. C. parapsilosis sensu

stricto; 5. Fungemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFECCOES FUNGICAS INVASIVAS POR Candida spp.

Entre as infec¢des fingicas invasivas, € importante destacar a relevancia clinica dos
casos de infec¢des de corrente sanguinea por Candida spp., complicagdo esta conhecida como
candidemia (COLOMBO, 2000). Um episodio de candidemia ¢ definido quando pelo menos
uma hemocultura ¢ positiva para espécies de Candida cuja amostra de sangue foi obtida de
paciente com sinais e sintomas de septicemia (febre, hipotensdo, leucocitose) e sem
evidéncias de comprometimento de 6rgaos internos (ASCIOGLU et al., 2002).

A incidéncia de infec¢des hematogénicas por Candida spp. em pacientes adultos e
pediatricos tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, principalmente em unidades
de terapia intensiva e/ou de assisténcia a pacientes criticos. O aumento na frequéncia dessas
infecgdes tem sido observado, particularmente, entre pacientes hospitalizados por periodos
prolongados e que foram submetidos a antibidticos de amplo espectro, terapia
imunossupressora, cateter venoso central, nutricdo parenteral e procedimentos médicos
invasivos (PFALLER; DIEKEMA, 2007, PEMAN et al., 201 1).

O custo decorrente do atendimento a esses pacientes ¢ elevado, assim como a taxa de
mortalidade atribuida a candidemia, sendo esta dependente de uma série de fatores como, por
exemplo, a gravidade da doenca de base, a espécie de Candida envolvida, o tempo para o
diagnostico definitivo e a escolha do agente antifingico para o tratamento (GUDLAUGSSON
et al., 2003; MORGAN et al., 2005b; SMITH et al., 2007; HASSAN et al., 2009).

Infecgdes hematogénicas causadas por Candida spp. podem ser adquiridas por via
endogena, pela translocagdo do patégeno através do trato gastrointestinal, local onde ha rica
colonizagdo pelo microrganismo em até 70% da populacao normal, ou via exdgena, através do
contato das maos de profissionais de saide com pacientes portadores de cateteres vasculares
em posi¢do central, implante de proteses contaminadas, bem como pela administragdo
parenteral de solugdes contaminadas (NUCCI; ANAISSE, 2001; COLOMBO et al., 2003;
BRITO et al., 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

A epidemiologia da candidemia tem sido estudada nos Estados Unidos, Europa e em
alguns paises da América do Sul. A distribuicdo de Candida spp. apresenta variagdes tanto

entre paises, estados e cidades, bem como entre hospitais. A maioria dos episddios de

candidemia ¢ causada por C. albicans (PFALLER et al., 2001; PAPPAS et al., 2003; SILVA;



DIAZ; FEBRE, 2004; TORTORANO et al, 2004; 2006; ALMIRANTE et al., 2005;
RODERO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; BORG-VON ZEPELIN et al., 2007
PFALLER; DIEKEMA., 2007; HORN et al., 2009; CORDOBA et al., 2011). No entanto,
infec¢des oportunistas por espécies de Candida nao-albicans tém sido descritas. As principais
espécies de importancia médica sdo: C. parapsilosis lato sensu, C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae (BODEY et al., 2002; PFALLER; DIEKEMA;
MENDEZ, 2006; MEDEIROS et al., 2007; CELEBI et al., 2008). Entretanto, espécies
emergentes de Candida t€m sido isoladas como C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C.
famata, C. utilis, C. lipolytica, C. novergensis, C. inconspicua, C. haemulonii entre outras
(HAZEN; HOWELL, 2007; KIM et al., 2011).

Na América do Norte e Europa, C. glabrata e C. parapsilosis constituem as espécies
nao-albicans mais comumente isoladas. A emergéncia de C. glabrata nos Estados Unidos e
em muitos paises da Europa tém sido muito bem documentada e entre as espécies nao-
albicans ocupa o segundo lugar, com frequéncia em torno de 26 a 29% dos casos (DE LUCA
et al., 2012; LOCKHART et al., 2012).

O padrao de distribuicao de Candida spp. na América do Sul se diferencia dos citados
em outros paises, embora poucos estudos prospectivos tenham sido desenvolvidos neste
continente. Em relacdo as infec¢des hematogénicas por Candida spp. no Brasil, C. albicans
foi a espécie mais isolada, seguida de C. tropicalis e/ ou C. parapsilosis, sendo. C. glabrata a
espécie menos frequente (COLOMBO et al., 2006; CHANG et al., 2008; GUIMARAES et
al., 2012). Porém, a incidéncia de C. glabrata aumentou significantemente entre 2006 ¢ 2010
(variando de 4,8 a 23,5%) segundo estudo conduzido num hospital universitario de referéncia
na regido sudeste do Brasil (MORETTI et al., 2012). No Chile, um estudo retrospectivo
realizado em 13 hospitais mostrou que C. parapsilosis ¢ C. tropicalis foram novamente as
espécies mais frequentes entre as nao-albicans, seguida de C. glabrata (SILVA; DIAZ,;
FEBRE, 2004). Na Argentina, um estudo nacional tendo como foco as leveduras isoladas de
fungemia também revelou o mesmo padrdo de distribuicdo de Candida spp. No entanto,
espécies menos comuns como C. viswanathii, C. haemulonii, C. inconspicua ¢ C. fermentati
foram isoladas em menor frequéncia (CORDOBA et al., 2011).

A epidemiologia da candidemia varia geograficamente e ressalta a importancia e a
necessidade de uma vigilancia continua para monitorar a incidéncia, a distribuicdo e os perfis
de susceptibilidade aos antifungicos de Candida spp. (COLOMBO et al., 2006; CORDOBA
etal., 2011).



1.2 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis foi isolada pela primeira vez, em 1928, por Ashford, a partir de
fezes de um paciente com diarreia, em Porto Rico, sendo classificada como uma espécie de
Monilia que era incapaz de fermentar maltose (ASHFORD et al, 1928). A espécie foi
nomeada Monilia parapsilosis para diferenciar de outra espécie, Monilia psilosis, hoje
conhecida como C. albicans. Embora inicialmente considerada nao patogénica, em 1940, C.
parapsilosis foi identificada como o agente responsavel por um caso fatal de endocardite, em
um paciente usudrio de droga intravenosa (JOACHIM; POLAYES, 1940).

C. parapsilosis ¢ uma levedura ubiqua no meio ambiente, podendo ser isolada nao s6
de solo, ambientes marinhos e plantas, mas também de superficies mucosas de humanos e
demais mamiferos (LUPETTI et al., 2002). Possui a capacidade de colonizar a pele humana,
proliferar em solu¢des ou emulsdes contendo basicamente carboidratos, aminodacidos, lipidios
e vitaminas, ¢ de aderir a superficies plasticas. Pode se tornar patogénica, caso ocorra
alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras
anatomicas da pele, secundariamente & queimadura ou a procedimentos médicos invasivos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; DIGNANI; SOLOMKIM; ANAISSE, 2003;
ALMIRANTE et al., 2006; KUMAR; MENON, 2006; TROFA; GACSER; NOSANCHUK,
2008).

Caracteriza-se morfologicamente por células leveduriformes ovais, arredondadas ou
cilindricas. Em agar de Sabouraud dextrose, suas colonias sdo brancas, cremosas, brilhantes,
lisas ou enrugadas. C. parapsilosis nao forma hifas verdadeiras, mas se apresenta na forma
leveduriforme ou de pseudohifas. Os fenodtipos das colonias dependem da morfologia de C.
parapsilosis. Células leveduriformes exibem fenétipos lisos ou em forma de cratera, enquanto
que pseudohifas apresentam fendtipos concéntricos ou de aspecto rendado (KIM; EL
BISSATI; MANOUN, 2006; LAFFEY; BUTLER, 2006).

C. parapsilosis ¢ uma espécie de fungo oportunista que tem emergido como um
patdgeno nosocomial causando infecgdes com manifestagdes clinicas que incluem fungemia,
endocardite, endoftalmite, artrite, peritonite, meningite, otomicoses, onicomicoses,
vulvovaginites e infec¢des de trato urinario. Todas as quais ocorrem normalmente em
associacdes a procedimentos médicos invasivos ou a dispositivos protéticos e devido a prévia

terapia antifingica (TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008; van ASBECK et al., 2009).



A incidéncia de C. parapsilosis tem aumentado, significativamente, nas ultimas
décadas, sendo a segunda espécie mais isolada de infeccdes fungicas hematogénicas
principalmente na Europa e na América Latina. Em alguns hospitais infantis, C. parapsilosis
tem se tornado a espécie predominante em candidemia, sendo a mais frequente em infecgdes
da corrente sanguinea de recém-nascidos (GODOY et al, 2003; PFALLER et al., 2005;
ALMIRANTE et al., 2006; COLOMBO et al., 2006).

A infecgdo fungica invasiva causada por C. parapsilosis pode ocorrer sem colonizagao
prévia e ¢ frequentemente transmitida horizontalmente, via fontes externas contaminadas tais
como dispositivos médicos, fluidos ou solu¢des, as maos dos profissionais de satde,
dispositivos protéticos e cateteres (TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008).

Virios estudos indicam que o uso prolongado de cateter venoso em posicao central e a
nutricdo parenteral aumentam os riscos para infec¢des invasivas por C. parapsilosis, além
disso, o tempo prolongado de internagdo e o fato desses pacientes serem manuseados por um
grande numero de pessoas aumentam a probabilidade de infec¢do. Outra caracteristica
marcante dessa levedura ¢ a capacidade de formar biofilme em dispositivos médico-cirtrgicos
o que facilita a sua penetracdo no hospedeiro e influencia muito na sua disseminagdo
hospitalar (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; KUHN et al, 2004; CHEN et al., 2006;
TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008; CONDE-ROSA et al., 2010).

A patogenicidade de C. parapsilosis na infec¢do fungica invasiva ¢ facilitada pela
presenca de alguns fatores de viruléncia. Os mais importantes sao aderéncia as células
epiteliais e endoteliais do hospedeiro, formacao de biofilme e secrecdo de enzimas
hidroliticas, tais como peptidases e lipases. Apesar de intensa pesquisa para identificar fatores
associados a patogénese nos fungos, particularmente, em C. albicans, pouco se conhece sobre
os fatores de viruléncia de C. parapsilosis (DAGDEVIREN; CERIKCIOGLU; KARAVUS,
2005; TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008).

A produgdo de biofilme constitui um importante fator de viruléncia para algumas
espécies de Candida, conferindo maior resisténcia a terapia antifungica, por limitar a
penetracdo dos agentes antifingicos através da matriz extracelular, protegendo as células
fingicas da resposta imune do hospedeiro. C. albicans, C. parapsilosis C. tropicalis ¢ C.
glabrata sdao algumas espécies produtoras de biofilme. A formacdo de biofilme é precedida
pela aderéncia do fungo aos tecidos ou aos dispositivos médicos. C. parapsilosis pode formar
biofilme em diversos dispositivos médicos, incluindo cateter venoso central e periférico,
cateter de hemodialise e de dialise peritonial, dispositivos protéticos para lesdes intracardiacas

e articulagdes protéticas. A colonizacdo inicial do cateter, muitas vezes ¢ decorrente da



manipulacdo do mesmo pelos proprios profissionais de saude, ja que C. parapsilosis ¢ um
microrganismo comensal da pele humana (KUMAR; MENON, 2004; RAMAGE;
MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006; TUMBARELLO et al., 2007).

O papel das peptidases e lipases na patogenicidade de C. parapsilosis ainda ndo esté
totalmente elucidado (DAGDEVIREN; CERIKCIOGLU; KARAVUS, 2005).

Sabe-se que as proteinases sdo importantes determinantes de viruléncia para C.
albicans. As asparto-proteinase secretadas (Saps) sdo responsadveis pela adesao e pelo dano
tecidual tendo como consequéncia a degradagao de proteinas estruturais e imunologicas, tais
como as cadeias pesadas das imunoglobulinas G, proteina C3, colageno e fibronectina
(PICHOVA et al., 2001).

As fosfolipases tém como fun¢do a degradagdo dos fosfolipidios que sdo os principais
componentes de todas as membranas celulares e, juntamente com as proteinases, facilitam a
invasdo dos tecidos do hospedeiro, durante o processo de infeccio (RUCHEL et al., 1992;
GHANNOUM, 2000; KANTARCIOGLU; YUSEL, 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 expressao 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 fungdes incluem a digestdo de lipidios para obtencdo de
nutrientes, adesdo as células e tecidos do hospedeiro, interagdes sinérgicas com outras
enzimas, hidrdlise inespecifica, iniciacdo de processos inflamatérios por afetar células do
sistema imune e autodefesa (STEHR et al, 2004; SCHALLER et al., 2005). As lipases
extracelulares produzidas por C. parapsilosis possivelmente favorecem o seu crescimento em
solucdes lipidicas. Este dado ¢ importante, pois infec¢des invasivas por C. parapsilosis
frequentemente ocorrem em pacientes recém-nascidos de baixo peso que recebem nutricdo

parenteral rica em lipidios (GACSER et al., 2007).

1.3 COMPLEXO Candida parapsilosis

Isolados de C. parapsilosis sao fenotipicamente indistinguiveis, mas geneticamente
heterogéneos. Estudos anteriores, baseados na analise da amplificacdo randomica de DNA

polimérfico (RAPD) (LEHMANN et al., 1992), na eletroforese de enzimas multilocus e no



sequenciamento da regido intergénica (ITS) do rDNA (LIN et al., 1995), na morfotipagem
(CASSONE et al., 1995), na andlise da relagdo de parentesco ao nivel de DNA (ROY;
MEYER, 1998), na sequéncia de genes da DNA topoisomerase II (KATO et al., 2001), na
hibridizagao com uma sonda de oligonucleotideos Cp3-13 para DNA fingerprinting (ENGER
et al., 2001), na andlise das diferengas na sequéncia do DNA mitocondrial (NOSEK et al.,
2002), e no polimorfismo de nucleotideo tinico (FUNDYGA et al., 2004), demonstraram que
C. parapsilosis formava um complexo composto de trés grupos geneticamente distintos,
nomeados I, II e III.

Tavanti et al. (2005), baseados na tipagem da sequéncia multilocus (MLST),
sugeriram que os grupos Il e Il de C. parapsilosis constituissem novas espécies, sendo
nomeadas Candida orthopsilosis € Candida metapsilosis, respectivamente, mantendo o grupo
I como C. parapsilosis stricto sensu. Assim, o complexo C. parapsilosis ou psilosis passou a
ser formado por C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Até o
momento, a distingdo entre as trés espécies s6 ¢ possivel por meio de analises moleculares
(TAVANTI et al., 2005).

Um estudo realizado numa cole¢do de C. parapsilosis isoladas em varios hospitais na
Italia demonstrou que 4,5% das infecgdes/colonizacdes atribuidas a C. parapsilosis lato
sensu, na verdade, eram causadas por C. orthopsilosis (TAVANTI et al., 2007).

C. parapsilosis stricto sensu € a espécie predominante entre os isolados clinicos de
pacientes com infecgdes hematogénicas (KOCSUBE et al., 2007; GOMEZ-LOPEZ, 2008a;
SILVA et al., 2009; CHEN et al., 2010; CANTON et al., 2011; de TORO et al., 2011). Isto
pode ser parcialmente explicado devido a sua capacidade de formar biofilme ou pode estar
associado a sua natureza ubiqua, ja& que pode ser isolada de diferentes fontes ambientais
(LEVIN et al., 1998; TUMBARELLO et al., 2007). No entanto, a propor¢ao de isolados
representados por C. orthopsilosis em infeccdes fungicas associadas ao complexo psilosis
vem aumentando nos ultimos anos (LOCKHART et al., 2008; CANTON et al, 2011). C.
metapsilosis, embora menos virulenta do que as outras duas espécies (ORSI; COLOMBARI;
BLASI, 2010) apresentam propor¢des que variam de acordo com a area geografica e com o
espécime clinico analisado (DIEKEMA et al., 2009).

Lockhart et al. (2008) demonstraram em um estudo sobre a distribui¢do geografica e a
susceptibilidade aos antifingicos das duas novas espécies descritas do complexo psilosis em
comparagdo a espécie C. parapsilosis stricto sensu, que a propor¢ao de isolados de C.
orthopsilosis variou entre continentes, sendo 10,9% na América do Sul e 0,7% na Africa,

5,0% na América do Norte e 8% na Europa. Em rela¢do a C. metapsilosis, a Polonia teve o



maior percentual (13,8%), enquanto que na Australia o percentual foi de 6,8%. Ja na Asia o
percentual de C. metapsilosis diminuiu (2,6%), sendo ainda menor na América do Sul (1,7%).

Um estudo realizado na Espanha envolvendo 345 casos de infecgdes hematogénicas
por Candida spp. revelou 87 isolados do complexo psilosis. Destes, 87,4% foram C.
parapsilosis stricto sensu, 5,7% foram caracterizados como C. orthopsilosis € 6,9% como C.
metapsilosis. De todos os casos de candidemia registrados neste estudo, as taxas de
prevaléncia de C. orthospilosis e C. metapsilosis, representaram 1,4% (5/345) e 1,7% (6/345),
respectivamente, representando entre a quinta e sexta espécie mais isolada neste estudo
(GOMEZ-LOPEZ et al., 2008a). Outro estudo desenvolvido na Espanha, incluindo 44
hospitais e 364 isolados do complexo psilosis, demonstrou a presenga de C. parapsilosis
stricto sensu (90,7%), C. orthopsilosis (8,2%) e C. metapsilosis (1,1%). C. orthopsilosis e C.
metapsilosis nao foram isoladas de pacientes neonatos. C. metapsilosis foi isolada de
pacientes adultos e idosos (CANTON et al., 2011).

Em Portugal, C. parapsilosis stricto sensu foi a espécie mais isolada (91,4%), seguida
de C. metapsilosis (2,9%) e C. orthopsilosis (2,3%). Interessantemente, todos os isolados de
sangue corresponderam a C. parapsilosis stricto sensu. Enquanto que C. orthopsilosis e C.
metapsilosis foram isoladas de outras amostras bioldgicas como urina, mucosas superficiais e
trato respiratorio (SILVA et al., 2009).

No Brasil, foi realizado um estudo envolvendo 141 isolados de hemocultura obtidos
entre 2003-2004 sendo identificados como C. parapsilosis lato sensu. De acordo com a
caracterizagcdo molecular do complexo psilosis, a prevaléncia das espécies foi de 88% para C.
parapsilosis, 9% para C. orthopsilosis ¢ 3% para C. metapsilosis (GONCALVES et al.,
2010). Outro estudo brasileiro, envolvendo 152 isolados de hemocultura obtidos durante
1997-2011, demonstrou que C. parapsilosis stricto sensu (90,8%) foi a espécie mais isolada,

seguida de C. orthopsilosis (8,6%) e C. metapsilosis (0,6%) (BONFIETTI et al., 2012).

1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Infecgdes invasivas por Candida spp. sao importantes causas de morbidade e
mortalidade, portanto, um diagndstico precoce e rapido ¢ fundamental para a introducao de

terapéutica antifungica adequada (EGGIMANN et al., 2011). O diagnostico laboratorial de



candidiase invasiva tem sido problematico, pois os sinais e sintomas sdo inespecificos, o que
dificulta o diagnostico clinico (ELLEPOLA; MORRISON, 2005).

Classicamente, o diagnéstico definitivo das infecgdes por Candida spp. ¢ feito com
base no isolamento do fungo em cultura. Este método ¢ considerado padrdao ouro para o
diagnoéstico de uma infec¢do fingica, embora apresente baixa sensibilidade em relacdo as
infeccoes hematogénicas pelo género Candida (BERENGUER et al., 1993; BARNES;
MARR, 2007; PEMAN; ALMIRANTE, 2008; GUERY et al., 2009).

Mesmo apds a implementacdo de sistemas automatizados de hemocultura (BD
Bactec™ e BacT/ALERT®™) (HORVATH et al., 2004), o diagnostico das infecgdes fungicas
invasivas permanece um desafio por varios motivos. As leveduras sdo colonizadores comuns
da mucosa humana, sendo dificil distinguir um fungo patogénico de um comensal. S6 o
isolamento do fungo no espécime clinico ndo estéril ndo indica um estado infeccioso
(LARONE, 2002; ANAISSE; McGINNIS; PFALLER, 2003). Além disso, a presenca de
bactérias crescendo rapidamente pode mascarar a presenca do fungo no espécime clinico.
Estima-se que 27% das infeccdes hematogénicas nosocomiais sejam polimicrobianas;
Staphylococcus aureus ¢ um dos microganismos que pode ser isolado em conjunto com C.
albicans (KLOTZ et al., 2007). Outro fator importante que pode influenciar nos métodos de
cultivo ¢ o tratamento prévio ou empirico de pacientes de alto risco com farmacos
antifingicos que podem inibir o crescimento do fungo (BARNES; MARR, 2007).

M¢étodos de identificagao fenotipica de Candida spp. isoladas em cultura sdo baseados
nas suas caracteristicas macro e micromorfoldgicas, bem como no seu perfil bioquimico
através da assimilagdo de fontes de carbono e nitrogénio e fermentacdo de acucares
(ELLEPOLA; MORRISON, 2005). Macromorfologicamente, essas leveduras apresentam
colonias brancas a cremes, aspecto cremoso ou membranoso, superficie lisa ou enrugada,
brilhante ou opaca. Microscopicamente, apresentam hifas verdadeiras e/ou pseudo-hifas,
sendo que o arranjo e a disposicdo dos blastoconidios auxiliam na identificacdo das espécies
(DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSE, 2003). Sistemas comerciais de facil execucdo e
interpretagdo desenvolvidos através da capacidade assimilativa em substratos bioquimicos e
enziméaticos como API® 20 C AUX, Vitek® 2, RapID Yeast® Plus panel, entre outros, podem
ser utilizados nos laboratorios de microbiolédgia clinica para a identificagdo rapida de Candida
spp. (FREYDIERE et al., 2001; ELLEPOLA; MORRISON, 2005).

Meios cromogénicos como CHROMagar® Candida (BD Difco), Candida® ID2
(bioMérieux), Hicrome® Candida (HiMedia) entre outros sio eficazes na deteccdo e

identificacdo de algumas leveduras do género Candida como C. albicans, C. tropicalis, C.



krusei e C. glabrata (ERASO et al., 2006; SIVAKUMAR et al., 2009).

Testes soroldgicos tém sido desenvolvidos para o diagnostico precose da candidiase
invasiva com base na detec¢do de diversos componentes fungicos liberados durante a infecgao
e na resposta de anticorpos produzidos contra eles (PONTON; PALACIO, 2007).

A manana e a enolase sdo provavelmente os antigenos mais imunogénicos de
Candida spp. A deteccdo de antigeno de manana pode ser realizada com um kit comercial
conhecido como Platelia Candida Ag (Bio-Rad). Porém, esse antigeno estd em baixa
concentragdo sérica em pacientes com candidemia, dificultando a sua deteccao. Esta prova se
baseia num ensaio imunoenzimatico (Elisa) que detecta residuos de manose unidas por
enlaces o (a-Man) com uma baixa sensibilidade (69%), porém com uma especificidade alta de
98%. A combinacdo desta prova com um Elisa, que detecta manoses unidos por enlaces 8 (-
Man), demonstrou uma sensibilidade diagnostica maior (85%) e uma especificidade de 95%
(SENDID et al., 2004). A deteccao de anticorpos anti-enolase pode ser realizada com o kit
comercial Elisa Candida enolase IgG (laboratorio Vircell, Granada, Espanha) com uma
sensibilidade de 81% e uma especificidade de 83,9%, para diagnosticar candidadiase invasiva
(LAIN et al, 2007). As B-(1-3)-D-glucanas sio componentes nio antigénicos da parede
celular da maioria dos fungos, incluindo Candida. Apresentam niveis de sensibilidade e
especificidade de 69,9% e 87,1%, respectivamente (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2005). A
detecgdo de B-(1-3)-D-glucanas também ¢ de interesse para o diagnostico de candidemia
associada a formagao de biofilme, em cateteres produzidas por C. albicans, C. krusei e C.
parapsilosis. Durante essa formacao, grandes quantidades de [-(1-3)-D-glucanas sao
liberadas e podem ser detectadas pelo kit comercial Fungitest® (Sanofi) (NETT et al., 2007).

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

Genes ribossomais fingicos sao alvos comuns de DNA utilizados em procedimentos
para a identificagdo desses microrganismos a nivel de espécie através da reagao em cadeia da
polimerase (PCR). A grande variabilidade das sequéncias ITS1 e ITS2 associadas com as
regides conservadas 18S, 5,8S e 28S do DNA ribossémico (rDNA) tém sido utilizadas na
PCR, em diferentes formatos, para a discriminagdo e identificacao de leveduras (CHEN et al.,
2000; 2001), assim como a regiao D1/D2 da subunidade do rDNA (28S) (LINTON et al.,
2007).
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Buchman et al. (1990) foram os primeiros a demonstrar que a deteccdo de C. albicans
em amostras clinicas era possivel através da técnica da PCR de uma sequéncia do gene que
codifica a enzima lanosterol-o- demetilase (L1A1) (BUCHMAN et al., 1990). A partir dai,
diferentes métodos de PCR tém sido aplicados para o diagnoéstico e identificacdo de fungos
patogénicos invasivos. Esses métodos, incluem PCR panfungal (van BURIK et al., 1998),
Nested PCR (BOUGNOUX et al., 1999), PCR multiplex (CHANG et al., 2001), PCR em
tempo real (MAAROFTI et al, 2004), PCR transcriptase reversa (LUO et al., 2004), entre
outros.

Um estudo desenvolvido com PCR multiplex, tendo como alvo a regido ITS
envolvendo a combinagdo de primers universais e primers espécie-especificos numa tnica
reacdo foi capaz de identificar oito espécies de Candida de relevancia clinica: C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae ¢ C.
dubliniensis (CARVALHO et al., 2007).

Leveduras de importancia clinica mostram diferengas espécie-especificas em relacio a
susceptibilidade aos farmacos antifingicos, portanto uma identificagao rapida e acurada do
patogeno ¢ essencial. A identificagdo molecular, empregando a amplificacdo por PCR e o
sequenciamento das regides gendmicas que sdo altamente conservadas, representa uma
alternativa rapida e sensivel para a identificacdo convencional de leveduras e também ¢ util
para estabelecer relagdes filogenéticas (CHEN et al., 2000; CHEN et al., 2001; LINTON et
al., 2007, BORMAN et al., 2010).

Asadzadeh et al. (2009) desenvolveram um método simples e rapido baseado na PCR,
onde foram empregados primers espécie-especificos, tendo como gene alvo a regido ITS1 e
ITS2. Esse método foi utilizado para a identificagdo de C. parapsilosis stricto sensu, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis. Para confirmacdo dos resultados encontrados, também foi
utilizado uma associagao da técnica de PCR com uma digestao enzimatica de fragmentos de
restricdo gerados (PCR-RFLP) a partir de uma sequéncia de nucleotideos do gene SADH e o
sequenciamento da regido ITS e das regides D1/D2 do rDNA 28S. Todos os métodos
confirmaram a identificagdo de C. parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis. Nenhum

isolado de C. metapsilosis foi encontrado neste estudo (ASADZADEH et al., 2009).
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1.5 FARMACOS ANTIFUNGICOS

Os farmacos antifungicos para tratamento das micoses sistémicas sdo: anfotericina B
(e sua forma liposomal), fluocitosina, itraconazol, fluconazol, derivados triazélicos de
segunda geracdo (voriconazol, posaconazol, ravuconazol) e, dentre as equinocandinas, a
caspofungina (ANAISSE, 2008; MENSA; PITART; MARCO, 2008; CORNELY et al,
2009). Nos hospitais publicos brasileiros sdo considerados medicamentos essenciais para
tratamento das infecgdes fungicas invasivas apenas anfotericina B, fluconazol e itraconazol
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Anfotericina B pertence a classe dos poliénicos e possui atividade fungicida. Seu
amplo espectro de agdo, que inclui a maior parte das espécies patogé€nicas para o homem,
fizeram dela a principal, sendo Unica, alternativa no tratamento das micoses profundas até os
anos 90. No entanto, a administracdo deste firmaco pode ser complicada devido a sua
nefrotoxicidade, podendo ser necessaria a redu¢ao 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 fungdo renal comprometida,
levou ao desenvolvimento de formulagdes lipidicas da anfotericina B com eficcia similar a
anfotericina tradicional, porém com nefrotoxicidade reduzida (ADLER-SHOHET;WASKIN;
LIEBERMAN, 2001; LINDER et al., 2003).

Flucitosina, também conhecida como 5-fluocitosina (5-FC), é o unico farmaco
antiflingico pertencente a classe das pirimidinas e seu espectro de acdo se limita as leveduras,
sendo o seu efeito fungistatico (SANGLARD, 2002). A anfotericina B convencional e a
fluocitosina podem ser utilizadas no tratamento combinado em infec¢des do trato urinério e
endocardite por Candida spp., apesar dessa associacdo de firmacos ser mais comum no
tratamento da criptococose em pacientes aidéticos (PAPPAS et al., 2009).

Fluconazol e itraconazol foram os primeiros farmacos da familia dos triazolicos que
comecaram a ser utilizados no tratamento das candidiases invasivas e de outras infeccoes
fingicas. Os triazolicos, assim como os imidazdlicos (cetoconazol e miconazol), pertecem ao
grupo dos azolicos, que sdo moléculas sintéticas com um anel de cinco carbonos unido a uma
cadeia alifatica com um grupo fenil. Essas duas familias de azolicos se distinguem de acordo
com o numero de atomos de nitrogénio presentes em sua composi¢do quimica, dois no caso
dos imidazdlicos e trés no caso dos triazolicos. Os azolicos constituem um dos principais

avancos terapéuticos da micologia. Fluconazol foi o primeiro antifingico sistémico com
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toxicidade reduzida e com um excelente perfil farmacocinético, com formulagdes oral e
intravenosa, que eram muito bem toleradas pelos pacientes (GOMEZ-LOPEZ et al., 2008b;
RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009; CUENCA-ESTRELLA, 2010a). O itraconazol
tem um espectro de agdo 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).

Na primeira década do século XXI, dois novos triazolicos 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 intengdo de ampliar seu espectro de agdo. E ativo
frente a maior parte das leveduras e dos fungos filamentosos. Fungos da ordem Mucorales
apresentam resisténcia intrinseca ao voriconazol (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2009).
Posaconazol ¢ um azdlico de espectro mais amplo, com atividade frente as leveduras, ¢ a
varios fungos filamentosos, incuindo os Mucorales (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006).

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 imidazdlicos, sendo possivel administrar doses mais
elevadas (CUENCA-ESTRELLA, 2010a).

Infelizmente, os azolicos tém atividade fungistatica frente ao género Candida e o
fendmeno da resisténcia, em especial ao fluconazol, emerge em algumas espécies como C.
glabrata e C. krusei (PAPPAS; REX, 2004).

As equinocandinas sdo uma familia de farmacos pertencentes a classe das candinas.
Seu desenvolvimento comegou em 1974, mas a aprovacdo para uso em seres humanos nao
chegou antes de 2001, data em que o primeiro firmaco desta classe, a caspofungina, foi
licenciada. Estao disponiveis no mercado, além da caspofungina, outras duas equinocandinas

com indicagdes clinicas, a micafungina e a anidulafungina (DENNING, 2002).

1.6 MECANISMOS DE ACAO E RESISTENCIA

O surgimento de novos farmacos antifungicos tem modificado o tratamento das
infecgdes fungicas sistémicas, sendo possivel utilizar um fdrmaco mais eficaz e com menos

efeitos colaterais, levando em consideracdo a espécie envolvida e o seu perfil de
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susceptibilidade as drogas. Por isso, o conhecimento dos mecanismos de a¢do, do perfil de
susceptibilidade e dos mecanismos de resisténcia dos diferentes antifingicos ¢ importante
para a pratica clinica diaria (CUENCA-ESTRELLA, 2010%).

A resisténcia ao tratamento antifingico pode estar associada a fatores clinicos e
microbioldgicos. A resisténcia clinica ao agente terapéutico pode ser considerada quando uma
infeccdo persiste ao tratamento, apesar da dosagem méxima do farmaco. No entanto, o
microrganismo infectante pode apresentar susceptibilidade normal ao agente terapeutico in
vitro. Isso pode acontecer devido a fatores farmacologicos dos medicamentos em questdo,
fatores relacionados ao hospedeiro (sistema inume, doenca de base associada, uso de
dispositivos externos, por exemplo) e fatores fungicos da espécie causadora da infeccao
(capacidade de produzir biofime, sorotipos varidvies, por exemplo). A resisténcia
microbiologica pode ser definida como uma alteracao na susceptibilidade fungica que pode
ser medida in vitro por métodos laboratoriais adequados. Esta resisténcia pode ser primaria,
quando algumas espécies sdo resistentes a determinados farmacos antifingicos independente
da exposicdo prévia; ou secundaria, apds exposicdo ao farmaco a espécie passa a ser
resistente, seja de um modo transitério ou permanente (REX er al, 1997; ESPINEL-
INGROFF, 2000; SANGLARD, 2002).

A anfotericina B se liga 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, 2010a).

A resisténcia a anfotericina B ¢ pouco frequente, mas se tem detectado amostras de
leveduras e de fungos filamentosos com mecanismos de resisténcia. Estes mecanismos sao
pouco conhecidos, mas a maior parte deles estd relacionada com um decréscimo na
quantidade de ergosterol da membrana ou um aumento dos fosfolipidios que reduzem a
interagdo do farmaco com os esterdis. Essas alteracdes estdo associadas com mutagdes nos
genes ERG2 ou ERG3, que codificam enzimas que participam da via de sintese do ergosterol
(RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009).

A fluocitosina ¢ um andlogo 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 flucitosina aparece com
frequéncia nas leveduras e em quase todos os fungos filamentosos. Isto ocorre devido a
mutacoes no gene que codifica a citosina desaminase, enzima responsavel pela conversao do

antifingico em fluoracil (SANGLARD, 2002).
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A atividade antifingica dos azolicos reside na capacidade de inibir o citocromo P450
fingico, através da demetilacdo da enzima 14-a-demetilase que estd envolvida na sintese de
ergosterol. Com o bloqueio da sintese de ergosterol, ha aciimulo de produtos tdxicos,
alteracdo de permeabilidade da membrana e inibicdo do desenvolvimento celular fingico
(CUENCA-ESTRELLA, 2010a).

O mecanismo de resisténcia que se detecta com maior frequéncia em amostras clinicas
de leveduras ¢ a redugdo da concentracdo intracelular de azoélicos. Esta reducdo pode ser
devido a uma diminuigdo na captagdo do fArmaco ou, mais frequentemente, a um aumento na
expulsio do azélico e na atividade das bombas de efluxo ou transportadores. E um mecanismo
de resisténcia secundaria devido a super-expressao dos genes que os regulam. Existem dois
tipos de bombas, transportadores ABC (ATP binding cassete) e os MFS (Major Facilitators
Superfamily). Os transportadores ABC se associam com a expulsdo de todos os azolicos e,
aparentemente, os MFS s6 se relacionam com a resisténcia ao fluconazol (DENNING; HOPE,
2010; MORSCHHAUSER, 2010).

Em C. albicans e outras espécies de leveduras como C. glabrata ja foram descritos até
dez genes diferentes relacionados com a producdo dos transportadores ABC, chamados
CDRI-CDRI0. A resisténcia aos azolicos € observada em cepas com aumento da expressao
dos genes CDRI e CDR2. As bombas MFS, codificadas pelo genes MDR, usam um gradiente
de protons como fonte de energia, no lugar de ATP, e estdo associadas com a resisténcia
secundaria ao fluconazol (SANGLARD; ODDS, 2002; MORSCHHAUSER, 2010).

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

As equinocandinas tém efeitos fungicidas nas leveduras e fungistaticos nos fungos
filamentosos, ¢ a resisténcia secundaria a estes antifungicos ¢ baixa (ROMERO et al., 2005;
BARBERAN et al., 2008; CUENCA-ESTRELLA, 2010b).

Mutagdes e substituicdes de aminoacidos em duas regides (FKS1 e FKS2) do gene
FKS que codifica a glucano-sintetase geram resisténcia as trés equinocandinas e estdo
associadas a fracassos terapéuticos. Ha descri¢des de resisténcia intrinseca as equinocandinas
em espécies que tenham 1,6-B-glucana em sua parede, como Cryptococcus spp., Fusarium

spp. € outras espécies, particularmente, pertencentes aos filos Basidiomycota e Zygomycota
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(GARCIA-EFFRON et al, 2009; ARENDRUP et al, 2010). C. parapsilosis stricto sensu
também ¢ menos susceptivel as equinocandinas, em especial a caspofungina, do que as
espécies C. orthopsilosis e C. metapsilosis (PFALLER et al., 2005, GOMEZ-LOPEZ et al.,
2008a).

1.7 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS FARMACOS ANTIFUNGICOS

Ha um consenso na literatura sobre o aumento na incidéncia das infec¢des fungicas
invasivas nas ultimas décadas e mudangas no espectro de microrganismos causadores dessas
infeccdes devido ao surgimento de espécies emergentes (COLOMBO et al, 2006, DA
MATTA et al., 2007).

Me¢étodos para investigar a susceptibilidade in vitro aos fAirmacos antifingicos foram
desenvolvidos a partir do surgimento de espécies resistentes, da disponibilidade de novos
farmacos, do aumento do consumo de antifngicos disponiveis para tratamento e prevengao
das infec¢des fingicas invasivas e da ocorréncia de falhas terapéuticas no tratamento destas
infeccoes (SANGLARD; ODDS, 2002; HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004;
ARIKAM, 2007).

Em 1997, foi publicado um método de referéncia (M27-A) para testes de dilui¢ao em
caldo recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
determinagdo da susceptibilidade aos farmacos antifungicos de Candida spp. (incluindo C.
glabrata) e Cryptococcus neoformans (CLSI, 1997). Em 2002, foram publicados os
documentos M27-A2 e M27-S2 que tratam da sele¢ao e preparacao dos agentes antifingicos,
da implementacdo e interpretagdo dos testes, e do propdsito e da implementagao dos testes de
controle de qualidade (CLSI, 2002a e 2002b). As tltimas versdes desses documentos foram
publicadas em 2008 (M27-A3 e M27-S3) e incluem pontos de corte para as equinocandinas
(anidulafungina, caspofungina e micafungina) e para o voriconazol (CLSI, 2008a e 200b).

O parametro mais tradicional para avaliar a susceptibilidade aos farmacos antifungicos
¢ baseado na concentracdo inibitoria minima (CIM) (CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUEZ-
TUDELA, 2002). Esta ¢ definida como a menor concentragao do fairmaco capaz de inibir o
crescimento fungico no teste de susceptibilidade aos antifungicos por diluicdo em agar ou

caldo (CLSI, 2002a).
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A microdiluicdo em caldo segundo o documento M27-A3 ¢ o método de referéncia
padronizado pelo CLSI para testar a susceptibilidade aos antifiingicos de leveduras que
causam infecgdes invasivas, como Candida spp. € Cryptococcus neoformans (CLSI, 2008a).
Apresenta boa reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial para a avaliagdo in vitro
dos testes de susceptibilidade aos antifungicos (REX et al., 2001; CUENCA-ESTRELLA et
al.,2002; PFALLER et al., 2010), mas ¢ um método muito trabalhoso e que exige habilidade
técnica para realizacao e interpretacao dos resultados (GIOLO; ESTIVALET-SVIDZINSKI,
2010).

Métodos comerciais vém sendo utilizados para minimizar esse problema. Dentre eles
podemos citar Etest” (bioMéricux SA, Marcy-1’Etoile, France), YeastOne® Y08 (Trek
Diagnostic systems Ltd., East Grinstead, England) e o sistema automatizado Vitek® 2 (AST
Card YSO01) (bioMérieux, Inc., Hazelwood, France) (PFALLER et al, 2007b; BORGHI et
al., 2010; BOURGEOIS et al., 2010; CUENCA-ESTRELLA et al., 2010b; BERTOUT et al.,
2011).

O Etest® ¢ um método comercial capaz de determinar a CIM. Baseia-se num gradiente
continuo de concentragdes pré-definidas do antifungico, que estdo impregnadas numa fita
plastica de material inerte, que se difunde em meio solido. E um método rapido e de facil
execuc¢do, sendo utilizado nos laboratorios clinicos de rotina. No entanto, a leitura ¢ visual,
levando a subjetividade na determinacio da CIM. O Etest” apresenta boa correlagio variando
entre 75 e 100% com o método de referéncia da microdiluicdo em caldo CLSI (M27-A3), de
acordo com a espécie de Candida e o tarmaco antifungico testado (ALEXANDER et al.,
2007; CLAUDINO et al., 2008; PFALLER et al., 2010).

O sistema Vitek® 2 (AST Card YS01) é um método comercial automatizado capaz de
determinar a susceptibilidade aos antifungicos de quatro farmacos antifingicos (anfotericina
B, fluconazol, itraconazol e 5-fluocitosina) frente Candida spp. O sistema Vitek® 2 (AST
Card YSO1) consiste num cartdo com 64 pocos contendo diluicdes dos quatro agentes
antifungicos sendo necessario, para realizagdo do ensaio, preparar apenas uma suspensao do
microrganismo a ser testado e uma diluigdo. As etapas subsequentes de inoculagdo, selagem,
incubacdo e leitura do cartdo sdo realizadas pelo equipamento que por andlise
espectrofotométrica detecta quando o poco apresenta bom crescimento da levedura. Os
resultados sdo validados e interpretados por um software acoplado ao sistema que determina o
valor da CIM para cada antifungico testado (BORGHI ez al., 2010; BOURGEOIS et al., 2010;
CUENCA-ESTRELLA et al., 2010).
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Segundo CLSI (2008), ndo ha pontos de corte definidos para a anfotericina B até o
momento para a interpretacdo dos resultados dos testes de susceptibilidade aos antifingicos,
mas o que se pode concluir ¢ que quando se obtém um valor de CIM > 1 ug/mL para um
isolado de Candida spp., ¢ provavel que o isolado seja resistente a anfotericina B. Para o
fluconazol, flucitosina, itraconazol e voriconazol foram estabelecidos pontos de corte (ug/mL)
para Candida spp. classificando os isolados clinicos em susceptiveis, susceptiveis dependente
da dose, intermediarios ou resistentes (ANEXO A). Na categoria susceptivel dependente da
dose, doses mais elevedas do farmaco em questao podem ser requeridas para que ocorra uma
resposta clinica (CLSI, 2008b).

Outro método facil e barato para testar a susceptibilidade aos antifungicos de
leveduras ¢ o teste de disco difusdao (M-44A2). Ao contrario da microdiluicdo em caldo, este
método nao utiliza variagdes de concentragdes de antifingicos. O critério de leitura segundo o
documento M44-S3 (CLSI, 2009b) ¢ a medida das zonas de inibigdo do crescimento das
leveduras, sendo os microrganismos classificados como susceptiveis, susceptiveis dependente
da dose, resistentes ou nao susceptivel de acordo com o farmaco em questdo e o tamanho do
halo de inibi¢do. A grande desvantagem desse método € que ele esta padronizado apenas para

os farmacos fluconazol, voriconazol e caspofungina e somente para Candida spp. (CLSI,

2009a).
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2 JUSTIFICATIVA

A prevaléncia de C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis ¢ C. metapsilosis
associada a episodios de fungemia vem aumentando nos tltimos anos no Brasil (SILVA et al.,
2009; GONCALVES et al., 2010; BONFIETTI et al., 2012) e em varios paises do mundo
(LOCKHART et al., 2008; DIEKEMA et al., 2009; CHEN et al., 2010). Desta forma, torna-
se necessario monitorar e detectar diferencas no perfil de resposta aos antifungicos dessas trés
espécies através de testes de susceptibilidade. Essas diferencas podem influenciar os clinicos
na escolha terapéutica para tratamento de infec¢des fingicas invasivas causadas por essas
espécies (BORGHI et al., 2011; CANTON et al., 2011).

Devido as falhas terapéuticas, os testes de avaliacdo da susceptibilidade aos diferentes
farmacos antifungicos passaram a ter grande importancia devido ao aumento das doengas
fungicas invasivas em pacientes imunocomprometidos e, principalmente, a emergéncia do
fenomeno da resisténcia (PEREA; PATTERSON, 2002).

Estudos anteriores que avaliaram o Etest® ou o sistema Vitek® 2 em comparacdo ao
método de referéncia de microdilui¢do em caldo CLSI (M27-A3) indicaram que ha uma boa
correlacdo entre esses métodos para determinar a susceptibilidade aos antifingicos de varias
espécies do género Candida (SIMS et al., 2006; PFALLER et al., 2007b; CUENCA-
ESTRELLA et al, 2010b; PETERSON et al., 2011). Entretanto, ndo foram encontrados
dados na literatura nacional e internacional sobre o Etest” e/ou o sistema Vitek® 2 para avaliar
a susceptibilidade aos antifingicos de isolados clinicos do complexo psilosis.

Portanto, nossa hipdtese foi verificar se esses sistemas comerciais poderiam ser
utilizados rotineiramente nos laboratérios de microbiologia clinica para determinagdo do
perfil de susceptibilidade aos antifingicos do complexo psilosis ou nao.

Além disso, os dados encontrados neste estudo contribuem para o conhecimento de
quais espécies do complexo psilosis estavam presentes na nossa amostragem e qual era o

perfil de susceptibilidade aos antifngicos dessas espécies.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil de susceptibilidade aos antifingicos de amostras do complexo
psilosis isoladas de pacientes que estavam internados entre 1998 e 2006 com quadro de

fungemia em trés hospitais no municipio do Rio de Janeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas dos isolados do complexo

psilosis;

e Identificar molecularmente esses isolados;

e Determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) dos seguintes farmacos
antifungicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol frente aos isolados clinicos

do complexo psilosis;

e Comparar dois métodos comerciais, o Etest® ¢ o sistema automatizado Vitek® 2 (AST
Card YSO01), com o método de referéncia de microdiluigdo em caldo CLSI (M27-A3), na
determinagdo da susceptibilidade aos antifungicos in vitro dos isolados clinicos do complexo

psilosis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLADOS CLINICOS

Foram incluidos neste estudo 53 isolados do complexo psilosis oriundos de amostras
de hemocultura. Todos foram obtidos de pacientes com episddios de fungemia que estavam
internados em trés hospitais localizados no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006.
Vinte isolados foram oriundos do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), 29 amostras
do Hospital dos Servidores do Estado (HSE) e quatro do Hospital Samaritano (HSAM). Os
isolados foram identificados por métodos convencionais (CHROMagar” Candida ¢ API® 20
C AUX) (FREYDIERE et al., 2001; SIVAKUMAR et al., 2009) ¢ estavam armazenados a -
70°C na Colegdo de Fungos Patogénicos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,

Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

4.2 CEPAS DE REFERENCIA

C. albicans (ATCC 18804), C. tropicalis (ATCC 13803), C. krusei (ATCC 6258) ¢ C.
parapsilosis (ATCC 22019) foram utilizadas como controle de qualidade no CHROMagar®
Candida. As duas ultimas cepas também foram usadas como controles nos testes de
susceptibilidade aos antifingicos. C. parapsilosis (ATCC 22019), C. orthopsilosis (ATCC
96141) e C. metapsilosis (ATCC 96143) foram utilizadas como cepas de referéncia para os

métodos de identificacao molecular.

4.3 CONFIRMACAO FENOTIPICA

4.3.1 Reisolamento e identificacdo cromogénica

Todos os isolados do complexo psilosis estocados a -70°C foram semeados tanto no
meio agar batata dextrose (Fluka analytical, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) quanto no
CHROMagar® Candida (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) ambos pela técnica

de esgotamento em placas de Petri (90 mm) para avaliar a viabilidade, pureza, detec¢ao de
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culturas mistas e obten¢do de coldnia isolada. Todas as placas foram incubadas a 35°C por
24-72 horas. A interpretagdo dos resultados foi baseada no exame macroscopico das colonias
e, no caso do CHROMagar® Candida, de acordo com as orientagdoes do fabricante: verde, C.
albicans; azul metalico, C. tropicalis; rosa, rugosa, C. krusei, e branca a rosada, demais

espécies.

4.3.2 Identificacao bioquimica

4.3.2.1 Sistema API® 20 C AUX

Apos crescimento em agar Sabouraud dextrose (Difco, Becton-Dickinson and
Company, USA) em tubos de ensaio (12 x 150 mm) com tampas de rosca mantidos a
temperatura de 35°C por 24 horas, com auxilio de uma alca de semeadura de 10 pL foi
preparada uma suspensdo homogénea de levedura numa ampola API® NaCl a 0,85% (2 mL)
(bioM¢érieux SA, Marcy-1’Etoile, France), equivalente ao padrao n° 2 da escala de McFarland.
A seguir, uma aliquota de 100 pL dessa suspensdo foi transferida para outra ampola
denominada API® C Medium (7 mL) (bioMérieux SA, Marcy-1’Etoile, France) e
homogeinizada por pipetagem. As cupulas da galeria API® 20 C AUX (bioMérieux SA,
Marcy-I’Etoile, France) foram preenchidas com 200 pL da suspensio obtida em API® C
Medium evitando a formacao de bolhas. Na sequéncia, a galeria foi colocada numa caixa de
incubagdo devidamente identificada contendo 5 mL de agua destilada estéril para criar uma
atmosfera umida e incubada a temperatura de 30°C por até 72 horas (FREYDIERE et al.,
2001). A leitura foi feita por comparacdo com os controles de crescimento e a identificagdo
por consulta ao catilogo analitico ou um progama de identifica¢io (apiweb™) (Manual do

API® 20 C AUX, bioMérieux, Franca).

4.3.2.2 Sistema Vitek”® 2 para identifica¢do de leveduras (YST Card)

ApoOs crescimento em agar Sabouraud dextrose em tubos de ensaio mantidos a
temperatura de 35°C por 24 horas, com auxilio de uma al¢ca de semeadura de 10 pL foi

preparada uma suspensdo homogénea da levedura em 3 mL de salina estéril a 0,45% em tubos
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de ensaio de poliestireno transparente (10 x 75 mm). A densidade Optica dessa suspensao foi
verificada por um densitometro (DensiCheck™, bioMérieux) e ajustada para o padrio n° 2 da
escala de McFarland. O tubo da suspensao e o cartdo de identificagdo de leveduras YST Card
(bioM¢érieux SA, Marcy-1’Etoile, France) foram colocados em estante propria e inseridos no
primeiro compartimento do aparelho para que a suspensdo de levedura fosse distribuida entre
os pogos do cartdo. Em seguida, foram direcionados ao segundo compartimento do aparelho
para a realizagdo das etapas de selagem, incubagdo a 35,5°C por um periodo de

aproximadamente 18 horas e leitura do cartao (HATA et al., 2007).

4.4 PRESERVACAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Apo6s confirmacdo fenotipica, os isolados clinicos do complexo psilosis 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 24-48 h para obten¢ao de massa
celular. Em seguida, foram adicionados 5 mL de Skim Milk (Fluka Analytical, Sigma—
Aldrich, St Louis, USA) a 20% e homogeinizado por pipetagem. Aliquotas de 1 mL da
suspensao de leveduras foram distribuidas em criotubos de 2,0 mL e mantidas a temperatura
de -20°C para posterior uso nos testes de identificacio molecular e nos testes de

susceptibilidade aos antifungicos.

4.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR

4.5.1 Extracao do DNA genomico

Antes da extragdo do acido nucleico, os isolados foram descongelados e semeados em
placas de Petri (90 mm) contendo o meio agar Sabouraud dextrose. Apos crescimento e
partindo de uma colonia isolada, foi realizado um repique neste mesmo meio de cultura e o
cultivo foi mantido overnight a 35°C para obtencdo de massa celular. O DNA gendémico da
levedura foi extraido usando o kit Gentra® Puregene™ Yeast and G+ Bacteria (Qiagen®,
Maryland, USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente, as leveduras

foram lisadas com um detergente anidnico e as proteinas removidas por precipitagdo salina. O
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DNA presente no sobrenadante foi precipitado com etanol 70% (Merck, Darmstadt, Germany)
ressuspenso em tampao TE (0,01 M Tris, 0,00lM 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 tampao 1 X TBE (0,1 M Tris-
HCI pH 8,4; 0,09 M de acido borico; 0,001 M EDTA) por aproximadamente 1h sob uma
tensdo de 90 V. A seguir, o gel foi submerso numa solugdo de brometo de etidio
(Invitrogen™, Carlsbad, CA USA) a uma concentracio final de 0,5 pg/mL por 30 min e as
bandas visualizadas sob luz ultravioleta (UV) de um transiluminador (HOEFER", MacroVue

UV-20).

4.5.3 PCR com primers espécie-especificos

Cada isolado foi submetido a trés diferentes pares de primers espécie-especificos e a
PCR foi realizada utilizando 50 uL (volume final) de mistura da reacdo (ASADZADEH et al.,
2009). Cada reacao consistiu em 50 ng de DNA da levedura, em 1 X tampao de PCR (10 mM
de Tris-HCI [pH 8,3], KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM, InvitrogenTM Brasil), contendo 0,1 mM
de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen™", Carlsbad, CA, EUA), 10 pmol de
cada par de primers (Invitrogen™ Brasil) ¢ 1 U Platinum® Tag DNA polimerase
(Invitrogen™ Brasil). A PCR foi realizada num termociclador Bio Rad (modelo C 1000) com
o seguinte programa: desnaturacdo inicial durante 5 min a 95°C, seguido por 30 ciclos de
desnaturagdo durante 1 min a 95°C, 30 s de pareamento a 63°C, 1 min de extensao a 72°C, e,
em seguida, uma extensdo final durante 10 min a 72°C. No equipamento MicroVac™ modelo
MV-100, os produtos amplificados da PCR foram concentrados a um volume final de 20 pL.
Ap6s a adicdo de loading buffer, na concentragdo de 1uL de corante para cada 5 pL de
produto amplificado, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TBE
1 X a 90 V durante 80 min. Em seguida, o gel foi imerso em uma solugdo de brometo de
etidio (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA) numa concentragio final de 0,5 pg/mL durante 30
min, ¢ visualizado sob luz UV de um transiluminador (HOEFER®, MacroVue UV-20).

Os pares de primers espécie-especificos utilizados neste estudo estdo descritos no

Quadro 1.
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Primers Gene Sequéncia Espécie- Tamanho
alvo (523 Especifica do Amplicon

CPAF ITS1  TTTGCTTTGGTAGGCCTTCTA C. parapsilosis 379 o
CPAR ITS2 GAGGTCGAATTTGGAAGAAGT stricto sensu P
CORF ITS1  TTTGGTGGCCCACGGCCT

C. orthopsilosis 367 pb
CORR ITS2 TGAGGTCGAATTTGGAAGAATT
CMEF ITS1  TTTGGTGGGCCCACGGCT

C. metapsilosis 374 pb
CMER ITS2 GAGGTCGAATTTGGAAGAATGT

Quadro 1. Primers espécie-especificos utilizados para discriminagdo molecular do complexo
psilosis tendo como alvo a regido ITS1-5.8S-ITS2 do gene codificador do rDNA.
Fonte adaptada: Asadzadeh et al. (2009).

4.5.4 Amplificacio e Sequenciamento da regiio D1/D2 do rDNA

A reacdo de amplificacdo da regido DI1/D2 da subunidade maior do rDNA foi
realizada em um volume final de 50 pL contendo 50 ng do DNA, 1X tampao da PCR (10 mM
Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,. Invitrogen™ Brasil), 0,1 mM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP; Invitrogen'™ Carlsbad, CA, EUA), 2.5 U de Platinum® Tagq
DNA polimerase (Invitrogen™™ Brasil), ¢ 10 pmol de cada primer (Invitrogen™ Brasil) NL-1
(5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (ASADZADEH et al., 2009). A PCR foi realizada nas
seguintes condi¢des: um ciclo inicial de 5 min de desnaturagdo a 95°C, 30 ciclos com 1 min
de desnaturacdo a 95°C, 30 segundos de pareamento a 60°C, extensdo de 1 min a 72°C,
seguido de uma extensdo final de 10 min a 72°C. O produto amplificado obtido foi purificado
com o QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN®) de acordo com instrugdes do fabricante
e enviado a Plataforma de Sequenciamento Genomico (ABI-3730/ Applied Biosystems)
PDTIS/ Fiocruz, onde foi utilizado como molde de DNA para a reagdo de sequenciamento de
suas duas fitas com o kit comercial Big Dye Terminator Sequencing (Applied Biosystems). As
sequéncias foram editadas usando o software Sequencher 4.9 e comparadas com as

depositadas no banco de dados do NCBI/GenBank.
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4.6 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Todos os isolados incluidos neste estudo foram submetidos a trés testes de
susceptibilidade aos antifungicos: Etest”, Sistema Vitek®™ 2 (AST Card YSO01) e microdilui¢io
em caldo pelo CLSI (M27-A3). Os farmacos testados foram anfotericina B, fluconazol,
voriconazol e itraconazol.

O teste de susceptibilidade aos antifingicos Etest® e sistema Vitek®™ 2 foram realizados
de acordo com as instru¢cdes do fabricante (bioMérieux SA, Marcy-1’Etoile, France) e
interpretados segundo critérios do CLSI (CLSI 2008b) (ANEXO B). Os resultados das CIMs
dos métodos comerciais foram comparados aos resultados do método de referéncia CLSI
(M27-A3) para verificar o percentual de concordancia entre eles. Todos os testes foram
realizados em duplicata e, em caso de discrepancias, foram repetidos mais uma vez. Para
controle de qualidade, as cepas de referéncia citadas anteriormente foram utilizadas em cada

ensaio.

4.6.1 Etest®

As fitas de Etest® adquiridas da bioMérieux SA (Marcy-1’Etoile, France) apresentaram
as seguintes concentragdes de antifungicos: 32 a 0,002 pg/mL para anfotericina B,
voriconazol e itraconazol; e 256 a 0,016 pg/mL para fluconazol. Essas fitas foram mantidas a
temperatura de -20°C até o momento do teste.

Foram utilizadas placas de Petri de 150 mm contendo meio composto por RPMI 1640
com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, USA)
suplementado com 2% de glicose (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, USA) e 1,5% de
agar (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) e tamponado com 0,165 M de MOPS
[pH 7,0] (3-N- morpholinopropane-sulphonic acid) (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro,
Brasil). O preparo do indculo foi a partir de uma cultura pura com repique de 24 horas no
meio agar Sabouraud dextrose. A seguir, uma suspensao da levedura foi preparada em 3 mL
de solugdo salina a 0,85% e a densidade Optica ajustada através de um densitdmetro
(DensiCheck, bioMérieux) para o padrao n° 0,5 da escala de McFarland que corresponde a
um inéculo de aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL. Com auxilio de um swab estéril, a

suspensao de levedura foi inoculada em trés dire¢des em toda superficie do agar. Depois que
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o excesso de umidade foi absorvido e a superficie estava completamente seca, quatro
diferentes fitas de Etest foram aplicadas por placa e, em seguida, as placas foram incubadas a
35°C por 24-48h (Figura 1). Apos incubagdo, quando houve crescimento visivel, o valor da

CIM foi determinado pela intersecdo da elipse com a fita de Etest”.

Meio agar Sabouraud dextrose + indculo
repique (35°C/ 24 h)

ﬂ Coletar 1-2 coldnias

Salina estéril 0,85% (3 mL)

@ Densitometro

0,5 McFarland (1-5 x 108 UFC/mL)

Semear em toda placa

N
Agar RPMI 1640 tamponado + 2% glicose

N
Aplicar quatro diferentes fitas de Etest®

A4
Incubar (35°C/ 24-48h)

Figura 1. Esquema ilustrativo da preparacdo do indculo para execugdo do teste de
susceptibilidade aos antifangicos pelo método Etest”.

4.6.2 Sistema Vitek” 2 para teste de susceptibilidade aos antifingicos (AST
Card YSO01)

Os cartdes do sistema Vitek”™ 2 para teste de susceptibilidade aos antifingicos (AST
Card YSO01) foram obtidos da bioM¢érieux, Inc., (Hazelwood, France). As concentracdes dos
farmacos no cartdo AST YSO1 variaram de: 16 a 0,25 pg/mL para anfotericina B, de 64 a 1
ug/mL para fluconazol e de 8 a 0,125 pg/mL para voriconazol. Eles foram mantidos a
temperatura de 2-8°C até o momento do uso. O cartio Vitek® 2 AST YSO1 ndo contém o

antifingico itraconazol.
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Apo6s crescimento de 24 horas no meio dgar Sabouraud dextrose, uma suspensdo de
levedura foi preparada em 3 mL de salina a 0,45% e a densidade Optica ajustada através de
um densitdmetro para equivaléncia com o padrao n° 2 da escala de McFarland que
corresponde a aproximadamente 6 x 10° UFC/mL. Uma aliquota de 280 pL dessa suspensio
foi retirada deste tubo e adicionada em um novo tubo contendo 3 mL de salina estéril a 0,45%
(Figura 2). Este, juntamente com cartio AST Card YSO1, foi disposto na estante do Vitek®™ 2.
O conjunto foi inserido no primeiro compartimento do equipamento para distribuicdo da
suspensdo de levedura nos pogos, € na sequéncia o mesmo foi inserido no segundo
compartimento para selagem e incubagdo a 35,5°C. Os valores de CIM foram determinados
automaticamente por espectrofotometria conforme o controle de crescimento de cada isolado

testado, e foram expressos em pg/mL (Figura 2).

Meio agar Sabouraud dextrose + in6culo
repique (35°C/ 24h)

Coletar 3-4 col6énias

\%
Salina estéril 0,45% (3 mL)

Densitometro

N
2 McFarland (6 x 108 UFC/mL)

N
Retirar uma aliquota de 280 pL

A 4
Salina estéril 0,45% (3 mL)

Figura 2. Esquema ilustrativo da preparagdo do inoculo para execucdo do teste de
susceptibilidade aos antifungicos pelo sistema Vitek® 2 (AST Card YSO1).
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4.6.3 Método da microdiluicao em caldo pelo CLSI (M27-A3)

Anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol (Sigma Chemical Corporation,
St. Louis, MO, USA) foram testados pelo método da microdiluicdo em caldo pelo CLSI
(M27-A3). Somente farmacos sob a forma de referéncia em p6 adquiridos comercialmente
foram empregados. De acordo com o protocolo M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008a), as solucdes
estoques de anfotericina B, voriconazol e itraconazol foram preparadas em DMSO
(dimetilsulféxido) (Amresco, Ohio, USA) na concentra¢cdo de 1.600 pg/mL e a de fluconazol
foi preparada em agua destilada estéril, na concentracdo de 5.120 pg/mL. As solucdes
estoques foram armazenadas a -20°C em frascos de polipropileno estéreis por um periodo de
até trés meses.

Os isolados clinicos de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu
foram testados in vitro para a anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol de acordo
com o documento M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008a) com algumas modificagdes. Foram
utilizadas placas de microtitulagdo de poliestireno de 96 pogos 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.

Cepas de referéncia de C. krusei (ATCC 6258) e C parapsilosis (ATCC 22019) foram
utilizadas como controle interno de qualidade em cada placa de microtitulagdo. O meio usado
neste estudo também foi o RPMI-1640 (com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio),
tamponado com 0,165 M de MOPS, pH 7,0.

Cada antifngico foi avaliado em 10 diferentes concentracdes seriadas. Para a
anfotericina B, o voriconazol e o itraconazol a faixa de concentragdao variou de 16 a 0,03
ug/mL. Para o fluconazol variou de 64-0,12 pg/mL. Para os antifungicos insoliveis em adgua
(anfotericina B, voriconazol e itraconazol), o DMSO foi utilizado como diluente no preparo
da primeira série de diluigdes e o RPMI-1640 na segunda. A partir das solugdes estoques
(1.600 pg/mL) desses farmacos foi preparada uma série de diluigdes do antifiingico sendo a
primeira 100X a concentragdo final. A seguir, cada solu¢do ndo aquosa foi diluida 1:100,
produzindo uma concentragdo de antifiingico 2X superior a concentragdo final do ensaio
(Figura 3). Para o antifungico soluvel em agua (fluconazol), o diluente empregado em todas
as diluicdoes foi o RPMI-1640. Neste caso, a partir da solu¢ao estoque (5.280 pg/mL) foi

preparada uma série de 10 dilui¢cdes cuja concentragdo foi 10X mais elevada do que a
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concentragdo final. Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:10 obtendo uma concentracao
2X superior a concentragdo final do ensaio (Figura 4).

Os pocos entre as colunas 02 e 11 das placas de microtitulagdo de 96 pogos (com 8
linhas identificadas de A-H e 12 colunas numeradas de 1 a 12) foram preenchidos com
aliquotas de 100 pL das 10 dilui¢des seriadas do antifingico 2X concentradas. Os pocos da
coluna 01 foram preenchidos com 200 uL. de RPMI-1640 para controle de esterilidade e os
pocos da coluna 12 foram preenchidos com 100 pL. de RPMI-1640 ou 100 uL de RPMI-1640
com DMSO 0,2% para controle de crescimento. A seguir, as placas de fluconazol, itraconazol
e voriconazol foram identificadas, fechadas e embaladas com filme PVC, enquanto as placas
de anfotericina B (farmaco fotosensivel) foram embaladas com papel aluminio. Todas as
placas foram mantidas a temperatura de -20°C at¢ o momento do uso, por um periodo
maximo de 3 meses.

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

Para realizacdo do teste da microdiluicdo em caldo, as placas de microtitulacdo foram
retiradas da refrigeracdo e mantidas a temperatura de 35°C por 30 min. Em seguida, aliquotas
de 100 pL de cada inoculo foram adicionadas nos pogos das placas entre as colunas 02 e 12
reduzindo a metade as diferentes concentragdes de antifingico (Figuras 3 e 4) e também a
concentragdo do indculo (0,5-2,5 x 10° UFC/mL). Em cada placa foram distribuidos seis
in6culos de leveduras e as duas cepas de referéncia. As placas foram fechadas e incubadas a
35°C por até 48 horas.

A leitura dos resultados foi realizada num leitor de microplacas (Epoch, Biotek) a 530
nm de comprimento de onda apds 24 ou 48h de incubacgdo. O controle de esterilidade (sem
antifingico e sem inoculo) preparado em toda a coluna 1 da placa de microtitulagao foi
utilizado como “branco” no momento da leitura no espectrofotometro. Os resultados foram
impressos, analisados e os valores de CIM foram interpretados de acordo com os pontos de

corte do CLSI (CLSI, 2008b) (ANEXO B).
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primeira
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100 pg/mL

0,5 mL
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1600 pg/mL
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1,5 mL
5
0,501 6,25 ng/mL
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25 pg/mlL a

3,5 mL
3,125 pg/mL

Il ] Il I T Il |l I
N— -
V
segunda 100 pL de cada tubo
diluicao +
9,9 mL de RPMI
|l Il
RPMI

] El W
a
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® @ @ (05 (0,25 (0,12) (0,06) (0,03) pg/mL
g
:
“ preencher os pocos da microplaca com 100 pL -
~

concentracao final apos a adicao de 100 pL. do inéculo:

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

Figura 3. Esquema de diluicao de anfotericina B (ANF), voriconazol (VRZ) e itraconazol
(ITR) pelo método da microdiluicdo em caldo pelo CLSI (M27-A3). DMSO =
dimetilsulfoxido; RPMI = meio Roswell Park Memorial Institute 1640.
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concentracao final apés a adicao de 100 pL do inéculo:

N— 7

(64)-(32)-(16)-(8)-(4)-(2)(1)-(0,5)-(0,25)-(0,125) pg/mL

Figura 4. Esquema de dilui¢ao do fluconazol (FLU) pelo método da microdilui¢do em caldo
pelo CLSI (M27-A3). RPMI = meio Roswell Park Memorial Institute 1640.

Para o fluconazol, o voriconazol e o itraconazol os valores das CIMs foram definidos
como a menor concentragdo do antifingico capaz de inibir 50% do crescimento quando

comparado ao pogo controle livre do farmaco (coluna 12). Para a anfotericina B, o valor de
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CIM foi definido na menor concentracdo do farmaco capaz de inibir 100% do crescimento da

levedura.

4.7 ANALISE DE RESULTADOS

Foram adotados os critérios de concordancia essencial (CE) e concordancia categorica
(CC) segundo a U. S. Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2003) para comparagao
entre os métodos. A CE foi definida quando os valores de CIM variavam até duas dilui¢des e
a CC foi considerada quando o valor de CIM estava dentro da mesma categoria de
sensibilidade [susceptivel (S), susceptivel dependente da dose (SDD) ou resistente (R)] desde
que haja pontos de corte definidos para os antifingicos em estudo. Os tipos de erros

categoricos foram classificados no Quadro 2.

TIPOS DE ERROS METODOS
CATEGORICOS TESTE REFERENCIA
(SDD) (S) ou (R)
Erro Minimo (EM)
(S) ou (R) (SDD)
Erro Grave (EG) (R)/ falsa resisténcia (S)
Erro Muito Grave (EMQG) (S)/ falsa sensibilidade (R)

Quadro 2. Classifica¢dao dos tipos de erros catégoricos comparando o resultado do perfil de
susceptibilidade aos antifingicos obtido pelo método teste em relagdo ao método de
referéncia.

Fonte: FDA (2003)

Os critérios interpretativos para anfotericina B ainda ndo foram estabelecidos pelo
CLSI, mas isolados inibidos pela anfotericina B com CIM < 1 ug/mL foram susceptiveis e > 1
png/mL foram considerados resistentes a este farmaco (CLSI, 2008a). Para o fluconazol
segundo CLSI (CLSI, 2008b), quando o valor de CIM foi < 8ug/mL os isolados foram
susceptiveis, CIM entre 16-32 pg/mL foram susceptiveis dependente da dose e CIM > 64
ng/mL foram resistentes a este farmaco. Para itraconazol, quando o valor de CIM foi < 0,125
png/mL os isolados foram susceptiveis, CIM entre 0,25-0,5 pg/mL foram susceptiveis

dependente da dose e CIM > 1 pg/mL foram resistentes a este farmaco. Para o voriconazol,
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quando o valor da CIM < 1 pug/mL os isolados foram susceptiveis, CIM = 2 pg/mL
susceptiveis dependente da dose e CIM > 4 pg/mL foram resistentes a este farmaco (ANEXO
B).

Foram realizadas analises estatisticas descritivas de frequéncia acumulada no software
Statistical Package for the Social Science (SPSS) versdao 16.0 para determinar: (1) o intervalo
de CIM representando o limite superior e inferior das CIMs de cada antifingico frente as
diferentes espécies do complexo psilosis; (2) a CIMso que equivale a concentragao inibitéria
minima do fArmaco capaz de inibir o crescimento de 50% das isolados testados; (3) a CIMg,
definida como a concentracgdo inibitdria minima do farmaco capaz de inibir o crescimento de
90% dos isolados testados e (4) a média geométrica das CIMs.

Além disso, o Coeficiente de Correlagdao Intraclasse (CCI) foi calculado pelo SPSS
versdo 16.0 para verificar a correlagio dos valores de CIMs obtidos pelos métodos Etest”™ e
Vitek™ 2 (AST Card YS01) com o método CLSI (M27-A3) para as espécies do complexo
psilosis frente aos farmacos antifiingicos testados. De acordo com esta andlise, se o valor de
CCI for < 0,4 a correlacao ¢ ruim, se 0,4 < CCI < 0,75 a correlagdo ¢ boa e se CCI > 0,75 ¢

excelente (SHROUT; FLEISS, 1979).
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S RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS CLINICOS DO COMPLEXO psilosis

Os 53 isolados fungicos do complexo psilosis provenientes de hemoculturas de
pacientes com episddios de fungemia que estavam internados em trés hospitais no municipio
do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006 foram identificados através de métodos morfologicos,

bioquimicos e moleculares.

5.1.1 Caracteristicas macromorfologicas das leveduras

Em 4gar batata dextrose foram observadas as caracteristicas morfologicas das
colonias. Em relagdo a pigmentacdo, houve variacdo do levemente branco ao creme com
reverso incolor e pigmento nao difusivel no meio; as bordas foram delineadas e por vezes com
o tempo maior de incubagdo apresentavam uma leve aparéncia rendada; textura cremosa e
homogénea de aspecto umido ou seco; relevo glabro e com o passar do tempo fracamente
rugoso e, quanto ao brilho, foi verificado ora um aspecto lustroso ora opaco.

Em meio cromogénico (CHROMagar® Candida) todos os isolados apresentaram
colonias de pigmentacdo branca-rosada. Nao foram observadas colonias de cor verde, azul e
rosa rugosa, descartando a presenca de colonias mistas com C. albicans, C. tropicalis e C.

krusei, respectivamente (Figura 5).

5.1.2 Identificacdo bioquimica

Todos os 53 isolados investigados pelo API® 20 C AUX foram identificados como
pertencente ao complexo psilosis e apresentaram taxa de probabilidade que variaram de 96,1 a
99,9%, sendo a média do percentual de probabilidade de 99,6%. Pelo sistema automatizado
Vitek® 2 YST Card, os isolados apresentaram taxa de probabilidade que variou de 86,0 a
99,0%, sendo a média do percentual de probabilidade de 96,4% em relagao a identificagdo da
levedura como pertencente ao complexo psilosis (Tabela 1). Os resultados referentes a todas

as amostras estdo presentes no APENDICE A.
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Figura 5: Chromagar” Candida de 72 horas a 35°C. (a) No sentido horério: cor branca C. parapsilosis ATCC
22019, cor verde C. albicans ATCC 18804, cor azul C. tropicalis ATCC 13803 e rosa rugosa C. krusei (ATCC
6258). (b) No sentido horario: C. orthopsilosis ATCC 96141, C. metapsilosis ATCC 96143 e C. parapsilosis
ATCC 22019. (¢) (d) e (e) Representativo de trés diferentes isolados do total de amostras. (¢) 24775 HSE, (d)
25381 HSE e (e) 250.111.129.11 HSAM, que posteriormente foram identificados molecularmente como C.
orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu, respectivamente.

Tabela 1. Caracterizacdo bioquimica de 53 isolados do complexo psilosis oriundos de
amostras de hemocultura de pacientes com fungemia que estavam internados em trés hospitais
no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006.

Complexo psilosis
Métod Espécie Intervalo de Confianga
¢todos
(Média de probabilidade %) (IC 95%)
C. parapsilosis
API® 20 C AUX parap 99,4 - 99,8

(99,6)

o C. parapsilosis
Vitek™ 2 YST Card 96.4) 95,6 -97,2
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5.1.3 Identificacdo molecular

A identificagdo molecular do complexo psilosis foi realizada pela PCR utilizando
primers espécie-especificos. Dos 53 isolados fungicos, 51 amplificaram para um tUnico par de
primers, sendo caracterizados como 39 (73,6%) isolados de C. parapsilosis stricto sensu, 10
(18,9%) de C. orthopsilosis e dois (3,8%) de C. metapsilosis. Esses resultados estdo
apresentados na Figura 6, sendo demonstrados na figura 6 (a) os controles negativos
(brancos) que nao amplificaram para nenhum dos trés pares de primers, e os controles
positivos que foram as cepas de referéncia de C. orthopsilosis (ATCC 96141), C. metapsilosis
(ATCC 96143) e C. parapsilosis (ATCC 22019), respectivamente que s6 amplificaram de
acordo com seus pares de primers espécie-especificos; e na figura 6 (b) uma eletroforese
representativa da identificagdo molecular dos 53 isolados do complexo psilosis, mostrando os
controles negativos que novamente ndo amplificaram para nenhum dos primers espécie-
especificos e cinco isolados do complexo psilosis que foram identificados como C.
orthopsilosis (amostras 24360 HSE e 69908 HUPE), C. metapsilosis (amostra 25381 HSE) e
C. parapsilosis stricto sensu (amostras 23772 HSE e 72434 HUPE), respectivamente.

ATCC ATCC ATCC
96141 06143 22019 24360 69908 25381 23772 72434

Branco Branco HSE  HUPE  HSE HSE ~ HUPE
~— A A A et Y st WY st WY st WO s W st

M12 3 46 6 78 910 111213 14156 161718 M

(b)

M 12 345 6 7 8 91 1112 M

(@)

S 1500

Figura 6. Produtos de PCR com primers espécie-especificos apds amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA. (a) Colunas 1, 4, 7 e 10 primers CORF-CORR; colunas 2, 5, 8 e 11 primers CMEF-CMER; colunas 3, 6,
9 e 12 primers CPAF-CPAR. Colunas 4, 8 ¢ 12: C. orthopsilosis (ATCC 96141), C. metapsilosis (ATCC 96143)
e C. parapsilosis stricto sensu (ATCC 22019), respectivamente. (b) Colunas 1, 4, 7, 10, 13 ¢ 16 primers CORF-
CORR; colunas 2, 5, 8, 11, 14 ¢ 17 primers CMEF-CMER; colunas 3, 6, 9, 12, 15 ¢ 18 primers CPAF-CPAR.
24360 HSE e 69908 HUPE foram identificadas como C. orthopsilosis; 25381 HSE como C. metapsilosis; 23772
HSE e 72434 HUPE como C. parapsilosis stricto sensu. M (marcador de peso molecular) = 100 bp. Colunas 1, 2
e 3: brancos (reag@o de PCR sem adi¢do de DNA) em (a) ¢ (b).
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Dois isolados ndo foram identificados pelos primers espécie-especificos. Para
discriminar e caracterizar estes isolados foi realizada uma amplificagdo e um sequenciamento
da regiao DI1/D2 da subunidade maior do DNA ribossomal. Quanto ao resultado do
sequenciamento, um isolado foi caracterizado como C. parapsilosis stricto sensu € 0 outro
como C. orthopsilosis. Desta forma, o total de 53 isolados fingicos foi caracterizado como C.
parapsilosis stricto sensu (n=40/ 75,4%), C. orthopsilosis (n=11/ 20,8%) e C. metapsilosis

(n=2/3,8%). A distribuicao dessas espécies por hospital encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2. Distribui¢do do numero de isolados do complexo psilosis presente em trés hospitais
no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006

N° de Isolados (%)

Espécie HUPE HSE HSAM TOTAL
C. parapsilosis
stricto sensi 11 (20,8) 25 (47,2) 4(7,4) 40 (75,4)
C. orthopsilosis 9(17) 2 (3,8) 0(0) 11 (20,8)
C. metapsilosis 0(0) 2 (3,8) 0(0) 2 (3,8)
Total 20 (37,7) 29 (54,7) 4 (7,6) 53 (100)

HUPE= Hospital Universitario Pedro Ernesto; HSE= Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro;
HSAM-= Hospital Samaritano

Comparando os resultados macromorfologicos e moleculares dos isolados do
complexo psilosis, ndo possivel distinguir um padrao morfoldogico comum para cada tipo de
espécie, confirmando a importancia da biologia molecular para caracterizar as espécies do

complexo psilosis.

5.2 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Os valores de CIM dos 53 isolados do complexo psilosis para anfotericina B,

fluconazol, voriconazol e itraconazol foram determinados por trés métodos distintos: Etest®,
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Sistema Vitek™ 2 para susceptibilidade antifingica (AST YSO1 Card) e Microdiluigdo em
caldo pelo CLSI (M27-A3) (APENDICE B). Esses resultados foram validados apos
utilizacao em cada ensaio de duas cepas de referéncia da ATCC (C. parapsilosis 22019 e C.
krusei 6258) cujos valores estavam dentro da faixa de CIM recomendada pelo CLSI (ANEXO
A).

O tempo de leitura variou de acordo com crescimento fingico para os trés métodos.
Pelo Etest e pelo CLSI (M27-A3) variou entre 24 ¢ 48h enquanto que pelo Vitek 2 o resultado
foi disponibilizado entre 13h e 22h 25 min.

5.2.1 Etest®

A variagio dos valores de CIM pelo Etest® para os 40 isolados de C. parapsilosis
stricto sensu foi de 0,25 a 1,5 pg/mL para a anfotericina B; 0,094 a 0,75 pg/mL para o
fluconazol; 0,006 a 0,032 pug/mL para o voriconazol e 0,016 a 0,125 pg/mL para o
itraconazol.

A variagdo dos valores de CIM para os 11 isolados de C. orthopsilosis foi de 0,25 a
0,5 pg/mL para a anfotericina B; 0,25 a 2 pg/mL para o fluconazol; 0,008 a 0,032 pg/mL para
o voriconazol € 0,032 a 0,25 pg/mL para o itraconazol.

A variagdo dos valores de CIM para os dois isolados de C. metapsilosis foi de 0,25 a
0,38 pg/mL para a anfotericina B; 0,125 a 0,25 pg/mL para o fluconazol; 0,008 a 0,012
ng/mL para o voriconazol e 0,094 ug/mL para o itraconazol. Com relagdo aos valores de
CIMsy e CIMygg estes ndo puderam ser calculados devido ao numero reduzido de isolados
dessa espécie neste estudo.

Os valores de CIMsy, e CIMgy, bem como a média geométrica e o perfil de
susceptibilidade antifingica dos 53 isolados do complexo psilosis pelo método Etest estdo
apresentados na Tabela 3. Analisando esse perfil, 49 isolados foram susceptiveis aos quatro
farmacos testados pelo método Etest, mas um unico isolado de C. parapsilosis stricto sensu
foi considerado resistente (amostra 80792 HUPE com CIM = 1,5 ng/mL) para a anfotericina
B e trés isolados de C. orthopsilosis foram considerados susceptiveis dependente da dose para
o itraconazol (amostra 70114 HUPE com CIM= 0,19 pg/mL; e duas amostras 79188 e¢ 81480
HUPE com CIM= 0,25 pg/mL).
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Tabela 3. Valores de concentragdes inibitérias minimas, média geométrica e perfil de
susceptibilidade aos antifungicos in vitro de isolados do complexo psilosis oriundos de
pacientes com fungemia no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006 pelo método

Etest”.
Susceptibilidade n (%)
Espécie Farmacos CIM;so/ CIMgg MG
(N° de isolados) (ug/mL)  (ug/mL) S SDD R
C. parapsilosis ANF 0,5/ 0,75 0,5 39(97,5) 0(0) 1(2,5)

stricto sensu FLU 0,25/ 0,5 0,3 40 (100) 0(0) 0(0)
(40) VRZ 0,012/ 0,016 0,012 40 (100)  0(0) 0(0)
ITR 0,064/ 0,125 0,09 40 (100)  0(0) 0 (0)
C. orthopsilosis ANF 0,38/ 0,5 0,4 11 (100)  0(0) 0(0)
(11) FLU 0,5/1 0,5 11 (100)  0(0) 0(0)
VRZ 0,016/ 0,032 0,019 11(100)  0(0) 0 (0)
ITR 0,125/ 0,25 0,1 8(72,7) 3(27,3) 0(0)
C. metapsilosis ANF -/ - 0,3 2 (100) 0(0) 0(0)
) FLU -/ - 0,2 2 (100) 0 (0) 0(0)
VRZ -/ - 0,015 2 (100) 0(0) 0(0)
ITR -/ - 0,09 2 (100) 0(0) 0 (0)

ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol; VRZ= voriconazol; ITR= itraconazol; CIMs,/ CIMy,= concentracao
inibitéoria minima do farmaco capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados fungicos,
respectivamente; MG= média geométrica dos valores de concentragdes inibitorias minimas; S= susceptivel;
SDD= susceptivel dependente da dose; R= resistente.

5.2.2 Vitek® 2

A variagio dos valores de CIM pelo Vitek® 2 para os 40 isolados de C. parapsilosis

stricto sensu foi de < 0,25 a 1 pg/mL para a anfotericina B, <1 a 2 pg/mL para o fluconazol e

<0,12 pg/mL para o voriconazol.

A variagdo dos valores de CIM para os 11 isolados de C. orthopsilosis foi de < 0,25 a

0,5 pg/mL para a anfotericina B, < 1 a 8 pg/mL para o fluconazol e < 0,12 pg/mL para o

voriconazol.
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A variagdo dos valores de CIM para os dois isolados de C. metapsilosis foi de < 0,25 a
0,5 pg/mL para a anfotericina B, < 1 pg/mL para o fluconazol e < 0,12 pg/mL para o
voriconazol. Com relagdo aos valores de CIMsy e CIMyg estes ndo puderam ser calculados
devido ao ntimero reduzido de isolados dessa espécie neste estudo. O itraconazol nao foi
avaliado pelo Vitek® 2, pois o cartdio AST YSO1 utilizado nesse método so permite testar
anfotericina B, fluconazol, voriconazol e fluocitosina.

Os valores de CIMsy, e CIMg,, bem como a média geométrica e o perfil de
susceptibilidade antifungica dos 53 isolados do complexo psilosis pelo método Vitek®™ 2 estdo
apresentados na Tabela 4. Analisando esse perfil, todos os isolados foram susceptiveis aos

quatro farmacos testados pelo método Vitek® 2.

Tabela 4. Valores de concentragdes inibitdrias minimas, média geométrica e perfil de
susceptibilidade aos antifungicos in vitro de isolados do complexo psilosis oriundos de
pacientes com fungemia no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006 pelo método
Vitek® 2.

Susceptibilidade n (%)

Espécie
Farmacos CIM;so/ CIMgg MG

(N° de isolados) (ug/mL)  (ug/mL) S SDD R
C. parapsilosis ANF 0,5/ 0,5 0,4 40 (100) 0(0) 0(0)
stricto sensu FLU <1/2 1,2 40 (100) 0(0) 0(0)
(40) VRZ <0,12 <0,12 40(100)  0(0) 0(0)
C. orthopsilosis ANF <0,25/0,5 0,4 11 (100) 0(0) 0(0)
(11) FLU <1/4 1,5 11(100)  0(0) 0(0)
VRZ <0,12 <0,12 11(100)  0(0) 0(0)
C. metapsilosis (2) ANF -/ - 0,3 2 (100) 0(0) 0(0)
FLU -/ - <1 2 (100) 0(0) 0(0)
VRZ -/ - <0,12 2 (100) 0(0) 0(0)

ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol; VRZ= voriconazol; CIMs,/ CIMy, = concentra¢do inibitdria minima do
farmaco capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados fungicos, respectivamente; MG= média
geométrica dos valores de concentragdes inibitorias minimas; S= susceptivel, SDD= susceptivel dependente da
dose; R= resistente.
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5.2.3 Microdiluicao em caldo pelo CLSI (M27-A3)

A variacao dos valores de CIM obtidos pelo CLSI (M27-A3) para os 40 isolados de C.
parapsilosis stricto sensu foi de 0,25 a 2 pg/mL para a anfotericina B; 0,125 a 1 ug/mL para o
fluconazol; 0,015 a 0,03 pg/mL para o voriconazol e 0,015 a 0,12 pg/mL para o itraconazol.

A variagdo dos valores de CIM para os 11 isolados de C. orthopsilosis foi de 0,25 a 1
ng/mL para a anfotericina B; 0,25 a 2 pg/mL para o fluconazol; 0,015 a 0,03 pg/mL para o
voriconazol e 0,03 a 0,12 pg/mL para o itraconazol.

A variagdo dos valores de CIM para os dois isolados de C. metapsilosis foi de 0,25
png/mL para a anfotericina B; 0,25 a 0,5 pg/mL para o fluconazol; 0,015 pug/mL para o
voriconazol e 0,06 pg/mL para o itraconazol. Novamente, nao foi possivel determinar os
valores de CIMsy e CIMy, devido ao numero reduzido de isolados dessa espécie neste estudo.

Os valores de CIMsy, e CIMgy, bem como a média geométrica e o perfil de
susceptibilidade antifungica dos 53 isolados do complexo psilosis pelo método CLSI (M27-

A3) estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores de concentragdes inibitérias minimas, média geométrica e perfil de
susceptibilidade aos antifungicos in vitro de isolados do complexo psilosis oriundos de
pacientes com fungemia no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006 pelo método CLSI
(M27-A3).

Susceptibilidade n (%)

Espécie Farmacos CIM;sy/ CIMy MG
(N° de isolados) (ng/mL) (ng/mL) S SDD R

C. parapsilosis ANF 0,5/'1 0,6 39(97,5) 0(0) 1(2,5)
Stricto sensu FLU 0,25/ 0,5 0,3 40 (100) 0(0) 0(0)
(40) VRZ 0,015/ 0,03 0,019 40 (100)  0(0) 0(0)

ITR 0,06/ 0,12 0,07 40 (100)  0(0) 0(0)

C. orthopsilosis ANF 0,25/ 0,5 0,4 11 (100) 0(0) 0(0)
(11) FLU 0,5/1 0,6 11(100)  0(0) 0(0)
VRZ 0,015/ 0,03 0,019 11(100)  0(0) 0(0)

ITR 0,06/ 0,12 0,08 11(100)  0(0) 0(0)

C. metapsilosis ANF -/ - 0,3 2 (100) 0(0) 0(0)
(2) FLU -/ - 0,4 2 (100) 0(0) 0(0)

VRZ -/ - 0,019 2 (100) 0(0) 0(0)

ITR -/ - 0,06 2 (100) 0(0) 0(0)

ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol; VRZ= voriconazol; ITR= itraconazol; CIMsy/ CIMy, = concentragio
inibitéoria minima do farmaco capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados fungicos,
respectivamente; MG= média geométrica dos valores de concentracdes inibitorias minimas; S= susceptivel;
SDD= susceptivel dependente da dose; R= resistente.

5.2.4 Comparacao entre os métodos Etest®, Vitek® 2 e CLSI (M27-A3)

Quanto ao perfil de susceptibilidade aos antifungicos, C. metapsilosis foi 100%
susceptivel aos quatro farmacos pelos trés métodos. Embora susceptivel a anfotericina B, ao
fluconazol e ao voriconazol, trés isolados de C. orthopsilosis (amostras 69908, 70114 e
79298B todas do HUPE) apresentaram CIM > 2 pg/mL para o fluconazol pelo Vitek” 2 e
CIM <2 pug/mL pelos métodos Etest® ¢ CLSI (M27-A3) (APENDICE B). Para o itraconazol,
oito isolados de C. orthopsilosis foram classificados como susceptiveis e trés foram

susceptiveis dependente da dose pelo Etest®(amostras 70114 com CIM= 0,19 pg/mL; e duas



43

amostras 79188 e 81480 com CIM= 0,25 pg/mL; todas do HUPE) enquanto que pelo método
de referéncia CLSI (M27-A3) todos foram susceptiveis. Todos os 40 isolados de C.
parapsilosis stricto sensu foram susceptiveis ao fluconazol, voriconazol e itraconazol. Para a
anfotericina B, 39 isolados apresentaram uma CIM < 1 pg/uL e um isolado (amostra 80792
HUPE) apresentou uma CIM de 1,5 pg/mL, 0,5 pg/mL e 2 pg/mL pelos métodos Etest”,
Vitek™ 2 e CLSI (M27-A3), respectivamente nas Tabelas 3, 4 e 5.

Os valores de concentragdes inibitdrias minimas CIMsy e CIMyo, a média geométrica
das CIMs e o percentual de concorddncia essencial pelos métodos Etest® e Vitek®™ 2 em
compara¢do ao método de referéncia CLSI (M27-A3) para C. parapsilosis stricto sensu, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis estdo apresentados na Tabela 6.

Analisando os trés métodos, os isolados de C. parapsilosis stricto sensu apresentaram
valores de médias geométricas de CIM mais elevados para anfotericina B, do que os isolados
de C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Ja os isolados de C. orthopsilosis apresentaram valores
de CIM mais elevados para os azolicos fluconazol e itraconazol do que os isolados das outras
duas espécies do complexo psilosis. Dentre as trés espécies, os isolados de C. metapsilosis
apresentaram valores de CIM mais baixos para todos os farmacos. Nao houve variacao das
médias geométricas das CIM entre as trés espécies do complexo psilosis para o voriconazol,
indicando a boa atividade in vitro desse fArmaco frente ao complexo psilosis (Tabela 6).

Quando os resultados obtidos pelo Etest® e pelo Vitek® 2 foram comparados com o
CLSI (M27-A3), mostraram 100% de concordancia essencial para todos os farmacos testados
frente as espécies do complexo psilosis, exceto por um unico isolado da espécie de C.
orthopsilosis quando testada frente ao itraconazol. Neste caso, o Etest® apresentou
concordancia essencial de 90,9%, pois o valor da CIM desse isolado foi maior que duas
diluicdes em relagao ao CLSI (M27-A3) (amostra 81480 HUPE CIM=0,25 pg/mL pelo Etest
e CIM=0,03 pg/mL pelo CLSI) (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores de concentracdes inibitorias minimas, média geométrica e percentual de concordancia essencial pelos métodos Etest” e
Vitek®™ 2 em comparagdo ao CLSI (M27-A3) de 53 isolados do complexo psilosis oriundos de pacientes com fungemia no municipio do Rio
de Janeiro entre 1998 e 2006.

Anfotericina B Fluconazol Voriconazol Itraconazol
Espécies
‘ Métodos (ug/mL) % (ug/mL) % (ng/mL) % (ng/mL) %
(N° de isolados)

CIM;5y/ CIMgyy MG CE CIM5/CIMgy MG CE CIM;so/ CIMgg MG CE CIM;5y/CIMgy MG CE
C. parapsilosis Etest 0,5/ 0,75 0,5 100 0,25/ 0,5 0,3 100 0,012/ 0,016 0,012 100 0,064/0,125 0,09 100
stricto sensu Vitek 2 0,5/ 0,5 0,4 100 <1/2 1,2 100 <0,12/<0,12  <0,12 100 NR NR NR

(40) CLSI 0,5/1 0,6 0,25/ 0,5 0,3 0,015/ 0,03 0,019 0,06/ 0,12 0,07
C. orthopsilosis Etest 0,38/ 0,5 0,4 100 0,5/1 0,5 100 0,016/ 0,032 0,019 100 0,125/ 0,25 0,1 90,9
(11) Vitek 2 <0,25/0,5 0,4 100 <1/ 4 1,5 100 <0,12/<0,12 <0,12 100 NR NR NR

CLSI 0,25/ 0,5 0,4 0,5/1 0,6 0,015/0,03 0,019 0,06/0,12 0,08
C. metapsilosis Etest - 0,3 100 - 0,2 100 - 0,01 100 - 0,09 100
2) Vitek 2 - 0,3 100 - <1 100 - <0,12 100 NR NR NR

CLSI - 0,3 - 0,4 - 0,019 - 0,06

CIM;o/ CIMy, = concentragdo inibitoria minima do farmaco capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados fungicos, respectivamente; MG= média geométrica
dos valores de concentragoes inibitorias minimas; CE= concordancia essencial; NR= ndo realizado.
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Os isolados de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu
demonstraram 100% de concordancia categorica para fluconazol e voriconazol, comparando
os resultados de Etest® e Vitek™ 2 com o método de referéncia CLSI (M27-A3).

Para o itraconazol pelo Etest, os isolados de C. orthopsilosis apresentaram 72,7% de
concordancia categdrica. Embora nenhum erro grave ou erro muito grave tenha ocorrido, foi
encontrado 27,3% de erros minimos, resultante de trés isolados classificados como
susceptiveis dependente da dose pelo Etest® e susceptivel pelo CLSI (M27-A3). Os isolados
de C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu apresentaram 100% de concordéancia
categbrica para o itraconazol comparando Etest” com o CLSI (M27-A3).

Para a anfotericina B, ndo foram observadas discrepancias comparando os resultados
do Etest® com os resultados do CLSI (M27-A3) para as trés espécies do complexo psilosis,
sendo a concordancia categorica de 100%. Entretanto, quando os resultados do Vitek® 2
foram comparados aos resultados obtidos pelo CLSI (M27-A3), para anfotericina B a
concordancia categorica foi de 97,5% com 2,5% de erros muito graves de acordo com os
critérios adotados no Quadro 2 do item 4.7 referente a analise de resultados. Isso ocorreu
devido a um unico isolado de C. parapsilosis stricto sensu que foi classificado como
susceptivel pelo Vitek® 2 e considerado resistente pelo CLSI (M27-A3).

Pela andlise do coeficiente de correlacdo intraclasse (CCI), foi possivel avaliar
estatisticamente a correlagio dos resultados de CIMs obtidos pelos métodos Etest” ¢ Vitek™ 2
(AST Card YSO1) em relacdo ao CLSI (M27-A3) para as espécies do complexo psilosis,
levando em considera¢ao o numero de isolados e o valor absoluto das CIMs. Esses resultados
estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8. Para andlise estatistica, todos os resultados de CIM
liberados pelo Vitek®™ 2 com o simbolo < a um determinado valor foram considerados como
iguais aos valores lidos. Por exemplo, CIM < 0,25 pg/mL para a anfotericina B, o valor
considerado foi CIM = 0,25 pg/mL.

Comparando Etest® com CLSI (M27-A3), para C. parapsilosis stricto sensu a
correlacdo foi boa (0,4 < CCI < 0,75) para a anfotericina B, itraconazol e voriconazol, e
excelente (CCI > 0,75) para o fluconazol. Ja para C. orthopsilosis, a correlagao foi boa para
anfotericina B, fluconazol e voriconazol, mas foi ruim (CCI < 0,4) para o itraconazol.

Comparando Vitek™ 2 com CLSI (M27-A3), a correlagio foi ruim para anfotericina B
tanto para C. parapsilosis stricto sensu quanto para C. orthopsilosis, embora neste tltimo caso
o valor esteja muito proximo de 0,4. No entanto, para o fluconazol em relacdo a C.
parapsilosis  stricto sensu e C. orthopsilosis, a correlagdo foi excelente e boa,

respectivamente. Para o voriconazol, tanto para C. parapsilosis stricto sensu quanto para C.
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orthopsilosis, a correlagdo foi ruim. Nao foi possivel calcular o CCI para C. metapsilosis

devido ao nimero muito reduzido de isolados encontrados neste estudo (N= 2).

Tabela 7. Coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) comparando os valores de
concentragdes inibitdrias minimas obtidos pelo Etest® em relagdo ao método CLSI (M27-A3)
de C. parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis.

Etest®/ CLSI (M27-A3)

Espécie . .
. Antifiingicos CCI Intervalo de Confianga 95%
(N° de isolados) .
(média) Limite inferior Limite superior
C. parapsilosis Anfotericina B 0,688 0,410 0,835
stricto sensu (40) Fluconazol 0,756 0,538 0,871
Voriconazol 0,713 0,457 0,848
Itraconazol 0,729 0,488 0,857
C. orthopsilosis (11)  Anfotericina B 0,475 -0,975 0,859
Fluconazol 0,687 -0,164 0,916
Voriconazol 0,691 -0,149 0,917

Itraconazol 0,144 -2,183 0,770
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Tabela 8. Coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) comparando os valores de
concentragdes inibitérias minimas obtidos pelo Vitek® 2 (AST Card YSO1) em relagdo ao
método CLSI (M27-A3) de C. parapsilosis stricto sensu € C. orthopsilosis.

Vitek™/ CLSI (M27-A3)

Espécie . .
. Antifiingicos CCI Intervalo de Confianga 95%
(N° de isolados) )
(média) Limite inferior Limite superior
C. parapsilosis Anfotericina B 0,272 -0,376 0,615
stricto sensu (40) Fluconazol 0,762 0,550 0,874
Voriconazol 0 -0,891 0,471
C. orthopsilosis (11) Anfotericina B 0,352 -1,410 0,826
Fluconazol 0,567 -0,608 0,884

Voriconazol 0 -2,717 0,731
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6 DISCUSSAO

A frequéncia de fungemia em hospitais tercidrios tem aumentado nas ultimas décadas,
especialmente entre pacientes hospitalizados em unidades de terapia intensiva,
imunocomprometidos, pacientes submetidos a procedimentos ciriigicos invasivos e recém-
nascidos prematuros (PEMAN et al., 2011). Ha diferenca na distribuicdo de espécies de
Candida associadas a candidemia, sendo observada uma variagdo entre continentes, paises,
estados e instituigdes (TORTORANO et al., 2006; NUCCI et al., 2010; PFALLER et al.,
2011), estando também associadas a doenga de base, a cateterizagdo e ao uso de profilaxia
antifngica indiscriminada (COLOMBO et al., 2006).

Dentre as espécies nao-albicans, C. parapsilosis vém emergindo como importante
patdégeno de candidemia, sendo a espécie comumente isolada de pacientes com infecgdes
hematogénicas em varias partes do mundo nos ultimos anos (LOCKHART et al., 2008;
DIZBAY et al., 2010; CANTON et al., 2011). Na verdade, C. parapsilosis é formada por um
complexo de trés espécies denominadas C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis (TAVANTI et al., 2005).

Conhecer o perfil de susceptibilidade frente aos farmacos antifungicos do complexo
psilosis vem sendo necessario devido ao aumento da prevaléncia dessas espécies associada a
episodios de fungemia e, principalmente, a emergéncia do fendmeno de resisténcia
(LOCKHART et al., 2008; BONFIETTI et al., 2012).

Este é o primeiro estudo comparativo de dois métodos comerciais, Etest® e sistema
Vitek® 2, com o método de referéncia pelo CLSI (M27-A3) para testar a susceptibilidade in
vitro dos isolados clinicos de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu
frente aos farmacos antifungicos anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol.

Embora nossa investigagao tenha sido realizada com um niimero pequeno de amostras
(N=53), os resultados obtidos foram relevantes devido a escassez de informagdes em relagao
a freqliéncia e ao perfil de susceptibilidade aos antifungicos de amostras do complexo de
espécies de C. parapsilosis nos hospitais no municipio do Rio de Janeiro.

Os 53 isolados incluidos no nosso estudo, identificados fenotipicamente como
pertencentes ao complexo psilosis, foram caracterizados por métodos moleculares
(ASADZADEH et al., 2009). C. parapsilosis stricto sensu foi a espécie mais predominante
(75,4%) seguida de C. orthopsilosis (20,8%) e C. metapsilosis (3,8%). Dados semelhantes a

estes foram encontrados num estudo realizado com 141 isolados do complexo psilosis a partir
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de hemoculturas coletadas de pacientes com candidemia durante um estudo multicéntrico
envolvendo 11 hospitais gerais localizados em nove cidades brasileiras entre 2003 e 2004.
Este estudo demonstrou a presenca de C. parapsilosis stricto sensu (88%), C. orthopsilosis
(9%) e C. metapsilosis (3%) (GONCALVES et al., 2010). Um outro trabalho envolvendo 156
isolados de Candida nao-albicans oriundos de 11 centros hospitalares em Sao Paulo, revelou
103 (92,8%) isolados identificados como C. parapsilosis stricto sensu e oito (7,2%)
identificados como C. orthopsilosis. Nenhuma C. metapsilosis foi encontrada neste estudo
(PURISCO et al., 2012). Outro estudo semelhante ao nosso, também realizado, em Sao Paulo
envolvendo 152 isolados de hemocultura obtidos entre 1997 e 2011, revelou a frequéncia das
trés espécies, sendo C. parapsilosis stricto sensu (90,8%) a mais frequente, seguida de C.
orthopsilosis (8,6%) e C. metapsilosis (0,6%) (BONFIETTI et al., 2012).

A frequéncia dessas espécies também foi similar em outros paises envolvendo a
caracterizacdo do complexo psilosis. A primeira descri¢do global da prevaléncia das trés
espécies do complexo psilosis mostrou o predominio de C. parapsilosis stricto sensu em
relacdo a C. orthopsilosis e a C. metapsilosis em diferentes paises ou regides, sendo que a
prevaléncia destas ultimas espécies varia geograficamente, podendo ter uma frequéncia de
10,9% de C. orthopsilosis na América do Sul e 0,7% na Africa. Outro dado interessante é que
a proporc¢ao de isolados representados por C. orthopsilosis estd aumentando nos tltimos anos,
principalmente a partir de 2005 (LOCKHART et al., 2008).

No nosso estudo, a distribui¢do do nimero de isolados do complexo psilosis presente
em trés hospitais no municipio do Rio de Janeiro entre 1998 e 2006 mostra a maior frequéncia
de C. parapsilosis stricto sensu circulando nos hospitais HUPE, HSE e HSAM, seguida de C.
orthopsilosis em dois hospitais HUPE e HSE e C. metapsilosis presente apenas no HSE.
Nossos dados corraboram a circulacdo de isolados de C. orthopsilosis em hospitais no
municipio do Rio de Janeiro, uma vez que ja foi descrita a associacdo de C. parapsilosis
grupo II (hoje C. orthopsilosis) com um surto de fungemia por C. parapsilosis num hospital
no estado do Rio de Janeiro (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2000) ¢ destacam a presenca de
C. metapsilosis, embora menos frequente, em isolados clinicos oriundos de hemocultura
obtidos de pacientes com fungemia em um dos hospitais estudados.

Nossos resultados, assim como os de outros reportados anteriormente (GOMEZ-
LOPEZ et al., 2008a; LOCKHART et al., 2008; ASADZADEH et al., 2009), mostram que
isolados clinicos identificados como C. parapsilosis lato sensu através de métodos
bioquimicos como, por exemplo, o sistema Vitek® 2 para identificacdo de leveduras, na

verdade sdo isolados de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu,
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demonstrando a importancia da biologia molecular para discriminar essas espécies. Até o
momento, a distingdo entre as trés espécies do complexo psilosis s6 € possivel por métodos
moleculares (TAVANTI et al., 2005).

A répida identificacdo de uma levedura isolada de amostra clinica ¢ particularmente
importante ndo s6 do ponto de vista epidemioldgico, mas, sobretudo, terapéutico. Mas isso €
complicado devido ao niimero crescente de patdgenos emergentes que ndo estdo incluidos no
repertorio de kits comerciais disponiveis para a identificagdo das espécies fungicas. Assim, a
identificacdo, a taxonomia e a andlise epidemioldgica de leveduras estdo cada vez mais
dependentes de modernas técnicas moleculares, baseadas na PCR através da amplificagdo de
regides conservadas do genoma e sequenciamento dos produtos resultantes (BORMAN et al.,
2008).

A regido ITS, por ser altamente conservada intraespecificamente mas variavel entre
diferentes espécies, tem se mostrado eficaz para a identificagdo molecular de leveduras de
importancia médica (LEAW et al., 2006) e vem sendo utilizada para caracterizar as espécies
dentro do complexo psilosis (ASADEZADEH et al., 2009; CHEN et al., 2010).

Dentre as ferramentas moleculares utilizadas para discriminacao e identificagdo das
trés espécies do complexo psilosis tais como o método PCR-RFLP do gene SADH (SILVA et
al., 2009), o sequenciamento da regido ITS e da regido D1/D2 do rDNA (ASADEZADEH et
al., 2009), o método do polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (PCR-
AFLP) (HENSGENS et al, 2009), o método baseado na PCR utilizando primers espécie-
especificos tendo como alvo o gene da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foi o protocolo de
escolha por ser simples e rapido para caracterizacdo do complexo psilosis conforme descrito
previamente por Asadezadeh et al. (2009), pois apresenta maior aplicabilidade em
laboratodrios clinicos ja que ndo necessita de reagdes de sequenciamento (ASADEZADEH et
al., 2009). No entanto, no nosso estudo dos 53 isolados do complexo psilosis, 51 (96,2%)
foram identificados por esta metodologia e 2 (3,8%) precisaram ser sequenciados para
caracterizar as espécies. Estes dados foram discordantes dos encontrados por Asadezadeh et
al. (2009), que investigaram 114 isolados clinicos do complexo psilosis no Kwait por este
método e identificaram 100% de seus isolados, sendo 104 (95,6%) identificados como C.
parapsilosis stricto sensu e cinco (4,4%) como C. orthopsilosis. Nenhum isolado de C.
metapsilosis foi encontrado na amostragem desses autores (ASADEZADEH et al., 2009). Por
outro lado, no nosso estudo foram encontradas duas amostras de C. metapsilosis que foram

devidamente identificadas por este método.
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Nem todas as infeccdes fungicas devem ser tratadas da mesma forma. Algumas
espécies de leveduras podem apresentar resisténcia primdria (intrinseca) ou secundaria
(adquirida) a determinados farmacos antifungicos (RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA,
2010). A maioria das espécies de Candida apresenta boa susceptibilidade aos azolicos. No
entanto, C. albicans apesar de susceptivel ao fluconazol, pode desenvolver resisténcia
secundaria apds exposicdo continua a esse farmaco. Por outro lado, C. krusei ¢
intrinsecamente resistente a0 mesmo farmaco (SABATELLI et al, 2006). Por isso, a
identificacao da espécie e os estudos de susceptibilidade antiflingica sdo muito importantes
para a pratica clinica (RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2010).

A padronizagdo de procedimentos de referéncia para testes de susceptibilidade
antifingica de leveduras pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2008a) tem levado ao desenvolvimento de kits ou sistemas comerciais mais simples, de facil
execucdo e acessiveis para uso nos laboratdrios clinicos (BOURGEOIS ef al., 2010). Muitos
microbiologistas preferem o uso desses sistemas ao método de referéncia da microdiluigdo em
caldo (M27-A3) preconizado pelo CLSI pelas vantagens oferecidas como facilidade de
utilizacdo, economia e resultados mais rapidos (CUENCA-ESTRELLA et al., 2010b).

Alguns kits ou sistemas comerciais ja estdo em uso para testes de susceptibilidade aos
antifungicos, dentre eles: o Etest”™ (bioMérieux SA, Marcy 1I’Etoile, France), o sistema
Sensititre YeastOne® (Trek Diagnostic Systems Ltd., East Grinstead, England) e mais
recentemente, o Vitek® 2, que ¢ um sistema automatizado tanto para identificacio de
leveduras (Yeast Card) quanto para determinagdo da susceptibilidade de uma espécie frente
aos farmacos antifingicos flucitosina, anfotericina B, fluconazol e voriconazol (AST Card
YSO01) (BORGHI et al, 2010; FARINA et al, 2011). Atualmente, ja estd sendo
comercializado pela bioMérieux o cartdo AST Card YS06 composto pelos mesmos farmacos
ja mencionados e mais a caspofungina, mas o mesmo ainda nao esta disponivel para venda no
Brasil.

No nosso estudo, o tempo de incubagdo para determinar os valores de CIMs variou,
sendo menor para o sistema automatizado Vitek™ 2 (em média 16h), seguido pelo Etest (em
média 36h) e pelo método CLSI (M27A3) (em média 40h). Um estudo comparativo avaliando
estes trés métodos em relacdo ao tempo de incubacdo para determinagdo das CIMs de
farmacos antifingicos para Candida spp., indicou que o sistema Vitek™ 2 foi capaz de
determinar os valores de CIM para os agentes antifungicos depois de cerca de 15 a 26 h de
incubagdo, com um tempo médio de leitura de aproximadamente 15 h (BOURGEOIS et al.,

2010). Outro estudo semelhante comparando diferentes métodos como Vitek® 2, CLSI,
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EUCAST, Sensititre YeastOne® e Etest” para determinagdo das CIMs de diferentes farmacos
antifiingicos frente a algumas espécies de leveduras, também mostrou que os resultados pelo
Vitek® 2 foram obtidos no menor tempo possivel em relagdo aos outros métodos, sendo em
média 14 a 18 h (média de 15,5 h) para Candida spp. e de 34 h para C. neoformans,
Rhodotorula mucilaginosa e Dipodascus capitatus (CUENCA-ESTRELLA et al., 2010b).
Esse ¢ um fator importante no manejo terapéutico de pacientes graves.

De acordo com os nossos resultados, em relagdo ao perfil de susceptibilidade aos
antifingicos in vitro dos isolados clinicos de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C.
parapsilosis stricto sensu nenhum isolado foi considerado resistente aos azodlicos testados
segundo os critérios adotados pelo CLSI (CLSI, 2008b). Entretanto, valores mais elevados de
CIM foram observados para o farmaco fluconazol em C. orthopsilosis pelos métodos CLSI
(M27-A3) (0,25 a 2 pg/mL), Vitek® 2 (< 1 a 8 pg/mL) e Etest” (0,25 a 2 pg/mL). O mesmo
perfil foi observado num estudo global a partir de 134 centros hospitalares distribuidos em
diferentes paises ou regides sobre a avaliacdo da susceptibilidade do complexo psilosis frente
a cinco farmacos antifngicos pelo método de referéncia da microdilui¢do em caldo pelo
CLSI, onde os valores de CIMs para o fluconazol também foram mais elevados para C.
orthopsilosis (a CIM variou de 1 a 4 pg/mL), sendo menores para C. parapsilosis stricto
sensu e C. metapsilosis (LOCKHART et al, 2008). No entanto, nossos dados foram
discordantes de um estudo realizado em Portugal envolvendo 169 isolados clinicos do
complexo psilosis onde somente um isolado de C. parapsilosis stricto sensu foi resistente aos
azolicos fluconazol, voriconazol e posaconazol pelo método da microdiluicdo em caldo pelo
CLSI (M27-A3). Nenhum isolado de C. orthopsilosis ou C. metapsilosis foi susceptivel
depedente da dose ou resistente a estes azolicos. Porém, os intervalos das CIMs para o
fluconazol variaram de 0,5 a 1 pg/mL para os isolados de C. orthopsilosis e de 1 a 4 ng/mL
para os isolados de C. metapsilosis (SILVA et al., 2009).

No Brasil, trés estudos distintos descrevendo o perfil de susceptibilidade de amostras
do complexo psilosis observaram que todos os isolados de C. parapsilosis stricto sensu
apresentaram valores de CIM mais elevados em comparacdo a C. orthopsilosis e C.
metapsilosis, sendo encontrados isolados de C. parapsilosis stricto sensu susceptiveis
dependente da dose ou resistentes ao fluconazol (GONCALVES et al., 2010; BONFIETTI et
al., 2012; PURISCO et al., 2012).

Interessantemente, um estudo desenvolvido em Taiwan revelou um isolado de C.

metapsilosis susceptivel dependente da dose e dois isolados desta mesma espécie resistentes
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ao fluconazol. C. parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis foram susceptiveis a este
farmaco (CHEN et al., 2010).

Em um estudo multicéntrico envolvendo 334 isolados do complexo psilosis oriundos
de 44 instituicdes de satide espanholas, quando foi verificada a susceptibilidade in vitro frente
a nove farmacos antifungicos pelo método da microdiluicdo em caldo pelo CLSI (M27-A3),
nenhum isolado de C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis foi
resistente ao fluconazol de acordo com os pontos de corte clinicos adotados pelo CLSI (CLSI,
2008b). Porém, os intervalos dos valores de CIM mais elevados foram observados para C.
parapsilosis stricto sensu (0,06 a 32 ug/mL) e C. orthopsilosis (0,25 a 16 pg/mL) (CANTON
etal., 2011).

Em relagdo ao itraconazol, no nosso estudo houve uma discrepancia entre os
resultados obtidos pelo Etest” e pela microdilui¢do em caldo pelo CLSI para C. orthopsilosis
possivelmente devido ao fato da CIM deste farmaco ter sido determinada em 24h pelo CLSI e
48h pelo Etest™. Isto ocorreu porque trés amostras de C. orthopsilosis apresentaram um
crescimento disperso no meio solido, nao sendo possivel determinar a CIM com 24h (leitura
visual), j& pelo método CLSI a leitura foi espectrofotométrica. Um estudo comparativo
avaliando a susceptibilidade antifingica de Candida spp. isoladas de hemocultura pelo
método da microdiluiio em caldo pelo CLSI e pelo Etest”, descreveu trés isolados de C.
parapsilosis como susceptiveis dependente da dose pelo Etest” e susceptiveis pelo CLSI, tal
como neste trabalho. No entanto, o tempo de incubagao para determinag¢ao da CIM foi de 24h
para os dois métodos (METIN et al., 2011).

Em relacdo ao voriconazol, este antiflingico apresentou boa atividade in vitro contra C.
parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis, sendo todos os isolados do
complexo psilosis do nosso estudo susceptiveis a este farmaco pelos trés métodos analisados.
De acordo com um estudo brasileiro que avaliou 109 isolados do complexo psilosis obtidos de
11 centros hospitalares localizados no estado de Sao Paulo no periodo de janeiro de 2005 a
dezembro de 2008, C. parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis também foram susceptiveis
ao voriconazol. Nenhuma C. metapsilosis foi encontrada neste estudo (PURISCO et al.,
2012). No entanto, um outro estudo brasileiro também realizado no estado de Sao Paulo,
porém mais abrangente, envolvendo isolados obtidos desde 1997 até 2011, mostrou trés
isolados de C. parapsilosis stricto sensu resistentes ao voriconazol (BONFIETTI et al., 2012).
Dados internacionais demostram intervalos de valores de CIMs mais elevados para o

voriconazol em C. parapsilosis stricto sensu (GOMEZ-LOPEZ et al., 2008; CANTON et al.,
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2011) ou resisténcia frente a este farmaco para essa espécie (SILVA et al., 2009; BORGHI et
al., 2011).

Até agora, ndo foram estabelecidos pontos de corte clinicos para anfotericina B de
acordo com documento do CLSI (CLSI 2008a). Entretanto, CIM > 1 ug/mL sugere resisténcia
a este famaco. Desta forma, neste estudo um isolado de C. parapsilosis stricto sensu foi
considerado resistente a anfotericina B pelo método da microdiluicdo em caldo pelo CLSI
(M27-A3) e pelo Etest”. C. orthopsilosis ¢ C. metapsilosis foram susceptiveis a este farmaco.
Embora seja rara a resisténcia a anfotericina B para Candida spp., ha relatos de isolados de C.
parapsilosis stricto sensu considerados resistentes a anfotericina B (SILVA et al., 2009;
CANTON et al, 2011). C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis
também ja foram descritas com CIMs > 4 pg/mL para anfotericina B (LOCKHART et al.,
2008). Em relacao ao Brasil, os estudos disponiveis ndo encontraram resisténcia a anfotericina
B entre as espécies do complexo psilosis (GONCALVES et al., 2010; BONFIETTI et al,
2012; PURISCO et al., 2012).

Novos pontos de corte clinicos espécie-especificos e valores de cutoff epidemiologicos
(ECVs) foram determinados para Candida spp. pelo método de referéncia da microdiluigdo
em caldo pelo CLSI (CLSI, 2008a) para os azoélicos e as equinocandinas. Os ECVs foram
estabelecidos para diferenciar cepas tipo selvagem (aquelas sem resisténcia adquirida ou
mutacdes) de cepas tipo ndo-selvagem (aquelas com resisténcia adquirida ou com mutagdes).
Em relagdo ao complexo psilosis, os novos pontos de corte foram definidos somente para C.
parapsilosis stricto sensu at¢ o momento (PFALLER et al., 2011).

Para a anfotericina B, a flucitosina e o itraconazol foram determinados apenas ECVs
para oito Candida spp., incluindo C. parapsilosis. Na auséncia de pontos de corte clinicos, os
valores de cutoff epidemioldgicos (ECVs) podem ajudar a caracterizar a susceptibilidade de
Candida spp. para anfotericina B, flucitosina e itraconazol, e assim monitorar a emergéncia de
isolados com mutagdes que podem levar a uma susceptibilidade reduzida ou resisténcia a
estes farmacos (PFALLER et al., 2012).

De acordo com esses novos critérios (PFALLER et al., 2011; 2012), os isolados de C.
parapsilosis stricto sensu foram susceptiveis ao fluconazol e ao voriconazol pelo método da
microdilui¢do em caldo pelo CLSI (M27-A3) e apresentaram CIM < 2 pg/mL e CIM < 0,12
ng/mL, respectivamente, classificando os isolados como tipo selvagem. Para a anfotericina B
ainda nao ha pontos de cortes clinicos definidos, mas CIM < 2 ug/mL conforme encontrado
neste estudo para um isolado de C. parapsilosis stricto sensu classifica este isolado como tipo

selvagem, pois o valor de CIM foi < ECV para a anfotericina B. J& para o itraconazol, os
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isolados de C. parapsilosis strito sensu foram susceptiveis a este farmaco. Estes isolados
também foram classificados como tipo selvagem, pois a CIM foi < 0,5 pg/mL (CIM < ECV)
para o itraconazol.

Analisando os métodos Etest™, Vitek® 2 ¢ CLSI (M27-A3) é possivel observar que
praticamente ndo houve variabilidade entre os valores obtidos em relacdo ao percentual de
concordancia essencial e categorica, sendo encontrado para a maioria das analises 100% de
correlagdo, com excecao para o itraconazol e anfotericina B.

Em relagdo ao itraconazol, os valores de concordancia essencial e categorica foram
menores (90,9% e 72,7%, respectivamente) diante de isolados de C. orthopsilosis pelo
método Etest® em comparagdo ao CLSI (M27-A3). Analisando a concordancia categorica
entre Etest® e CLSI (M27-A3), somente erros minimos foram detectados para o itraconazol
contra os isolados de C. orthopsilosis. Esses dados foram consistentes com estudos que
avaliaram o Etest” e o método CLSI (M-27A3) para determinar a susceptibilidade antifungica
de outras espécies de Candida (ALEXANDER et al., 2007; CUENCA-ESTRELLA et al.,
2010b).

Para anfotericina B, houve uma variagdo em um isolado de C. parapsilosis stricto
sensu quando os resultados do Vitek™ 2 foram comparados com o CLSI (M27-A3). Essa
variagdo foi classificada, de acordo com o Quadro 2 do item 4.7 referente a andlise de
resultados, como um erro muito grave, apesar de neste caso ter obtido 100% de concordancia
essencial. Esse achado foi similar a estudos comparativos entre os métodos Vitek™ 2 e CLSI
(M27-A3) para o mesmo agente antifingico (BOURGEOIS et al., 2010; PFALLER et al.,
2007b).

O coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) é uma das ferramentas estatisticas mais
utilizadas para a mensuracao da confiabilidade de medidas. Em termos gerais, ¢ dado pela
razao da variancia entre grupos e a variancia total. O CCI ¢ adequado para mensurar a
homogeneidade de duas ou mais medidas e ¢ interpretado como a proporcao da variabilidade
total atribuida ao objeto medido (SHROUT; FLEISS, 1979).

No nosso estudo, o CCI entre 0 método comercial Etest® com o método de referéncia
pelo CLSI (M27-A3) indicou que had boa correlacdo entre os métodos para quase todos os
farmacos testados em relacdo a C. parapsilosis stricto sensu e a C. orthopsilosis, exceto para
o itraconazol para a espécie de C. orthopsilosis. Este fato pode estar relacionado ao numero
reduzido de isolados de C. orthopsilosis € também provavelmente devido aos trés isolados de
C. orthopsilosis que apresentaram valores de CIM mais elevados para o Etest® do que para o

CLSI (M27-A3).
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Por outro lado, o CCI entre Vitek® 2 ¢ o CLSI (M27-A3) indicou que héa boa
correlacdo entre os métodos para o fluconazol em relacdo a C. parapsilosis stricto sensu e C.
orthopsilosis. Entretanto, a correlagdo foi ruim entre os métodos para anfotericina B e
voriconazol. Isto pode ser explicado pela pouca variabilidade do valor de CIM encontrado na
estreita faixa de valores de concentragdes dos antifingicos observada no Vitek®™ 2, e pelo fato
de ndo ser determinado o valor exato da CIM, sendo uma limitacdo da técnica. Isso fica
evidente para o voriconazol, pois neste estudo ndo houve variabilidade entre os valores de
CIMs encontrados pelo Vitek®™ 2 para este farmaco, sendo todos os valores < 0,12 pg/mL.

Em geral, os resultados da andlise estatistica para determinar o coeficiente de
correlagdo intraclasse (CCI) comparando os métodos Etest® e Vitek® 2 com o método de
referéncia pelo CLSI (M27-A3) foram concordantes com os resultados obtidos pela analise de
concordancia essencial e categdrica, inclusive em relagao aos valores mais baixos.

Em resumo, a concordancia dos resultados obtidos pelo Etest® e pelo Vitek™ 2
comparados ao método de referéncia de microdilui¢do em caldo pelo CLSI (M-27A3) foi
elevada, demostrando resultados de CIMs reprodutiveis e acurados. Estes dados estdo de
acordo com estudos realizados com outras espécies de Candida (SIMS et al., 2006;
PFALLER et al., 2007b; CUENCA-ESTRELLA et al., 2010b; PETERSON et al., 2011). E
importante considerar que o sistema Vitek® 2 é um método totalmente automatizado,
eliminando a subjetividade de leitura que é inerente aos métodos Etest® e CLSI (M27-A3).
Assim, esse estudo reforca a importancia dos métodos comerciais Etest® e Vitek® 2 como
ferramentas tteis e de facil aplicabilidade na rotina dos laboratérios microbioldgicos clinicos
para testes de susceptibilidade antifungica. Além disso, foram demonstradas diferencas sutis
no perfil de susceptibilidade antifingica dos isolados de C. parapsilosis stricto sensu, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis. Essas diferengas podem ser importantes na escolha terapéutica
para tratamento de infec¢des invasivas causadas por essas espécies, contudo a resposta clinica
do paciente em relacdo ao farmaco deve ser levada em consideragao.

E importante ressaltar que este estudo foi retrospectivo sendo os isolados do complexo
psilosis oriundos de hemoculturas obtidas entre 1998 e 2006, portanto, pode ter ocorrido uma
uma emergéncia de resisténcia ou mudanca na frequéncia de C. parapsilosis stricto sensu, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis no municipio do Rio de Janeiro de 2006 até o momento. Sendo
assim, sdo necessarios estudos futuros para o monitoramento da frequéncia e para a
investigacdo do perfil atual da susceptibilidade aos antifingicos dessas espécies neste

municipio.
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7 CONCLUSOES

1. Nao foram observadas caracteristicas fenotipicas e/ ou bioquimicas especificas capaz de

distinguir as espécies do complexo psilosis.

2. As trés espécies do complexo psilosis foram identificadas molecularmente na nossa
amostragem, sendo C. parapsilosis stricto sensu a espécie predominante nos hospitais do
municipio do Rio de Janeiro estudados, seguida de C. orthopsilosis e C. metapsilosis,

repectivamente.

3. A PCR utilizando primers espécie-especifcos ndo foi 100% eficiente para discriminar e
caracterizar os 53 isolados do complexo psilosis, sendo necessaria uma segunda metodologia

para tal.

3. A comparagdo entre os trés métodos para determinar o perfil de susceptibilidade aos
antifungicos in vitro demostrou que os isolados de C. parapsilosis stricto sensu foram menos
susceptiveis a anfotericina B; C. orthopsilosis foram menos susceptiveis ao fluconazol e ao

itraconazol; C. metapsilosis foram mais susceptiveis aos quatro farmacos testados.

4. A concordéncia essencial e categorica obtida pelo Etest” e Vitek”™ 2 quando comparada ao
CLSI (M27-A3) foi alta (100%), exceto para o itraconazol pelo Etest® e anfotericina B pelo
Vitek® 2.

5. As analises estatisticas pelo coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) comparando os
métodos Etest® ¢ Vitek™ 2 com o método de referéncia pelo CLSI (M27-A3) indicaram uma
boa correlacdo entre os métodos para os diferentes antifingicos testados, exceto para o

itraconazol pelo Etest”; e para a anfotericina B pelo Vitek® 2.

6. Este estudo confirma que ha concordancia entre os métodos e reforca a importancia de
utiliza-los nos laboratérios clinicos rotineiros para determinar o perfil de susceptibilidade in
vitro frente a anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol para as espécies de C.

parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis.
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APENDICE A — Quadro de identificacio dos testes fenotipicos e moleculares do complexo psilosis

Testes fenotipicos Testes Moleculares
N.° | Origem Isolado CHROMagar® | API® 20 C AUX Vitek™ 2 PCR primers Sequenciamento regido
Candida C. parapsilosis | C. parapsilosis | espécies-especificos D1/D2 do 28S do
% % rDNA
1 HSE 23772 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR
2 HSE 23795 Branca rosacea 99,9 97 C. parapsilosis NR
3 HSE 24258 Branca rosacea 99,9 95 C. parapsilosis NR
4| HSE 24360 Branca rosacea 99,9 96 C. orthopsilosis NR
5| HSE 24384 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR
6| HSE 24775 Branca rosacea 98,4 95 C. orthopsilosis NR
7 HSE 32485 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR
8 HSE 32504 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR
9| HSE 33286 Branca rosacea 99.9 99 C. parapsilosis NR
10| HSE 33499 Branca rosacea 97,1 99 C. parapsilosis NR
11 HSE 33524 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR
12 HSE 71663 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR
13 HSE 72102 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR
14| HSE 72737 Branca rosacea 98,4 99 C. parapsilosis NR
15| HSE 72834 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR
16 HSE 72836 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR
17 HSE 73234 Branca rosacea 99,9 95 C. parapsilosis NR
18 HSE 75234 Branca rosacea 99.9 96 Inespecifico C. parapsilosis
19| HSE 75525 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR
20| HSE 76542 Branca rosacea 99,9 97 C. parapsilosis NR

HSE= Hospital dos Servidores do Estado; NR= ndo realizado.
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Testes fenotipicos Testes Moleculares
N.° | Origem Isolado CHROMagar® | API® 20 C AUX Vitek™ 2 PCR primers Sequenciamento regido
Candida C. parapsilosis | C. parapsilosis | espécies-especificos D1/D2 do 28S do
% % rDNA

21 HSE 76555 Branca rosacea 99,8 98 C. parapsilosis NR

22 HSE 76883 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR

23 HSE 78981 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR

24| HSE 79130 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR

25| HSE 79182 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR

26 | HSE 79431 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR

27 HSE 79769 Branca rosacea 99,9 93 C. parapsilosis NR

28 HSE ROMOO01 Branca rosacea 99,9 97 C. metapsilosis NR

29| SAM 2500096400 | Branca rosacea 97,1 96 C. parapsilosis NR

30| SAM 2500100450 | Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR

31| SAM 2500100454 | Branca rosacea 97,8 95 C. parapsilosis NR

32| SAM 25011112911 | Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR

33| HUPE 69908 Branca rosacea 99.9 90 C. orthopsilosis NR

34| HUPE 70114 Branca rosacea 99,9 89 C. orthopsilosis NR

35| HUPE 70158 Branca rosacea 99,9 94 C. orthopsilosis NR

36 | HUPE 70186 Branca rosacea 99.9 95 C. orthopsilosis NR

37| HUPE 71228 Branca rosacea 99.9 94 Inespecifico C. orthopsilosis
38 | HUPE 72434 Branca rosacea 99,9 96 C. parapsilosis NR

39 | HUPE 72728 Branca rosacea 99,9 99 C. parapsilosis NR

40 | HUPE 72820 Branca rosacea 99,9 93 C. parapsilosis NR

HSE= Hospital dos Servidores do Estado; HSAM= Hospital Samaritano, HUPE= Hospital Universitario Pedro Ernesto; NR= ndo realizado.
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Testes fenotipicos Testes Moleculares
N.° | Origem Isolado CHROMagar® | API*20 C AUX Vitek™ 2 PCR primers Sequenciamento regido
Candida C. parapsilosis | C. parapsilosis | espécies-especificos D1/D2 do 28S do
% % rDNA

41 | HUPE 72864 Branca rosacea 99,9 96 C. parapsilosis NR

42 | HUPE 73172 Branca rosacea 99,9 97 C. parapsilosis NR

43 | HUPE 73204 Branca rosacea 98,9 96 C. parapsilosis NR

44 | HUPE 79074 Branca rosacea 97,1 98 C. parapsilosis NR

45| HUPE 79188 Branca rosacea 99,9 96 C. orthopsilosis NR

46 | HUPE 79298B Branca rosacea 99,9 93 C. orthopsilosis NR

47 | HUPE 80550 Branca rosacea 99.9 98 C. orthopsilosis NR

48 | HUPE 80792 Branca rosacea 99,9 98 C. parapsilosis NR

49 | HUPE 80828 Branca rosacea 99.9 94 C. parapsilosis NR

50 | HUPE 80846 Branca rosacea 99,9 91 C. parapsilosis NR

51| HUPE 80882 Branca rosacea 99.9 98 C. parapsilosis NR

52 | HUPE 81480 Branca rosacea 99.9 86 C. orthopsilosis NR

64 HSE 25381 Branca rosacea 96,1 95 C. metapsilosis NR
ATCC 96141 Branca rosacea 98,5 96 C. orthopsilosis C. orthopsilosis
ATCC 96143 Branca rosacea 99,9 98 C. metapsilosis C. metapsilosis
ATCC 22019 Branca rosacea 99.9 94 C. parapsilosis C. parapsilosis

HSE=Hospital dos Servidores do Estado; HUPE= Hospital Universitario Pedro Ernesto; ATCC=American Type Culture Collection, NR=nao realizado.
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APENDICE B - Quadro de resultados de CIMs (ug/mL) de acordo com os testes de susceptibilidade aos

antifungicos
Identificacio Etest” Vitek" 2 CLSI (M27-A3)

N.° | Origem Isolado Molecular | ANF | FLU | ITR | VRZ | ANF | FLU | VRZ | ANF | FLU | ITR | VRZ
Candida

1| HSE 23772 parapsilosis | 0,5 0,5 10,064 0,016 | 1 2 0,12 | 0,5 1 0,06 | 0,015
Candida

2| HSE 23795 parapsilosis | 0,5 | 0,25 0,125 | 0,016 | 1 1 0,12 1 0,25 | 0,12 | 0,015
Candida

3| HSE 24258 parapsilosis | 0,75 | 0,125 | 0,094 | 0,008 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,25 | 0,12 | 0,015
Candida

4 | HSE 24360 orthopsilosis | 0,38 | 0,5 |0,125|0,032| 0,5 1 0,12 | 0,5 1 0,12 | 0,015
Candida

5| HSE 24384 parapsilosis | 0,38 | 0,25 | 0,064 | 0,016 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,25 | 0,03 | 0,015
Candida

6 | HSE 24775 orthopsilosis | 0,5 0,5 10,064 |0,023| 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,06 | 0,03
Candida

7| HSE 32485 parapsilosis | 0,38 | 0,25 | 0,125 | 0,016 | 0,25 1 0,12 0,5 | 0,125 | 0,12 | 0,03
Candida

8 | HSE 32504 parapsilosis | 0,5 0,5 10,094 |0,016 | 0,25 1 0,12 | 0,5 | 0,125 | 0,12 | 0,015
Candida

9| HSE 33286 parapsilosis | 0,5 0,5 10,064 | 0,006 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,25 | 0,06 | 0,015
Candida

10 | HSE 33499 parapsilosis | 0,75 | 0,5 |0,125 0,023 | 0,25 1 0,12 | 0,5 0,5 0,12 | 0,03

CIMs= concentrag¢des inibitorias minimas; HSE= Hospital dos Servidores do Estado; ANF= anfotericina B; FLU=fluconazol; ITR= itraconazol, VRZ=
voriconazol; CLSI=Clinical and Laboratory Standards Institute (documento M27-A3).



APENDICE B (cont.) — Quadro de resultados de CIMs (ug/mL) de acordo com os testes de susceptibilidade aos
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antifungicos
Identificagdo Etest” Vitek™ 2 CLSI (M27-A3)

N.° | Origem Isolado Molecular | ANF | FLU | ITR | VRZ | ANF | FLU | VRZ | ANF | FLU | ITR | VRZ

11| HSE 33524 Candida 0,75 | 0,25 | 0,125 0,008 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,12 | 0,015
parapsilosis

12| HSE 71663 Candida 0,5 | 0,19 0,125 | 0,006 | 0,5 1 0,12 | 0,5 | 0,125 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

13| HSE 72102 Candida 0,38 | 0,5 [0,094|0,016 | 0,5 2 10,12 05 1 0,12 | 0,015
parapsilosis

14 | HSE 72737 Candida 0,75 | 0,38 0,125 0,016 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,25 |0,015| 0,015
parapsilosis

15| HSE 72834 Candida 0,5 | 0,25 10,094 0,012 | 0,5 1 0,12 | 0,5 | 0,125 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

16 | HSE 72836 Candida 0,5 | 0,75 [0,125| 0,016 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,12 | 0,015
parapsilosis

17 | HSE 73234 Candida 0,38 | 0,5 [0,125]0,016 | 0,5 1 0,12 | 0,5 1 0,12 | 0,015
parapsilosis

18 | HSE 75234 Candida 05 | 0,5 [0,1250,032| 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,12 | 0,03
parapsilosis

19| HSE 75525 Candida 0,38 | 0,25 | 0,064 | 0,016 | 0,25 1 0,12 | 0,5 0,5 0,12 | 0,015
parapsilosis

20 | HSE 76542 Candida 1 10,125 | 0,064 | 0,006 | 0,5 1 0,12 1 0,125 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

CIMs= concentragdes inibitorias minimas; HSE= Hospital dos Servidores do Estado; ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol; ITZ= itraconazol; VRZ=
voriconazol; CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute (documento M27-A3).



APENDICE B (cont.) — Quadro de resultados de CIMs (ug/mL) de acordo com os testes de susceptibilidade aos

antifungicos
Identificacio Etest” Vitek" 2 CLSI (M27-A3)

N.° | Origem Isolado Molecular | ANF | FLU | ITR | VRZ | ANF | FLU | VRZ | ANF | FLU | ITR | VRZ

21| HSE 76555 Candida 0,38 | 0,25 | 0,094 | 0,008 | 0,5 1 0,12 | 0,5 | 0,125 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

22 | HSE 76883 Candida 0,75 | 0,25 | 0,125 | 0,008 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,25 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

23 | HSE 78981 Candida 0,75 | 0,125 | 0,064 | 0,008 | 0,5 1 0,12 1 0,25 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

24 | HSE 79130 Candida 0,5 | 0,25 [ 0,064 | 0,016 | 0,5 1 0,12 1 0,25 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

25| HSE 79182 Candida 0,5 | 0,5 0,064 0,008 0,5 1 0,12 | 0,5 0,25 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

26 | HSE 79431 Candida 0,25 | 0,38 | 0,125 0,016 | 0,25 1 0,12 1 0,25 | 0,25 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

27| HSE 79769 Candida 0,5 10,125 ]0,125] 0,006 | 1 1 0,12 1 0,25 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

28 | HSE ROMO01 Candida 0,25 | 0,25 | 0,094 | 0,012 | 0,25 1 0,12 1 0,25 | 0,5 0,06 | 0,015
metapsilosis

29 | HSAM | 2500096400 Candida 0,38 | 0,125 | 0,023 | 0,006 | 0,5 1 0,12 1 0,25 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

30 | HSAM | 2500100450 Candida 0,5 10,125 | 0,016 | 0,006 | 0,5 1 0,12 1 0,25 |0,015| 0,015
parapsilosis

86

CIMs= concentrag¢des inibitorias minimas; HSE= Hospital dos Servidores do Estado; HSAM= Hospital Samaritano; ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol,
ITR= itraconazol; VRZ= voriconazol; CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute (dlocumento M27-A3).
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APENDICE B (cont.) — Quadro de resultados de CIMs (ng/mL) de acordo com os testes de susceptibilidade aos

antifungicos
Identificacio Etest” Vitek" 2 CLSI (M27-A3)

N.° | Origem Isolado Molecular | ANF | FLU | ITZ | VRZ | ANF | FLU | VRZ | ANF | FLU | ITZ | VRZ

B B B

31 | HSAM | 2500100454 Candida 0,75 1 0,125 | 0,023 | 0,008 | 0,25 1 0,12 | 0,5 | 0,125 | 0,03 | 0,015
parapsilosis

32 | HSAM | 25011112911 Candida 0,5 | 0,094 | 0,047 | 0,008 | 0,5 1 0,12 | 0,5 |0,0625 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

33 | HUPE 69908 Candida 0,25 2 10,125]|0,016 | 0,25 | 4 | 0,12 | 0,25 1 0,06 | 0,03
orthopsilosis

34 | HUPE 70114 Candida 0,5 1 0,25 {0,023 025 | 8 | 0,12 0,5 2 0,12 | 0,03
orthopsilosis

35 | HUPE 70158 Candida 0,38 | 0,5 |0,032 0,008 | 0,25 1 0,12 1 0,25 | 0,06 | 0,015
orthopsilosis

36 | HUPE 70186 Candida 0,5 | 0,25 {0,094 | 0,016 | 0,5 1 0,12 1 0,5 0,12 | 0,015
orthopsilosis

37 | HUPE 71228 Candida 0,25 | 0,5 [0,032]0,032| 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,06 | 0,03
orthopsilosis

38 | HUPE 72434 Candida 0,5 | 0,125 ] 0,064 | 0,006 | 0,25 1 0,12 | 0,5 |0,0625| 0,12 | 0,015
parapsilosis

39 | HUPE 72728 Candida 0,25 | 0,75 {0,125]0,016 | 025 | 2 | 0,12 | 0,5 1 0,12 | 0,03
parapsilosis

40 | HUPE 72820 Candida 0,5 | 0,38 [ 0,064|0,012|025| 2 | 0,12 1 0,5 0,12 | 0,015
parapsilosis

CIMs= concentragdes inibitorias minimas; HSAM= Hospital Samaritano; HUPE= Hospital Universitario Pedro Ernesto; ANF= anfotericina B; FLU=
fluconazol; ITR= itraconazol; VRZ= voriconazol; CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute (documento M27-A3).
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APENDICE B (cont.) — Quadro de resultados de CIMs (ng/mL) de acordo com os testes de susceptibilidade aos

antifungicos
Identificacio Etest” Vitek" 2 CLSI (M27-A3)

N.° | Origem Isolado Molecular | ANF | FLU | ITZ | VRZ | ANF | FLU | VRZ | ANF | FLU | ITZ | VRZ

B B B

41 | HUPE 72864 Candida 0,25 0,5 [0,125]0,016 | 0,25 | 2 | 0,12 1 0,5 0,06 | 0,015
parapsilosis

42 | HUPE 73172 Candida 0,5 | 0,25 10,064 | 0,016 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,03 | 0,015
parapsilosis

43 | HUPE 73204 Candida 0,5 | 0,5 [0,064]|0,016 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 (0,012 0,015
parapsilosis

44 | HUPE 79074 Candida 0,5 | 0,38 | 0,064|0,016| 025 | 2 | 0,12 1 0,5 (0,012 0,015
parapsilosis

45 | HUPE 79188 Candida 0,38 | 0,5 | 0,19 {0,032 | 0,5 1 0,12 | 0,5 0,5 0,12 | 0,03
orthopsilosis

46 | HUPE 79298B Candida 0,25 0,5 [0,064|0,012|025| 2 |0,02|025]| 0,5 0,12 | 0,015
orthopsilosis

47 | HUPE 80550 Candida 0,38 | 0,25 |0,125]0,012 | 0,25 1 0,12 | 0,5 0,25 | 0,12 | 0,015
orthopsilosis

48 | HUPE 80792 Candida L5 | 0,19 | 0,047 | 0,006 | 0,5 1 0,12 | 2 0,125 | 0,06 | 0,015
parapsilosis

49 | HUPE 80828 Candida 0,75 | 0,25 | 0,125 0,008 | 0,5 1 0,12 1 0,25 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

50 | HUPE 80846 Candida 0,5 | 0,25 {0,094 | 0,008 | 0,5 1 0,12 1 0,25 | 0,12 | 0,015
parapsilosis

CIMs= concentragdes inibitorias minimas; HUPE= Hospital Universitario Pedro Ernesto; ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol; ITR= itraconazol; VRZ=
voriconazol; CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute (documento M27-A3).
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APENDICE B (cont.) — Quadro de resultados de CIMs (ng/mL) de acordo com os testes de susceptibilidade aos

antifungicos
Identificagdo Etest” Vitek™ 2 CLSI (M27-A3)
N.° | Origem Isolado Molecular | ANF | FLU | ITZ | VRZ | ANF | FLU | VRZ | ANF | FLU | ITZ | VRZ
B B B
51 | HUPE 80882 Candida 0,75 | 0,25 | 0,125 0,006 | 0,5 1 |0,12 1 0,25 | 0,12 | 0,015
parapsilosis
52 | HUPE 81480 Candida 05 | 0,5 | 0,25 |0,023| 0,5 1 0,12 0,5 0,5 0,03 | 0,03
orthopsilosis
64 | HSE 25381 Candida 0,38 | 0,125 | 0,094 | 0,008 | 0,5 1 1012|025 | 025 | 0,06 |0,015
metapsilosis
22019 Candida 0,5 | 0,75 10,125 | 0,03 | 0,5 1 0,12 0,5 1 0,25 | 0,03
ATCC C. parapsilosis
parapsilosis
ATCC 6258 NR 1,5 32 1,0 | 025 | 1,0 | 32 | 0,12 | 1,0 16 0,5 | 0,12
C. krusei

CIMs= concentrac¢des inibitorias minimas; HUPE= Hospital Universitario Pedro Ernesto; HSE= Hospital dos Servidores do Estado; ATCC= American Type
Culture Collection; NR= nao realizado; ANF= anfotericina B; FLU= fluconazol; ITR= itraconazol, VRZ= voriconazol; CLSI= Clinical and Laboratory
Standards Institute (documento M27-A3).
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ANEXO A - Intervalo da concentragdo inibitdéria minima para os diferentes
farmacos antifingicos frente as cepas de referéncia de C. parapsilosis (ATCC

22019) e C. krusei (ATCC 6258).

Number 15 M27-53

Table 6. Recommended 24- and 48 Hour MIC Limits for Two Quality Control Strains for Broth
Microdilution. {From Barry AT Pfaller MA_ Brown 8D, et al. Quality conirol limits for brath mierodilution susceptibility
tests of ten antifuneal agents. J Clin Micrebrel, 2000;38:3457-3459; and Krisher E, Brown 5D, Traczewski MM. Quality control
parameters for broth microdilution tests of andulafingin. 7 CTiv Adierobiof, 2004,42. 490, Reprinted with pecnussion from the
American Society for Microbislogy and the authors.)

MIC {ng/m 1) Ranges for Microdilution Tests
Antifungal 24-Hour %o Within 48-Hour % Within
Organism Agent Range Mode Range Range Muode Range
Candidea Amphotericin B 0.25-2.0 0.5 97.1 0.5-4.0 20 91.7
parapsilesis | Amdulafungin 0.25-2.0 1.0 95.0 0.5-2.0 1.0 95.0
ATCC® Caspofungin 0.25-1.0 0.5 26.7 0.5-4.0 1.0 92.9
22019 Flucytosine (5-FC) | 0.06-0.25 0.12 99.2 0.12-05 0.25 97.9
Fluconazole 0.5-4.0 2.0 98.2 1.0-4.0 2.0 98.1
Itraconazole 0.12-0.5 0.25 958 0.12-05 025 97.5
Ketoconazole 0.03-0.25  0.06/0.12 97.5 0.06-0.5 0.12 98.3
Micafungin 0.5-2 1 100.0 0.5-4 1 10000
Posaconazole 0.06-0.25 0.12 96.7 0.06-0.25 012 98.8
Ravuconazole 0.016-0.12 0.06 95.8 0.03-0.23 0.06 98.3
Voriconazole 0.016-0.12 0.06 100.0 0.03-0.25 0.06 100.0
Candida Amphotericin B 0.5-2.0 1.0 100.0 1.0-4.0 2.0 1000
Forisei Anidulafungin 0.03-0.12 0.06 97.9 0.03-0.12 .06 97.5
ATCCH Caspofungin 0.12-1.0 0.5 98.8 0.25-1.0 0.5 97.5
6258 Flucytosine (5-FC) 4.0-16 8.0 975 8.0-32 16 99.6
Fluconazole 8.0-64 16 100.0 16-128 3z 100.0
Itraconazole 0.12-1.0 0.5 958 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 0.25 100.0 0.12-1.0 0.3 996
Ravuconazole 0.06-0.5 0.25 933 0.25-1.0 0.5 100.0
Voriconazole 0.06-0.5 0.25 98.3 0.12-1.0 0.5 100.0
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 tentative for one year and
are open for comments.
NOTE 2: ATCC® iz a registered trademark of the American Type Cnlture 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 ebserved after 24 hours incubation.

® Chimcal and Laboratory Standards Tstinge, All vights reserved.
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ANEXO B - Critérios de interpretagdo para testes de susceptibilidade
antifungica de Candida spp.

APPENDIX C.

Quality Control Minimal Inhibitory Concentration
STANDARDS {MIC) Limits for Broth Microdilution and MIC

.:F:-'J-E-:E;LE " Interpretive Breakpoints (M217-52)

CLIMICAL AMD
LABORATORY

Interpretve Guiddines for b Vigro Suscepiibiliy Testing of Candida Speacies

Antifungal Agert Suscoptible (8) SuscoptibleDosa Intermadiate (i Rosistant [}
Dspendant (S-DD)#

Fucomzcl® <8 16-32 - = 64

Fucytosine <4 - B-1& =1

kraccmzclel 20.125 0.25-0.5 - =

Yoriconazole < 1 - z4

MOTE I:  5hown ane tha breakpaints (pgiml) for Candidh s pedes against tha Indicated agents. FMIG ans measured
ushga smle that yield s results falling between categories. tha naot higher @iggory ks impled Thes an sokse
with a Sucorazols MIC of 125 pgiml would b phoed in the 5- DD asgory.

MOTE = The M breskpoints in bold face type ware adopted at 2 meeting of the subcommithes hdd on 8 fareary 3005
I Tampa. Horkde. These bregkpoins ore morsldered enttie for one jear and ane open for commarts.

Eooinotes

* For flucorarok. these guldelines are based substardally on sper knce with muosl infections, bt are orsistent wit tha
bmited inforrmason for veshe Infections doe to Candidz spp. leolates of (O knmal are assumed o ba inrirsba iy
resistant o fscon amle, and their MICs should not be intarpreted wsing this scake. | ks also pertinent that $e Bpgiml

wppar boundary for the suseptible mrge of Sumonarals Is not konvosn with carainty—the dae wouldl permE selection of
aither 4 or 8 pgéml for this cutoll

T For racora ok, the dat ane based erBirely on axparience with muoosl Infecions . and damm. supporting brakgpoints for
I shes InfecBors due to Candios spp. are not awaiabla

% Susmpuibdity ks dependent on adiening the modmal possible Mood kel For fuconarale, doses of 400 mglday or mora
ey ba required In aduls with nomal raal fonction and body febites. For imooneeole, mesoones 10 2soure adagube

dmug aksorption and plesme Roreroks concentrations of =05 pg/ml may ba required for opsmal resporsa.

§ Tha suscepaifality of thesa lsolates k5 not cerfin.and the awmiable dat do mot permit tham o ba cleardy categnrized =
afther “susceptibda™ or “resistant ™
pog= 2 of 1
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