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RESUMO

O aumento no numero de infec¢des fungicas por espécies de Candida, como
resultado do expressivo aumento de pacientes imunocomprometidos destaca a
importancia de estudos relacionados a esse género. A resisténcia destas leveduras
aos farmacos antifingicos é observada em isolados especificos, assim como em
infeccdes associadas com a formacao de biofilme (FB). O objetivo deste estudo foi
comparar o perfil de suscetibilidade in vitro de células sésseis e plancténicas de
diferentes isolados de Candida, diferenciando as espécies por gPCR multiplex e
microscopia eletronica de varredura. A amostra foi composta de 10 C. albicans, 10
C. parapsilosis e 1 C. tropicalis. O material genético foi extraido pelo método de
extracdo fenol-cloroférmio da amostra de C. tropicalis, ATCC 28367 (C. albicans) e
ATCC 22019 (C. parapsilosis) para utilizacdo no ensaio espécie-especifico gPCR
multiplex com avaliacdo das diferencas na curva de fusdo. Foram realizados teste de
microdiluicio em placa e reducdo do sal tetrazélio para 21 isolados a fim de
determinar a suscetibilidade de células livres e sésseis, respectivamente. A avaliagdo
da ultraestrutura do biofilme foi realizada em tiras de poliuretano com visualizagdo
por microscopia eletrénica de varredura. Os produtos amplificados de C. albicans,
obtiveram trés picos de fusdo com valores de 75,2°C, 76,8°C e 79,8°C, enquanto C.
parapsilosis e C. tropicalis mostraram um pico de valores 73,5°C e 78,5°C,
respectivamente. O teste de identificagdo apresentou-se confiavel para a
identificacdo das espécies mais comuns no estudo. Todas as leveduras de Candida
foram capazes de formar biofilme com organizagéo prépria de cada espécie. O teste
de suscetibilidade in vitro das células plancténicas demonstrou que anfotericina B e
caspofungina apresentaram melhor atividade em comparacdo com o fluconazol e
voriconazol que obtiveram 19% das amostras resistentes, sendo todas C. albicans.
Na avaliacdo da CIMs50% e CIMs80% das células sésseis, observou-se um aumento
de pelo menos 60 vezes dos valores das células plancténicas. Foi observada
porcentagem elevada de FB que demonstra a necessidade do diagndstico e combate
a essa biomassa formada pelas espécies de Candida, pois € um fator de viruléncia
determinante para a diminui¢cdo da suscetibilidade aos antifingicos comprometendo

assim a terapéutica antifingica.

Palavras-chave: biofilme, Candida spp., microscopia eletrénica de varrredura, PCR

em tempo real multiplex, teste de suscetibilidade in vitro.
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ABSTRACT

The increase in the number of fungal infections by Candida species, as a result of the
significant increase of immunocompromised patients emphasizes the importance of
studies associated to this genre. The resistance of these strains to antifungal drugs is
observe in specific isolates, as well as infections associated with biofilm formation
(BF). The aim of this study was to compare the susceptibility profile of sessile and
planktonic cells of different Candida isolates, differentiating species by multiplex
gPCR and scanning electron microscopy. The sample consisted of 10 C. albicans, 10
C. parapsilosis and 1 C. tropicalis. The genetic material was extracted by phenol-
chloroform extraction of the sample C. tropicalis, ATCC 28367 (C. albicans) and
ATCC 22019 (C. parapsilosis) for use in a species-specific multiplex gPCR assay with
analysis of differences in the curve fusion. Microdilution plate test and reduction of the
tetrazolium salt for 21 isolates were performed for the susceptibility of sessile and free
cells, respectively. The evaluation of the ultrastructure of the biofilm was performed
on strips of polyurethane with visualization by scanning electron microscopy. The
amplified products from C. albicans obtained three melting peaks with values of 75,2
°C, 76,8 °C and 79,8 °C, while C. tropicalis and C. parapsilosis showed one peak with
values 73,5 °C and 78,5 °C, respectively. The identification test showed to be reliable
for the identification of the most common species in the study. All of Candida yeasts
were able to form biofilm with own organization of each specie. The in vitro
susceptibility test of planktonic cells demonstrated that amphotericin B and
caspofungin showed better activity compared to fluconazole and voriconazole who
obtained 19% of resistant strains, all C. albicans. In assessing of the CIMs50% and
CIMs80% of sessile cells, we observed an increase of at least 60 times the values of
planktonic cells. It was observed a high percentage of BF that demonstrates the need
for diagnosis and combat against this biomass formed by Candida species. The BF
is a virulence factor determinant for decrease of susceptibility to antifungal agents

thus compromising antifungal therapy.

Keywords: biofilm, Candida spp, scanning electron microscopy, multiplex gPCR, in

vitro susceptibility testing.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 GENERALIDADES

As infeccbes causadas por espécies de Candida sdo essencialmente
oportunisticas e denominadas candidiases. Fungos desse género séao
encontrados na forma comensal em varios sitios anatdbmicos como areas de pele
flexoras, trato gastrointestinal e urogenital (Lim et al. 2012), entretanto, o
desequilibrio da relagdo parasito-hospedeiro permite que essas leveduras
causem infeccao (Mitchell 2006, van der Velden et al. 2010).

Os principais fatores predisponentes para a infeccao relacionados ao
hospedeiro incluem o tempo prolongado de permanéncia hospitalar (Resende et
al. 2002), medicamentos imunossupressores para o tratamento de cancer e de
pacientes transplantados (Safdar & Armstrong 2002, Person et al. 2010, Fortun et
al. 2012), antibioticoterapia (Ruhnke et al. 2011) e corticoterapia prolongadas (Anil
Kumar et al. 2008). Além desses, individuos com doenca de base, como aids
(acquired immunodeficiency syndrome) (Nweze & Ogbonnaya 2011, Corti et al.
2013) e diabetes mellitus descompensado (Khosravi et al. 2008) e utilizacéo por
longo periodo de dispositivos invasivos, tais como valvulas cardiacas, articulacdes
artificiais, cateter venoso periférico e central também propiciam o
desenvolvimento da infecgcéo (Mavor et al. 2005, Giri & Kindo 2012, Rosado et al.
2013).

Os fatores relacionados as espécies de Candida estdo vinculados a
viruléncia do fungo e compreendem a capacidade de aderéncia ao hospedeiro,
producdo de enzimas hidroliticas na invaséo tecidual e formagéo de biofilme com
aumento de resisténcia aos antifungicos (Mavor et al. 2005).

Dentre as manifestacdes clinicas da candidiase, a infeccdo hematogénica
(candidemia) se destaca por apresentar alta gravidade e ser potencialmente fatal
em pacientes nosocomiais (Wisplinghoff et al. 2003, Blanco & Garcia 2008,
Pappas et al. 2009, Miceli et al. 2011).

1.2 INFECCOES HOSPITALARES POR Candida spp.
As espécies de Candida pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes, ordem Cryptococcales, familia Cryptococcaceae e género

Candida (Anaissie et al. 2009, Kurtzman et al. 2011). Esse género é constituido
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por mais de 150 espécies sendo que apenas uma minoria (aproximadamente 20)
é capaz de estabelecer uma doenca. As principais espécies de interesse médico
sao Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida guilliermondii e Candida lusitaniae (Lim et al. 2012).

Espécies de Candida constituem o terceiro agente etiolégico mais comum
em casos de infec¢do sanguinea hospitalar (Hobson 2003, Walsh et al. 2004),
sendo C. albicans isolada com maior frequéncia (quadro 1).

Quadro 1. Distribuicdo de frequéncia das cinco espécies de Candida mais prevalentes
em estudos epidemioldgicos de candidemia.

Proporcao das espécies (%)

N° de Referéncia

Local do estudo . CA CP CT CG CK OEC

isolados

Moretti et al.
Brasil 313 44 144 21,7 112 35 52 (2013)
Bergamasco et
Brasil 248 41 15 20 12 3 9 al. (2013)
Pfaller et al.
EUA e Canada 3648 42,1 159 8,7 26,7 34 3,2 (2012)
Nace et al.
Filadélfia (PA) 81 33,3 173 74 333 63 24 (2009)
Diekema et al.
lowa (EUA) 108 47 12 6 29 0 6 (2012)
Boonyasiri et
Tailandia 147 39 6 28 22 0 5 al. (2013)

CA: Candida albicans; CP: Candida parapsilosis; CT: Candida tropicalis; CG: Candida glabrata;
CK: Candida krusei; OEC: outras espécies de Candida.

Com o aumento no numero de infeccbes fungicas hematogénicas no
decorrer dos anos, foi possivel observar uma mudanca epidemiolégica com a
elevacdo do numero de infec¢Bes por espécies de Candida ndo albicans (CNA).
Anteriormente, as infeccfes por espécies C. albicans ultrapassavam 50% dos
casos (Pfaller & Diekema 2007, Sardi et al. 2013). Além disso, houve o
aparecimento de espécies de Candida que ndo eram isoladas ou apareciam em
baixa frequéncia como Candida inconspicua, Candida norvegensis, Candida
dubliniensis, Candida lipolytica e Candida zeylanoides (Pfaller & Diekema 2007).

A taxa de infecgdo relacionada as espécies C. albicans e CNA é diferente
nos casos de candidiase hematogénica, em decorréncia de varios fatores, como
doenca de base (cancer e neutropenia), faixa etaria e tipo de internacéo (leito
comum, unidade de terapia intensiva — UTI). Grande numero de casos de
infeccbes por CNA, chegando até 71%, foram observados em pacientes com

cancer e que faziam uso de cateteres (Krcmery & Barnes 2002).



No Brasil, os agentes etiologicos de Candida spp. causadores de infeccbes
sdo similares ao observado em outros paises como Espanha (Peman et al. 2011),
Turquia (Ece et al. 2012), Colémbia (Cortes et al. 2011) e Argentina (Cordoba et
al. 2011). A levedura C. albicans é o principal agente etiol6gico e quanto as
espécies CNA, C. parapsilosis e C. tropicalis sdo as mais relevantes (Colombo
2000, Antunes et al. 2004, Quindos 2014).

1.2.1 Candlida albicans

Essa espécie é descrita como a mais frequente nas infec¢cbes por esse
género (Lim et al. 2012). Por ser um microrganismo na maioria das vezes
endogeno (coloniza cerca de 70% de individuos saudaveis), acredita-se que as
infeccbes tenham origem no préprio hospedeiro (Mavor et al. 2005).

C. albicans é essencialmente sensivel aos antifungicos, porém em
diferentes regides geograficas apresenta variagbes no numero de isolados
resistentes aos azolicos, principalmente fluconazol, por se tratar de um farmaco
de primeira escolha utilizado como monoterapia ou na profilaxia dessa micose. A
resisténcia a esses farmacos estd associada ao tempo e dose de terapia,
frequentemente descrita em pacientes HIV (humam immunodeficient virus)
positivos devido ao prolongado tempo de tratamento (Sanglard & Odds 2002,
Rautemaa et al. 2008, Morio et al. 2010).

1.2.2 Candlida parapsilosis

C. parapsilosis aparece como uma das principais espécies nas infecgbes
por CNA no Brasil gue pode ser encontrada na forma comensal em mucosas, pele
e unhas e em outras fontes como animais domésticos, insetos, solo e ambientes
marinhos (Colombo 2000, Antunes et al. 2004, Trofa et al. 2008, van Asbeck et al.
2009).

Infeccbes por esse fungo estdo relacionadas com pacientes pediatricos
(Trofa et al. 2008), devido a maior necessidade de manipulacao dos profissionais
de saude e pela alta frequéncia de isolamento dessa espécie das maos de
individuos saudaveis (Bonassoli et al. 2005). Além desses casos, C. parapsilosis
tem sido largamente encontrada em casos de candidiase ungueal (Ataides et al.
2011).



Na maioria dos casos, esse agente etioldgico é sensivel aos derivados
azélicos, equinocandinas e macrolideos poliénicos. Foram descritos poucos
casos de resisténcia in vitro a anfotericina B (2-3%) e aos azolicos (<5%). C.
parapsilosis, apesar de apresentar resposta eficaz as equinocandinas, parece ser
menos suscetivel a esses farmacos. Valores de concentracao inibitéria minima de
células planctonicas (CIMp) mais elevados tém sido observados para C.

parapsilosis do que para as outras espécies (Trofa et al. 2008).

1.2.3 Candlida tropicalis

A infeccdo fangica causada por essa espécie tem sido relatada em
pacientes com cancer, neutropenia grave, doencas hematoldgicas ou
transplantados de medula 6ssea (Leung et al. 2002, Goldani & Mario 2003,
Weinberger et al. 2005, Nucci & Colombo 2007).

Uma caracteristica importante de C. tropicalis esta relacionada ao alto
indice de mortalidade (59,0 a 85,7%) da infeccdo causada por esse fungo. Essa
espécie, apos a colonizacédo, consegue se disseminar rapidamente no paciente
imunocomprometido, principalmente em individuos com complicacdes
hematologicas e outras infec¢Bes disseminadas (Almirante et al. 2005, Chang et
al. 2008).

Essa levedura apresenta-se sensivel aos antifungicos poliénicos,
equinocandinas e azdlicos (Silva et al. 2012). Nucci & Colombo (2007)
demonstraram rara resisténcia por C. tropicalis, com uma frequéncia estimada em
0,5%.

1.3 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Candida

A identificacdo das espécies de Candida € extremamente importante, nao
s6 do ponto de vista epidemiologico (Hobson 2003), mas principalmente para a
otimizacao da terapia, visto que alguns patégenos possuem particularidades no
perfil de sensibilidade aos antifiungicos (Sanglard & Odds 2002).

Em geral, o diagndstico de uma infeccdo causada por leveduras baseia-se
no exame micologico direto e cultura do material biolégico pesquisado. Para
identificagdo de Candida, as colbnias apresentam-se com as caracteristicas
umida, cremosa de coloracdo branco-amarelada, enquanto que nos achados

microscoépicos sao evidenciados blastoconidios e pseudo-hifas (Kurtzman et al.



2011). Ensaios bioquimicos séo realizados, como testes de assimilacdo e
fermentacdo de fontes de carbono e nitrogénio para algumas espécies de
leveduras que apresentam um particular comportamento. As caracteristicas
morfolégicas como formacdo de clamidoconidios e tubos germinativos auxiliam
na identificacdo destas leveduras (Kurtzman et al. 2011).

Apesar da existéncia de inUmeros testes para identificacdo das espécies
de Candida, o tempo prolongado para processamento das amostras até a
identificacdo e alguns fatores como temperatura e meios de cultura, podem
interferir nas caracteristicas do patdégeno, como maior filamentacado, coloracdo e
caracteristica das colénias. Analises genotipicas como o0s métodos de
identificacdo moleculares, os quais sdo extremamente sensiveis/especificos e
podem ser realizados em um curto periodo de tempo podem ser Uteis na

identificacdo das espécies de Candida (Avni et al. 2011).

1.3.1 Reagédo em cadeia da polimerase em tempo real

A reacdo em cadeia da polimerase com capacidade de monitoramento em
tempo real (JQPCR) € um sistema que, dentre suas aplica¢des, como avaliacao de
expressdo génica, determinacdo de pontos de mutacdo e genotipagem, é
amplamente empregado na deteccdo, quantificacdo e identificacdo de
microrganismos (Christen 2008).

Para a utilizagdo dessa técnica é necessario conhecimento prévio da regido
do DNA do microrganismo a ser amplificada que é obtida em bancos de dados
gque possuem a sequéncia inteira ou parcial do genoma desses microrganismos
(Benson et al. 2014).

Os oligonucleotideos, ou seja, iniciadores da reacao sao utilizados como
limitadores da regido requerida, possibilitando a polimerizagéo dessa regido com
a utilizacdo dos quatro desoxirribonucleotideos (dNTPs) adenina — A, timina — T,
guanina — G e citosina — C, de magnésio, de tampao, da DNA polimerase e do
material genético do microrganismo (Lugert et al. 2006).

Essa reacao in vitro tem como principio a sintese enzimatica de milhares
de cépias desse seguimento especifico de DNA que ocorre de forma exponencial
em etapas de variacdo de temperatura (Dorak 2007). A amplificacao é realizada

em trés etapas, desnaturacdo do DNA para abertura da dupla fita, anelamento



dos oligonucleotideos na regido complementar especifica e extensdo da regido
requerida (Kubista et al. 2006).

Os produtos amplificados (amplicons) sdo detectados por meio da
fluorescéncia no decorrer dos ciclos (figura 1) de forma semiquantitativa ou
quantitativa com base no ciclo que apresenta o limiar da reacdo exponencial
chamado cycle threshold ou CT (Kubista et al. 2006).
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Figura 1. Curva de fluorescéncia da qPCR. Linha “threshold”: limiar de fluorescéncia.
Fase log: amplificag@o exponencial. Fase plat6: ndo ocorrem amplifica¢des (saturagéo da
reacdo). Fonte: adaptado de Kubista et al. (2006).

A fluorescéncia caracteristica das reacdes de gPCR ocorre devido a
utilizacao de fluoréforos, como as sondas de sequéncia especifica e 0os corantes
de ligacdo a dupla fita de DNA. Apesar da sonda apresentar o beneficio da
especificidade, possui a utilizacdo restrita ao patégeno a que se destina o seu
desenho, diferente do fluoroforo ligante de DNA que pode ser aplicado para
diferentes patdégenos. No entanto, uma grande desvantagem da técnica na
utilizacdo dos corantes intercalantes, € a ligagdo que pode ocorrer em produtos
inespecificos, superestimando a fluorescéncia da reagéo (Dorak 2007).

SYBR Green (figura 2) é um corante de fluorescéncia verde intercalante de
DNA, amplamente utilizado devido ao excelente custo-beneficio, boa

sensibilidade e facilidade de uso (Kubista et al. 2006).



SYBR Green

Figura 2. Estrutura molecular do corante fluorescente derivado de cianina assimétrica.
Fonte: Kubista et al. (2006).

1.3.1.1 Amplificacdo em regido do DNA ribossomal

Estudos moleculares envolvendo o cluster génico do DNA ribossomal
(rDNA) sédo amplamente utilizados para a identificagdo de fungos devido a
presenca de multiplas copias desse gene na célula, o que aumenta a sensibilidade
dos ensaios que tem essa regidao como alvo (Kourkoumpetis et al. 2012).

Os ribossomos sdo pequenos e extremamente complexos, consistindo de
duas subunidades, maior e menor, adaptadas para desempenho de suas fungoes,
dentre elas, o sitio para a sintese proteica celular. Os ribossomos dos organismos
eucariotos sao constituidos por proteinas e quatro moléculas de RNA ribossomal
(rRNA). Além do complexo proteico, a subunidade maior (60S) é composta pelas
moléculas de rRNA 5.8S, 28S e 5S, enquanto a subunidade menor (40S) é
composta pela 5S. Trés desses rRNAs sdo derivados de um Unico transcrito
tricistrbnico, ou seja, originam o rRNA precursor que dara origem a trés
subunidades do ribossomo. Essa sequéncia (figura 3) consiste de regides
codificantes para os genes do rRNA 18S, 5.8S e 28S, um espago nao transcrito
(NTS), espaco transcrito externo (ETS) e dois espacos transcritos internos nao
codificantes, ITS 1 e ITS 2 (Pendrak & Roberts 2011).
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Figura 3. Transcri¢éo tricistrénica do rDNA. As subunidades 18S, 5.8S e 28S sé&o
transcritas a partir de uma Unica sequéncia de DNA, enquanto que a subunidade 5S é
transcrita em outro local.

As regides 18S, 5.8S e 28S sdao relativamente conservadas e podem ser
utilizadas para diferenciacdo em nivel de género. As regides ETS e ITS
apresentam um maior numero de variagfes, sendo altamente empregadas para a
diferenciacdo de espécies e subgrupos entre a mesma espécie (Pendrak &
Roberts 2011).

1.3.1.2 Diferenciacao de espécies pela temperatura de fusdo dos amplicons

A analise da curva de fuséo (CF) ao final da técnica molecular gPCR com
SYBR® Green é amplamente utilizada para identificar varias espécies de
patdgenos (Alfaresi & Elkosh 2006, Varga & James 2006, Hays et al. 2011,
Khademvatan et al. 2011, Decat et al. 2013). A verificacdo da temperatura de
fusado (Tf) é realizada ao final da ciclagem da gPCR. O aparelho de qPCR inicia
um aquecimento, com o intuito de ocorréncia de fusdo/separacao das fitas de
DNA, de forma que o fluoréforo SYBR® Green é liberado na solucédo e sua
intensidade de fluorescéncia diminui drasticamente como demonstrado na figura
4 (Dorak 2007).
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Figura 4. Grafico da curva de fusdo em relacdo a fluorescéncia normalizada
demonstrando a fase de fuséo.

Um grafico € construido com base na temperatura e a derivada negativa
da taxa de variacao da fluorescéncia em relacdo a temperatura (-dF/dT). Quando
a regido esperada for amplificada, ira aparecer um pico, mas se ocorrer formacao
de dimeros de oligonucleotideos ou outros produtos inespecificos, outro pico ira
aparecer em temperaturas inferiores (figura 5) por serem produtos de

comprimento menor do que o amplicon (Kubista et al. 2006).
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Figura 5. Grafico da curva de fusdo em relacdo a derivada negativa taxa de variacao da
temperatura. A Tf corresponde ao ponto de inflexdo da curva (regido em que metade dos
produtos esta em fita simples).

As possiveis variacOes da Tf sdo utilizadas como base para a diferenciacao
das espécies de microrganismos que utilizam uma mesma regiao de amplificacéo.

Cada fragmento de DNA tem uma Tf em que metade dos produtos da PCR se



encontram em fita simples e a outra metade em fita dupla. Essa temperatura
depende de diversas caracteristicas do fragmento, como comprimento do DNA,
ordem de sequéncia dos dNTPs e numero de ligacbes guanina-citosina (Dorak
2007).

1.4 FATORES DE VIRULENCIA

Além da identificacdo precisa da espécie responsavel pela infeccdo, o
conhecimento dos fatores de viruléncia € muito importante, visto que sé&o
extremamente relevantes no curso da infecgcdo. Entre os fatores de viruléncia
relacionados as espécies de Candida podem ser citados: 1) aderéncia; 2)
morfogénese; 3) secrecao de enzimas hidroliticas e; 4) formacéo de biofilme (FB),

0S quais sdo descritos a seguir.

1.4.1 Aderéncia

Para o estabelecimento de uma relacdo comensal e posteriormente uma
infeccdo, a aderéncia ao tecido do hospedeiro € essencial. Essa ligacado €&
promovida com base na interacdo de moléculas da superficie celular do
hospedeiro (polissacarideos, glicoproteinas e lipideos) com estruturas
especializadas (adesinas) presentes no fungo (Lim et al. 2012, Tsai et al. 2013).

Essa caracteristica representa o primeiro passo para a colonizagao,
podendo evoluir para invasao tecidual (Gow et al. 2012). Dispositivos implantados
no hospedeiro, como cateter para acesso venoso e dietas parenterais, sondas de
dietas enterais e urinarias (Lim et al. 2012, Sardi et al. 2013) sdo propensos a
colonizac&o e maior aderéncia por fungos do género Candida, favorecendo a FB
(Kumamoto 2002).

1.4.2 Morfogénese

A capacidade de mudanca na morfologia da forma de levedura para
filamentosa (pseudo-hifa e hifa) determina viruléncia ao fungo (Thompson et al.
2011). Essa mudanca pode ser induzida por uma variedade de condi¢des
ambientais, como variagao de temperatura, pH e composi¢cdo do meio (Sudbery
et al. 2004).

As pseudo-hifas sdo células alongadas e unidas entre si que formam

cadeias de células. Essa morfologia é consequéncia do processo de reproducgao
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por brotamento, porém a célula-filha se mantém aderida & mée e torna-se
prolongada. Algumas se tornam tado alongadas que sdo semelhantes as hifas
verdadeiras (Sudbery et al. 2004). As formas filamentosas pseudo-hifa e hifa séo
diferenciadas com base na observacdo do local de alongacédo (figura 6). Na
formagdo da hifa verdadeira ndo existe constriccdo entre a célula-mée e o
filamento, enquanto que as pseudo-hifas possuem a constriccdo nesse local
Sudbery et al. (2004).

Figura 6. Morfologia de pseudo-hifa e hifa. A) Hifa; B) Pseudo-hifa, as setas apontam o
local de constricdo das pseudo-hifas; barra = 10 ym. Fonte: adaptado de Sudbery et al.
(2004).

O mecanismo de viruléncia relacionado a formacao de formas filamentosas
esté relacionado a lesao tecidual por forca mecéanica, lesdo de células endoteliais
com disseminacdo sistémica, lise de macrofagos e neutréfilos ap6s fagocitose

demonstrados na figura 7 (Thompson et al. 2011).
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Figura 7. Mecanismo de patogenicidade das hifas de C. albicans. A) Lesdo e invasédo
tecidual. B) Lesao tecidual endotelial e disseminacédo. Fonte: adaptado de Gow et al.
(2012). C) Lise de macrofagos. Fonte: Jimenez-Lopez & Lorenz (2013).

1.4.3 Secrecao de enzimas hidroliticas

As proteinases e fosfolipases sdo duas familias de enzimas hidroliticas
relevantes para a patogenia das espécies de Candida (Lim et al. 2012). As
proteinases sdo capazes de catalisar a hidrélise de ligacdes peptidicas e estao
relacionadas com a habilidade do microrganismo colonizar o hospedeiro, devido
a associacdo com a aderéncia e evasao do sistema imune (Naglik et al. 2003). O
grupo das fosfolipases é constituido de enzimas capazes de hidrolisar ligaces
ésteres nos glicerofosfolipideos das membranas e estéo relacionadas com leséao,
aderéncia e invasdo do microrganismo ao tecido do hospedeiro (Ghannoum
2000).
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1.4.4 Formacao de biofilme

O Dbioflme € *“uma agregacdo complexa de microrganismos
irreversivelmente ligados a uma superficie ou interface, envolvidos por uma matriz
de substancias poliméricas que é produzida por essas mesmas células. Essas
células possuem algumas particularidades como taxa de crescimento alterado e
transcricdo de genes que os organismos na sua forma planctonica (livre) nao
possuem” (Donlan & Costerton 2002).

A FB representa um grande problema nosocomial, pois, além das espécies
de Candida serem capazes de formar essa biomassa no tecido do hospedeiro,
também podem desenvolver em dispositivos invasivos de pacientes
hospitalizados (Kojic & Darouiche 2004). A ligacdo das espécies de Candida aos
substratos é mediada tanto por interacdes especificas (adesinas), quanto por
interacdes ndo especificas como hidrofébicas e eletrostaticas (Sardi et al. 2013).
Essa biomassa passa a ser uma fonte de infeccdo sistémica para o paciente e
possui como caracteristica a menor suscetibilidade aos antifingicos. Se as células
sésseis ndo forem removidas, essa resisténcia pode causar danos fatais ao
paciente (Ramage et al. 2006).

Para as espécies de Candida a composi¢cao e organizacdo da biomassa
ocorrem de acordo com a capacidade de morfogénese (figura 8). Apos a
aderéncia e proliferagdo no substrato, inicia-se o desenvolvimento das hifas
(maturacao). O biofilme maduro tem como caracteristicas a formacao reprimida
do fungo na sua forma de levedura, grande desenvolvimento de hifas e
envolvimento por uma matriz extracelular. Apds essa fase, inicia-se uma ultima
etapa, que é de dispersdo, em que existe a formacéo de células leveduriformes
nao aderentes (Blankenship & Mitchell 2006, Silva et al. 2011).
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Figura 8. Desenvolvimento do biofilme de C. albicans. A) Aderéncia das leveduras ao
substrato; B) Proliferacdo; C) Maturacdo do biofilme; D) Etapa de dispersdo com
formacao de células leveduriformes ndo aderentes. Fonte: adaptado de Douglas (2003).

1.4.4.1 Avaliagao ultraestrutural do biofilme

O biofilme da espécie C. albicans é o mais estudado (figura 9). Sua
formacao estda associada com a filamentacdo e geralmente apresenta duas
camadas distintas, fina camada basal de leveduras e grossa camada menos

compacta de hifas (Donlan & Costerton 2002).

Figura 9. Ultraestrutura da espécie C. albicans. Apresentacdo de camada basal com
leveduras e camada de hifas menos compacta. Imagem por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Barra = 10 ym. Fonte: Thein et al. (2007).
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C. parapsilosis forma uma biomassa (figura 10 A) que tende a ser menor,
menos estruturada e consiste em sua maioria de agregados de blastoconidios
(Lattif et al. 2010). Biofilme formado por C. tropicalis (figura 10 B) é composto por
uma densa rede de células leveduriformes juntamente com filamentos evidentes
(Bizerra et al. 2008).

Figura 10. A) Ultraestrutura da espécie C. parapsilosis com grande maioria de
blastoconidios. Imagem por MEV (barra = 20 pm). Fonte: Lattif et al. (2010). B)
Ultraestrutura da espécie C. tropicalis; evidéncia de estruturas filamentosas. Imagem por
MEV (barra = 10 ym). Fonte: Bizerra et al. (2008).

1.4.4.2 Resisténcia a agentes antifingicos associada ao biofilme

Os biofilmes microbianos assumem grande importancia devido a habilidade
de expressar resisténcia contra 0os agentes antimicrobianos (Donlan & Costerton
2002, Douglas 2003), entretanto, o mecanismo de resisténcia associado as
células sésseis ndo esta bem elucidado.

A resisténcia do biofilme aparece como um fator intrinseco da biomassa.
Células do biofilme ressuspensas e testadas, continuam apresentando menor
suscetibilidade, entretanto, quando essas células sdo cultivadas em meios
sélidos, existe o crescimento de células livres que sdo sensiveis aos antifungicos,
demonstrando que a resisténcia ndo é um fator permanente (Kumamoto 2002).

O papel da matriz extracelular (ME) na suscetibilidade antifungica é
complexo e estudos in vitro mostraram que sua influéncia € minima na resisténcia
ao microrganismo. Tanto em experimentos realizados com células fungicas em
agitacdo (producgéo intensa de ME), quanto naquelas produzidas sem agitacéo
(producdo minima de ME), foi possivel observar resisténcia. Além disso, estudos
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que avaliaram a taxa de penetracdo dos farmacos pela membrana também
demonstraram que a permeabilidade ndo é um fator determinante para menor
sensibilidade, pois a penetracdo in vitro do farmaco acontece livremente no
biofilme (Mukherjee & Chandra 2004). Situag&o oposta ocorre quando C. albicans
apresenta-se associada com Staphylococcus epidermidis e demonstra diminuicao
da penetracdo do farmaco. Esse tipo de biofiime € observado in vivo, e desta
forma a participacdo da ME pode ser considerada mais complexa (Blankenship &
Mitchell 2006).

A presenca aumentada de bombas de efluxo, que funcionam com base no
bombeamento ativo de farmacos de dentro para fora da célula, é determinante na
resisténcia de células de C. albicans que se apresentam aderidas. Estas células
fungicas demonstram uma maior quantidade de bombas do que células de C.
albicans na sua forma livre, influenciando na resisténcia durante os estagios
iniciais da FB (Blankenship & Mitchell 2006).

A composicao do ergosterol € decisiva para a sensibilidade aos farmacos
azolicos e poliénicos que tém como alvo este esterol. Durante o desenvolvimento
do biofilme até a fase madura, observa-se uma diminuicdo de até 50% na
quantidade de ergosterol, diminuindo assim, o alvo para esses farmacos
(Mukherjee & Chandra 2004).

A quantificacdo do biofilme associada ao teste de suscetibilidade in vitro €
amplamente descrita pelo método colorimétrico de reducéo do sal tetrazolio - MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] com utilizacdo do aceptor
de elétrons menadiona (Pierce et al. 2008) que aumenta a eficiéncia da reducéo
do sal (Meletiadis et al. 2001). Esse ensaio € baseado na capacidade das enzimas
mitocondriais de células viaveis converterem o sal MTT amarelo, que € soluvel
em @&gua, em cristais roxos insolUveis (cristais formazan) pelo sistema
desidrogenase. Apés solubilizagdo desses cristais por solventes organicos como
o dimetilsulfoxido (DMSO), o produto pode ser quantificado por espectrofotometria
e o0s valores sao diretamente proporcionais ao numero de células

metabolicamente ativas (van Meerloo et al. 2011).
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1.5 ANTIFUNGICOS NO TRATAMENTO DA CANDIDIASE: MECANISMO DE
ACAO E DE RESISTENCIA

A terapia medicamentosa indicada para a candidiase é realizada com
farmacos antifungicos de trés principais classes, os derivados poliénicos, azolicos
e equinocandidas (Pappas et al. 2009, Kathiravan et al. 2012).

Originada a partir do actinomiceto Streptomyces nodosus, a anfotericina B
€ um derivado poliénico que possui como mecanismo de acdo, a sua interacéo
com o ergosterol da membrana fangica (ligacao hidrofobica) que resulta em
estruturas complexas semelhantes a poros (figura 11). Esses poros irdo alterar a
permeabilidade da membrana fazendo com que a célula perca importantes
componentes celulares e assim, morte celular (Kathiravan et al. 2012).

A resisténcia adquirida a anfotericina B € rara e esta relacionada, na
maioria das vezes, com alteracfes genéticas que modificam a composi¢cao dos
esterdis na membrana celular. A alteracdo dos genes que codificam as enzimas
C-5 esterol desaturase (ERG3) e A-(24)-esterol metiltransferase (ERG6),
envolvidas na biossintese do ergosterol, faz com que ocorra o acumulo de outros
esterdis, que ndo o ergosterol, diminuindo o alvo para esse antifingico
(Vandeputte et al. 2007, Kanafani & Perfect 2008).

O grupo dos farmacos sintéticos azoélicos € formado pelos derivados
imidazodlicos, tais como miconazol e cetoconazol, e pelos triazélicos, como
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol (Carrillo-Munoz
et al. 2006, Pappas et al. 2009).

Os azolicos também possuem como alvo o ergosterol (figura 11). O
mecanismo de acao ¢é a inibicdo da sintese desse esterol que ocorre pelo bloqueio
da enzima 14-a-demetilase, essencial para a biossintese do ergosterol, codificada
pelo gene ERG11. Esse bloqueio ocorre pela ligacdo do atomo de nitrogénio do
anel imidazolico ou triazolico ao grupo heme da 14-a-demetilase que se encontra
no sitio ativo da enzima, impedindo sua atividade (Odds et al. 2003, Kathiravan et
al. 2012).

A resisténcia aos azolicos é descrita por quatro mecanismos: reducao da
concentracdo do farmaco, alteracdo do sitio alvo, regulacdo positiva da enzima
alvo e desenvolvimento de desvio na via de biossintese (Kanafani & Perfect 2008).

A reducéo da concentracdo do farmaco ocorre pela regulacéo positiva de

genes codificantes para as proteinas de multirresisténcia (CDR) e principal
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facilitadora de transporte (MDR), que constituem as bombas de efluxo
responsaveis pelo bombeamento do farmaco do meio intracelular para o meio
extracelular (Kanafani & Perfect 2008).

A alteracdo do sitio alvo é realizada através da mutacdo do gene ERG11
que ira alterar a sequéncia de DNA que codifica a enzima. Consequentemente
terd mudanca na composicdo da enzima alvo e ndo havera o reconhecimento pelo
farmaco (Kanafani & Perfect 2008).

Regulacéo positiva dessa enzima tem como objetivo a manutencéo da alta
concentracéo desse alvo, e assim, mesmo que haja atuagdo do farmaco, ndo sera
suficiente para inibir toda a quantidade de enzima disponivel. Pode ocorrer com
aumento da traducdo do gene para RNA mensageiro (RNAmM) que contém a
informacéo para a traducdo na enzima, aumento da taxa de transcricdo do RNAm,
diminuicdo da degradacdo do RNAm ou da enzima produzida (Kanafani & Perfect
2008).

O desenvolvimento de desvio na via de biossintese € consequéncia da
inibicdo da 14-a-demetilase, que cataliza um passo essencial na biossintese do
ergosterol. Com isso, ndo ocorre a sintese do ergosterol e existe 0 acumulo do
precursor lanosterol, que é convertido em 14-a-metilfecosterol e sofre acdo da
enzima A-5,6-desaturase, resultando em produtos toxicos. Entretanto, com a
inativacdo da A-5,6-desaturase, ocorre o acumulo do 14-a-metilfecosterol,
mantendo as membranas intactas e anulando a acdo dos azélicos (Kanafani &
Perfect 2008).

A classe das equinocandinas é a primeira a atuar contra a parede da célula
fungica (figura 11) e possui como farmaco amplamente prescrito, a caspofungina.
Sao antifungicos formados durante a fermentacdo de alguns fungos como
Aspergillus nidulans e Glorea luzonensis (Odds et al. 2003).

As equinocandinas tém como mecanismo de a¢ao a inibicdo da subunidade
catalitica de 1,3-B-D-glucana, codificada pelo gene FKS1, essencial para a
formacao da estrutura da B-glucana, que € um importante componente da parede
celular fungica. Essa inativacdo faz com que a parede celular se rompa,
resultando em instabilidade e morte celular. Por se tratar de um alvo que néo é
encontrado em células de mamiferos, os efeitos adversos sdo minimos
(Kathiravan et al. 2012).
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Resisténcia as equinocandinas aparece em casos de mutagdo no gene
FKS1. Sensibilidade reduzida é observada em testes de suscetibilidade in vitro
para esse antifiungico em consequéncia do chamado “efeito paradoxal’. Neste
efeito, o fungo suporta altas concentracdes desse farmaco nos testes in vitro,
devido ao aumento da sintese de quitina que aumenta a rigidez da parede celular
da célula fungica (Odds et al. 2003, Kanafani & Perfect 2008).

Parede celular - — Membrana e parede celular
Membranacelular =% ) fungica .
Proteinas

LY v v,
() & & &

Citoplasma __________,

Micleo

Quitina
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bilaminada
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4 Ergosterol smt;e
Esquzleno __/ s -
-““""_‘——.LGHDETEI'CH

Figura 11. Esquema representativo dos alvos para os farmacos antifungicos utilizados
no tratamento da candidiase. Fonte: adaptado de Kathiravan et al. (2012).
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2 JUSTIFICATIVA

O aumento crescente das infecgBes fungicas estd relacionado ao
expressivo crescimento no numero de pacientes imunocomprometidos, visto que
a grande maioria dos patdgenos fungicos, apesar de possuirem diversos fatores
de viruléncia, necessita da debilitacdo imunolégica do hospedeiro para que haja
0 sucesso da infecgdo. Diversos sao os fatores que predispdéem a infec¢do, como
o tempo prolongado de permanéncia hospitalar, a presenca de uma doenca de
base e utilizacdo de dispositivos invasivos. Dessa forma, estudos epidemiolégicos
de micoses com associacdo aos fatores relacionados ao hospedeiro,
suscetibilidade aos farmacos antifungicos e identificacdo das espécies de fungos
causadores de infeccdo merecem destaque.

Interesse em particular necessita ser dado as infec¢des fungicas causadas
por espécies do género Candida, e dentre as manifesta¢gdes clinicas causadas na
patogenia desses fungos, a candidemia € responsavel por altas taxas de
mortalidade em pacientes hospitalizados. Além da gravidade da infeccdo nestes
pacientes nosocomiais, 0 género Candida apresenta elevada prevaléncia,
perfazendo cerca de 80% do total de infec¢cBes fungicas sistémicas hospitalares.
As espécies C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, sdo 0s principais
patégenos causadores de candidemia. Cada espécie possui proprio perfil de
patogenia quanto a epidemiologia, caracteristicas clinicas do paciente acometido,
suscetibilidade aos antifungicos e expressao dos fatores de viruléncia. Apesar da
mudanca epidemioldgica, evidenciada com o0 aumento das infec¢des fungicas por
espécies de CNA, C. albicans aparece ainda como principal agente etiolégico na
grande maioria das infec¢des por espécies de Candida.

Diante das particularidades das espécies de Candida que apresentam
influéncia direta no percurso da infeccao fungica, € extremamente necessaria uma
identificacdo precisa e rdpida do patdgeno. Apesar da existéncia de grande
namero de ensaios para identificacdo de Candida spp., esses testes
convencionais apresentam demora para a conclusao da identificacado do patdégeno
e estao sujeitos a diversas influéncias, como temperatura, tempo de incubacéo e
composicdo dos meios de cultura. Dentre as possiveis alteracdes das
caracteristicas que sdo importantes para a identificacdo do fungo, temos a

ocorréncia de mudanca no aspecto das colonias, flamentacéo e até auséncia de
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crescimento fangico, observado nos resultados falso-negativos. Diante disso, a
utilizacdo de ferramentas da biologia molecular, visando a deteccdo e
diferenciacéo das espécies desses patdégenos é de grande relevancia do ponto de
vista do custo-beneficio, agilidade, sensibilidade e especificidade do ensaio.
Além da identificacdo das espécies de Candida, o conhecimento dos
fatores de viruléncia desses patdégenos é necessario, visto que a expressao
desses fatores determina o sucesso e desfecho da infeccéo fungica. Diversas séo
as caracteristicas que determinam a viruléncia do fungo, merece destaque a
capacidade de FB, o qual é responsavel por produzir um agregado de células
sobre um substrato, revestido de uma matriz extracelular que possui a
organizacdo ultraestrutural especifica da espécie acometida. A presenca de
biofilme microbiano € um agravante para os pacientes imunocomprometidos, pois
sua formacao em dispositivos invasivos representa uma porta de entrada para as
infeccdes hematogénicas e, além disso, essas células sésseis apresentam na sua
grande maioria, resisténcia aos farmacos antifingicos com consequente falha na

terapia farmacoldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Identificar e caracterizar isolados clinicos de Candida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Identificar as espécies de Candida por gq°PCR multiplex.
» Determinar a capacidade de formacao de biofilme e as caracteristicas da
morfologia ultraestrutural das diferentes espécies de Candida.
» Determinar a suscetibilidade in vitro das células plancténicas e sésseis
frente aos antifungicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e

voriconazol.
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4 METODOS

4.1 AMOSTRAS

O material de estudo foi constituido de 21 isolados de Candida spp.
procedentes da micoteca do Laboratdrio de Micologia da Universidade Federal de
Goias (UFG). Dentre o total, 10 eram C. albicans, 10 C. parapsilosis e 1 C.
tropicalis. Os isolados foram provenientes do sangue de 21 pacientes da UTI do
Hospital Aradjo Jorge e do Hospital das Clinicas da UFG com aprovacao do
Comité de Bioética (anexos 1 e 2) e mediante assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido pelos pacientes (anexos 3 e 4).

4.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Candida
Para identificar as espécies de Candida foram utilizados métodos
convencionais bioquimicos e morfologicos como CHROmagar, producéo de

clamidoconidios e técnica de assimilagdo de carbono (Kurtzman et al. 2011).

4.2.1 CHROMagar

Cada isolado do estudo foi previamente inoculado pela técnica de
esgotamento no meio CHROMagar™ Candida (Difco) e mantido em temperatura
ambiente por 48 horas. Apés esse periodo, foi analisada a coloragédo de coldnias:
cores diferentes determina a ocorréncia de contaminacdo da cepa ou infeccéo
mista. C. albicans e C. tropicalis desenvolvem cor verde e azul, respectivamente.
As outras espécies possuem coloracbes similares entre si e devem ser

identificadas por provas bioquimicas (figura 12).
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Figura 12. Macroscopia das colénias de Candida em meio CHROMagar. A: C. albicans
(coldnias verdes). B: C. tropicalis (colénias azuis). C: outras espécies de Candida. Fonte:
adaptado de Horvath et al. (2003).

4.2.2 Técnica de assimilagéo de carbono

As fontes de carbono utilizadas foram: glicose (controle positivo), sacarose,
lactose, galactose, rafinose, celobiose, trealose e maltose.

Utilizando a técnica de profundidade (pour plate), o indculo de cada isolado
(escala 5 de McFarland) foi colocado nas placas de petri esterilizadas,
acrescentando 20 mL do meio &agar livre de carbono yeast nitrogen base (YNB) a
0,67% homogeneizando-se bem. Apés solidificacéo, as fontes de carbono foram
adicionadas na placa em locais equidistantes e mantidas em temperatura
ambiente por 24 a 48 horas. A leitura foi realizada com o aparecimento de um halo

opaco ao redor do acucar, indicando assimilacao (figura 13).

Figura 13. Placa de petri mostrando assimilacdo de carbono. Os halos opacos ao redor
da glicose, sacarose, maltose, trealose, celobiose e galactose mostram assimilacéo
positiva do microrganismo. Fonte: Laboratério de Micologia — IPTSP/UFG.
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4.2.3 Formacéao de Clamidoconidios

A capacidade de formacéo de clamidoconidios € um teste confirmatério
para identificacdo das espécies C. albicans e Candida dubliniensis, com a
utiizacdo do agar Corn Meal (Difco). Candida dubliniensis apresenta
clamidoconidios com disposicao intercalar na hifa enquanto C. albicans apresenta
clamidoconidos terminais na hifa.

Os isolados foram inoculados em tubos de ensaios contendo agar Corn
Meal e mantidos em temperatura ambiente (25 °C) por 5 dias, periodo pelo qual
foram realizadas leituras para verificacdo da presenca de células geralmente
arredondadas, de volume aumentado, com paredes espessas e localizacéo

apical, denominadas clamidoconidios (figura 14).

Figura 14. Microscopia Optica (400x) de clamidoconidios produzidos em agar Corn Meal.
Fonte: Laboratério de Micologia — IPTSP/UFG.

43 PCR EM TEMPO REAL MULTIPLEX PARA IDENTIFICACAO DAS
ESPECIES

4.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada segundo a metodologia de
Casali et al. (2003) com algumas modificagcdes. Em um eppendorf contendo 0,5
mL de pérolas de vidro de 0,45 mm e 0,5 mL de TENTS [tris hidrocloreto (Tris-
HCL) 10 mM pH 7.5; &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM pH 8.0;
cloreto de sodio (NaCl) 200 mM; Triton 2%; dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%

foram adicionadas colonias de Candida sp. e acrescidas de 0,5 mL de
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fenol/cloroformio. O eppendorf foi agitado em vértex por 2 minutos e
posteriormente centrifugado por 15 minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo e o mesmo volume (500 uL) de etanol absoluto foi
adicionado e incubado por 1 hora a -20 °C para precipitacdo de DNA.

O eppendorf foi centrifugado (15 minutos; 13.000 rpm) e o DNA precipitado
foi ressuspenso em 0,5 mL de TE (Tris-HCI 1 M pH 7.5; EDTA 0,5 M pH 8.0),
adicionado de 2,5 uL de RNase (50 pg/mL), e incubado a 37 °C por 30 minutos.
Posteriormente foi adicionado 0,5 mL de fenol/cloroférmio, agitado em voértex por
2 minutos e centrifugado por 15 minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa foi
transferida novamente para outro eppendorf, e adicionado 20 puL de NaCl (5 M).
O DNA foi precipitado com adicdo de 500 pL de etanol absoluto por 1 hora.

Apos centrifugacao (15 min; 13.000 rpm) o sobrenadante foi descartado e
o pellet foi lavado com 500 pL de alcool 70%. Posteriormente, esse foi novamente
centrifugado, descartado o sobrenadante e apés completa secagem, o DNA foi
ressuspenso em 25 uL de TE para o armazenamento (-20 °C).

Foram utilizados um isolado de C. tropicalis e ATCC 28367 (C. albicans) e
ATCC 22019 (C. parapsilosis).

4.3.2 PCR em tempo real multiplex

4.3.2.1 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos universal ITS3 e especificos CA (C. albicans), CP (C.
parapsilosis), CT (C. tropicalis), ITS2-CAl (C. albicans) e ITS2-CAll (C. albicans)
foram utilizados para amplificar os espacos transcritos interno | e Il, incluindo parte
do rDNA 5.8S (tabela 1 e figura 15).

Tabela 1. Oligonucleotideos universal* e especificos utilizados na amplificacdo das
espécies de Candida.

Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia

(5 -3)
ITS3 (antisenso)* AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA Chen et al. (2000)
CA (senso) AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA Carvalho et al. (2007)
CP (senso) GTCAACCGATTATTTAATAG Carvalho et al. (2007)
CT (senso) GATTTGCTTAATTGCCCCAC Carvalho et al. (2007)
ITS2-CAl (senso) GGTTTGCTTGAAAGACGGTAG  Liguori et al. (2010)

ITS2-CAll (antisenso) AGTTTGAAGATATACGTGGTAG Liguori et al. (2010)
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Figura 15. Estratégia da gPCR multiplex. Organizacdo dos genes ribossomais com o0s
alvos e sentidos dos oligonucleotideos universal e especificos indicados pelas setas.

4.3.2.2 Reacao de qPCR multiplex

A reacdo foi realizada em termociclador iQ5® Optical System Bio-Rad (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA) com volume final de 25 pyL contendo 12,5
gL do mix de reacdo do kit RT? SYBR® Green Fluor qPCR Mastermix
(SABiosciences/Qiagen, Hilden, Germany), 1 pL de DNA extraido
(aproximadamente 50 ng), 0,5 pL do oligonucleotideo CP (0,2 uM), 0,5 yL do CT
(0,2 uM), 1,25 uL do CA (0,5 uM), 1,25 pL do ITS2-CAI (0,5 uM), 1,25 L do ITS2-
CAll (0,5 uM), 2,5 uyL do ITS3 (1,0 Mm) e 4,5 pL de agua milliQ.

A amplificacao foi realizada nas seguintes condi¢des: 10 minutos a 95 °C
no ciclo 1, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 60 segundos a 55 °C.
Programacao final da curva de fusdo (Cf) foi realizada com variacdo de
temperatura de 50 °C a 95 °C a uma proporc¢ao de 0,1 °C/s.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas em duplicata simultaneamente
com o controle negativo (isento de DNA) e a amostra controle positivo constituida
de 50 ng de DNA e oligonucleotideos para amplificacdo da regido conservada do
rDNA 18S (5-ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG-3 e 5'-
CCGATCCCTAGTCGGCATAG-3).

4.4 FORMAQAO DE BIOFILME

A FB (fluxograma 1) seguiu a metodologia modificada de Pierce et al.
(2008). Em um erlenmeyer de 200 mL foram adicionados 20 mL do meio liquido
estéril YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% e dextrose 2%) e uma alcada da
amostra de Candida sp. de 24 a 48 horas de crescimento. Esse recipiente foi
incubado em um shaker orbital (150 - 180 rpm) por 12 - 16 horas a temperatura

de 30 °C. O sobrenadante das células resultantes do crescimento da cultura
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liqguida foi removido por centrifugacdo (5.000 rpm; 10 minutos; temperatura
ambiente) e as células foram lavadas duas vezes com PBS (tampé&o fosfato salino-
0,099% NazHPO4, 0,027% KH2PO4, 0,88% NacCl) estéril gelado (ressuspenséo do
pellet com 20 mL, vigorosa agitacdo em vortex, seguido por centrifugacédo). O
pellet final foi ressuspenso em 20 mL de meio RPMI 1640 (HIMEDIA) e a
densidade do inéculo foi ajustada para aproximadamente 1,0 x 10° células/mL
(85% de transmitancia a 530 nm em espectrofotdbmetro) os quais 100 uL deste
foram colocados nos orificios da placa de microtitulacéo (colunas 1 - 11). A placa
foi selada com papel filme e mantida a 37 °C por 48 horas para maturacéo do
biofilme. Apds esse periodo, 0 meio RPMI 1640 foi retirado com cuidado para ndo
romper o biofilme e lavado duas vezes com 200 uL de PBS para retirar todas as
células ndo aderidas.

A FB foi quantificada medindo a atividade metabdlica das células pelo
ensaio colorimétrico de reducgdo do sal tetrazdlio - MTT. Para cada tubo contendo
10 mL de solucdo de MTT (0,5%), foi adicionado 1 uL de solucdo estoque de
menadiona (10 mM) e 100 uL dessa mistura foram adicionados em cada orificio
(colunas 1 - 11). A placa foi recoberta com papel aluminio e incubada no escuro
por 2 - 3 horas a 37 °C.

Ao final da reacédo, a solucdo MTT/menadiona foi retirada de todos os
orificios e os cristais de formazan resultantes da reducdo do MTT, foram
dissolvidos em 100 pL de uma solu¢cdo DMSO. Apds total dissolucdo, 80 pL de
cada orificio foram transferidos para nova placa e a absorbancia foi medida a um
comprimento de onda de 550 nm definindo a coluna 12 como branco da leitura
(apenas DMSO).

Cada isolado foi avaliado em quadruplicata e a producao de biofilme foi

definida como densidade Optica (DO) maior do que 0,2 (550 nm).
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Fluxograma 1. Etapas necessarias para o procedimento de avaliacdo da formacédo de
células sésseis pelas espécies de Candida.
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4.4.1 Avaliacao ultraestrutural do biofilme por mic roscopia eletrénica de

varredura

Tiras de poliuretano (PU) obtidas de cateter venoso periférico foram
assepticamente cortadas e colocadas em placas de cultura celular de 24 orificios.
Um in6culo padrédo de 1 x 108 células/mL dos isolados de Candida de crescimento
de 24 a 48 horas, foram preparados em 2,0 mL de meio RPMI 1640 para formar
o biofilme nas tiras de PU. O in6culo padrao foi adicionado aos orificios das placas
gue continham as tiras de PU e a placa foi incubada de forma estatica a 35 °C por
48 horas. Apés o periodo de incubacao, as células ndo aderidas foram gentilmente
lavadas duas vezes com tampéao fosfato de sodio e potéassio 0,15 M (pH 7,0). Os
biofilmes formados nas tiras de PU foram fixadas com 1,25% de glutaraldeido em
tampao fosfato de sédio e potassio 0,15 M (pH 7,0) por 24 horas a 4 °C. Apos a
fixacdo, as células foram desidratadas com uma série de diluicdes de alcool etilico
(30%, 50%, 70%, 90%, 95% e 100%) a temperatura ambiente, colocadas em
camara de ponto critico de COz2 para finalizagdo do processo de desidratagéo,
(Autosamdri®, 815, Series A), revestidas com ouro (Denton Vacuum, Desk V.) e
examinadas em microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JSM — 6610, equipado
com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging).

4.5 SUSCETIBILIDADE IN VITRO

4.5.1 Antifungicos

O teste de suscetibilidade in vitro foi realizado com os antifingicos
anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol. Anfotericina B (Pfizer
Central Research), caspofungina (Merck & Co) e voriconazol (Bristol-Myers
Squibb) foram dissolvidos em DMSO, enquanto o fluconazol (Pfizer) foi dissolvido
em agua. Esses farmacos foram posteriormente diluidos em meio RPMI 1640 para
a obtencao de diferentes concentracfes de acordo com o antifingico.

No teste de suscetibilidade in vitro para as células plancténicas o fluconazol
foi avaliado em uma concentracéo inicial de 64 yg/mL, voriconazol e anfotericina
B de 16 pg/mL, enquanto para caspofungina de 8 ug/mL. Para as células do
biofilme, foram avaliadas concentracdes 16 vezes superiores, fluconazol com
concentracéo inicial de 1024 ug/mL, voriconazol e anfotericina B de 256 pg/mL e

caspofungina de 128 pg/mL.
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4.5.2 Procedimento da metodologia de suscetibilidad e /n vitro para células
planctonicas

O teste de suscetibilidade in vitro das células na sua forma livre (fluxograma
2) foi realizado por microdiluicdo em caldo segundo o documento M27-A3 e M27-
S4 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008, 2012).

Para o preparo do in6culo, uma suspensao do fungo em salina foi ajustada
no espectrofotbmetro para transmitancia de 85% em comprimento de onda de 530
nm (equivalente a aproximadamente 1 x 10° células/mL). Posterior diluicdo foi
realizada em caldo RPMI 1640 para obtengdo da concentragédo de 0,5 a 2,5 x 103
células/mL.

Foram colocados 200 uL do antifingico numa concentracdo ao dobro na
primeira coluna da placa de microtitulacdo de 96 orificios. Nos outros orificios
(colunas 2 a 11) foram adicionados 100 pyL do meio RPMI 1640 e entéo realizada
a diluicao seriada ao dobro até a coluna 10. As concentracdes variaram de 0,25 a
128 pg/mL para fluconazol, de 0,06 a 32 yg/mL para anfotericina B, caspofungina
e de 0,03 a 16pg/mL para voriconazol.

Apbs a realizacdo da diluicdo, foram adicionados 100 uL do in6culo de tal
modo que as concentrac¢des diluiram ao dobro para cada agente antifingicos. As
placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas para posterior leitura visual.

A leitura da CIMp foi determinada pela inibicdo de 50% do crescimento
comparada ao controle para azélicos (fluconazol e voriconazol) e caspofungina e
inibicdo total de crescimento para anfotericina B. C. parapsilosis (ATCC 22019)
foi utilizada como controle de qualidade. Cada teste de suscetibilidade foi

realizado em duplicata.
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+ PREPARO DO INOCULO: CONCENTRAGAO FINAL DE 0,5 — 2,5 x 103 cels/mL
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« PREPARO DA PLACA PARA O TESTE DE SUSCETIBILIDADE IN VITRO
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[l@00000000000 00000000000
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Inocular 100 pL da suspensdo do
fungo (0,5 — 2,5 x 10° cels/mL)

Incubar 35 °C, 48 horas
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Fluxograma 2. Etapas necessarias para o procedimento teste de suscetibilidade in vitro
das células planctodnicas.

Nao existem valores de breakpoints estabelecidos no CLSI para

anfotericina B, porém, como espécies de Candida apresentam sensibilidade com
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valores entre 0,25 e 1,0 ug/mL, foram estabelecidos valores resistentes acima de
1 pg/mL (Rex et al. 2001, Pappas et al. 2004, Park et al. 2006). O resultado do
teste de suscetibilidade in vitro foi definido como sensivel, sensivel dose-
dependente e resistente para os demais antifungicos de acordo com o CLSI

descritos no quadro 2 (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008, 2012).

Quadro 2. Valores definidos para o teste de suscetibilidade in vitro de células
lanctbnicas das espécies de Candida.

Interpretacdo ( pg/mL)

Antifungico Espécies Sensivel dose-
Sensivel Resistente
dependente
C. albicans <0,25 0,5 21,0
Caspofungina ¢ tropicalis <0,25 0,5 >1,0
C. parapsilosis <2,0 4,0 28,0
C. albicans <2,0 4,0 28,0
Fluconazol C. tropicalis <2,0 4,0 28,0
C. parapsilosis <2,0 4,0 28,0
C. albicans <0,12 0,25-0,5 21,0
Voriconazol C. tropicalis <0,12 0,25-0,5 21,0
C. parapsilosis <0,12 0,25-0,5 21,0

Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute (2008, 2012).

4.5.3 Procedimento da metodologia de suscetibilidad e /n vitro para as
células sésseis

O procedimento de determinagdo da concentracdo inibitéria minima de
células sésseis (CIMs) seguiu a metodologia de Pierce et al. (2008) modificada
(fluxograma 3). O in6culo foi preparado de acordo com o procedimento citado no
item 4.4. Foram adicionados 100 pyL do inéculo em duplicata na placa de
microtitulacdo de 96 orificios, e incubado por 48 horas a 35 °C. O meio RPMI 1640
foi retirado suavemente e a placa foi lavada duas vezes com 200 yL de PBS para
retirar as células n&o aderidas.

Foram adicionados 200 pL do antifingico na primeira coluna da placa na
concentracéo inicial conforme descrito em 4.5.1, 100 yL do meio RPMI 1640 nos
demais orificios (colunas 2 a 11) e em seguida realizada uma diluicdo seriada ao

dobro até a coluna 10. Fluconazol teve variagcdo na concentracéo de 2,0 a 1024
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pMg/mL, anfotericina B e caspofungina tiveram variacédo de 0,5 a 256 pg/mL e

voriconazol de 0,25 a 128 pyg/mL.
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100 pL do indeulo
em duplicata 1
O
S | Tt g
-, § R | E Retirar meio e
INOCULO ! O >‘.48;:::::S; —" | lavar2x (200 pL
1x10°% cels/mL | O : : : PES)
! Of | | Retirar PBS
[T = e
ATCC v ¥ J do antifingico
Controle do meio Branco
(deixar vazia)
Descartar os 100 plL 200 uL do 100 ul de RPMI
antifangico
FRERERRER. ——
®@00000000000 1900000000000
@0 0000000000 900000000000
1900000000000 2000 00OGO@®O
'2':’:53' 4 ||@00000000000 «—° 000000660
gyt 000000000000 1®@0000000000O0
100000000000 @O0 0000000000
1900000000000 @000 00O00O0O0O0
@0 0000000000 1 80000 C000000
Retirar 100 pl do pogo 1 e acrescentar ao pago 2,
homogeneizar e passar 100 plL para o pogo 3 e assim
sucessivamente até o pogo 10.
]
:IavarZRIZOOI.LL: PN e ol } T T N - N T T T
L gay . [[cC00000000Q| rir [([9OOOOOO OO ©OO
| petiarpes /|00 0 0000000 QO | Mr/menadions |0 0@ O S OO © O O O
: | OO0 CO00O0O000O| — ,|I'l0e00000000 060
""""""" JOOOOO0O00000 Q0 LA X RN EN X R X Fe
O 000000000 QO ‘000000000 OO O
OO0 OO0O0CO0O0O0 00 90908988 @80
0000000000 0|0 ‘000000000000
000000000000 josaseesnaes .
A
Y Y

Dissolver cristais acrescentando 100 plL de DM

Adicionar 100 pl de Colocar 100 pL DMSO na coluna 12 (branco
MTT/menadiona até coluna L1 l

Transferir 80 puL para outra |
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Fluxograma 3. Etapas necessarias para o procedimento teste de suscetibilidade in vitro
de células sésseis para fungos do género Candida.
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A placa foi selada novamente com papel filme e incubada por 24 horas a
37°C. Apoés esse periodo a acdo dos antifungicos foi quantificada utilizando o
ensaio de reducao do MTT como citado no item 4.4.

A concentragao inibitoria minima das células sésseis (CIMs) foi definida
como a menor concentragado capaz de reduzir a absorbancia em 50% (CIMs50%)
e 80% (CIMs80%) em comparagao ao controle.

4.6 ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi apresentada com média, desvio padrdo e
porcentagem. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0 para a inferéncia
estatistica com nivel de confianca de 95% (p < 0,05) no teste exato de Fisher
utilizado para a avaliacdo dos resultados qualitativos dos testes de suscetibilidade

in vitro.
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5 RESULTADOS

51 PCR EM TEMPO REAL MULTIPLEX PARA IDENTIFICAQAO DAS
ESPECIES DE Candida

A utilizacdo da gPCR multiplex com oligonucleotideos especificos para as
espécies de Candida, demonstrou diferencas na Tf. Apos determinacéo da Tf de
cada amostra, foi observado que a espécie C. albicans apresentou mais de um
pico de fuséo, enquanto a espécie C. tropicalis e C. parapsilosis mostrou um pico
de fuséo, no entanto, para diferenciar estas duas espécies, C. tropicalis mostrou-
se com Tf superior a de C. parapsilosis em consequéncia do tamanho dos
fragmentos amplificados.

O grafico da curva de fusdo dos produtos de amplificacéo da levedura C.
albicans, apresentou trés picos de fusao, com valores de 75,2 °C, 76,8 °C e 79,8
°C, enquanto C. parapsilosis e C. tropicalis, apresentaram apenas um pico de
fusdo com valores 73,5°C e 78,5°C, respectivamente (figura 16), demonstrando

ser possivel a diferenciacdo das espécies com a metodologia empregada.
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Figura 16. Grafico da curva de fusdo das espécies de Candida. A) C. albicans B) C.
parapsilosis C) C. tropicalis. A linha inferior é o controle negativo.

5.2 FORMACAO DE BIOFILME
Na avaliacdo da capacidade de FB, todas as amostras deste estudo

apresentaram capacidade de formar células sésseis (figura 17).
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x100 100pm  —

Figura 17. Ultraestrutura do biofilme das espécies de Candida formado em tiras de
cateter venoso periférico de poliuretano. Microscopia eletrénica de varredura (MEV), 100
X, a barra representa 100 um.

A ultraestrutura do biofilme das espécies de Candida apresentou-se
caracteristico de cada espécie. A organizacao do biofilme da espécie C. albicans
(figura 18 A) apresentou numero elevado de blastoconidios e hifas, morfologia
semelhante a de C. tropicalis (figura 18 C), no entanto, essa Ultima espécie
apresentou menor quantidade de hifas. A levedura C. parapsilosis (figura 18 B)
evidenciou a presenca de blastoconidios, sendo estas marjoritarias, e de

pseudohifas.
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SEI  2.5kV x1,500 10pm
Candida albicans

SEI  2.5kV x1,500 10pm
C. parapsilosis

SElI  2.5kV x1,500 10um
Candida tropicalis

Figura 18. Ultraestrutura do biofilme das espécies de Candida. A) C. albicans B) C.
parapsilosis C) C. tropicalis. Microscopia eletrénica de varredura (MEV), 1500 X, a barra
representa 10 um.
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5.4 TESTES DE SUSCETIBILIDADE IN VITRO

O teste de suscetibilidade in vitro das células plancténicas de todas as
espécies demonstrou que anfotericina B e caspofungina apresentaram melhor
atividade em comparacdo com o fluconazol e voriconazol que obtiveram 19% das
amostras resistentes. Dentre as amostras que apresentaram resisténcia ao
fluconazol e voriconazol, a espécie C. albicans demonstrou menor suscetibilidade

aos farmacos azolicos (tabela 2).

Tabela 2. Resultado do teste de suscetibilidade in vitro de células planctonicas das
espécies de Candida frente aos antifungicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e
voriconazol.

AGENTE ANTIFUNGICO

Anfotericina B Caspofungina Fluconazol Voriconazol
Candida albicans
Sensivel [n (%)] 10 (100) 10 (100) 6 (60) 6 (60)
Resistente [n (%)] - - 4 (40)* 4 (40)*
variagdo da CIMp 0,125 - >64 <0,03-0,25 0,125 - >64 <0,03 - >16
(Hg/mL)

Candida parapsilosis
Sensivel [n (%)] 10 (100) 10 (100) 10 (100%) 10 (100)
Resistente [n (%)] - - - -

Variagéo da CIMp
0,125-0,5 0,125-1 0,125-2 <0,03-0,25
(Hg/mL)

Candida tropicalis
Sensivel [n (%)] 1 (100) 1 (100) 1 (100%) 1 (100)

Resistente [n (%)] - - - -
Variagcéo da CIMp

0,5 0,25 0,5 <0,03
(Hg/mL)
Total
Sensivel [n (%)] 21 (100%) 21 (100) 17 (81)** 17 (81)**
Resistente [n (%)] - - 4(19) 4(19)
Variacédo da CIMp

0,125 - >64 <0,03-1 0,125 - >64 <0.03->16

(Hg/mL)

* p = 0,0351 (teste exato de Fisher; comparagdo das amostras sensiveis e resistentes de espécies C.
albicans e CNA); ** p = 0,0017 (teste exato de Fisher; comparagdo entre anfotericina B/caspofungina com
fluconazol/voriconal).

Na avaliacdo da atividade antifungica exercida no biofilme (tabela 3), os

derivados azolicos (fluconazol e voriconazol) tiveram baixa influéncia nas células
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sésseis enquanto anfotericina B e caspofungina apresentaram melhor atividade

contra os isolados (tabela 3).

Tabela 3. Variacdo da concentragdo inibitéria minima das células sésseis das espécies
de Candida testadas frente aos antifungicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e
voriconazol.

AGENTE ANTIFUNGICO

Anfotericina B Caspofungina  Fluconazol Voriconazol
Candida albicans
CIMs50% (pg/mL) <0,5-4 16 - >128 512 - >1024 128 - 256
CIMs80% (jug/mL) 0,5-32 64 - >128 1024 - >1024 256 - > 256
Candida parapsilosis
CIMs50% (pg/mL) 1-128 16 - >128 >1024 32 - >256
CIMs80% (jug/mL) 16 - 256 32->128 >1024 128 - >256
Candida tropicalis
CIMs50% (pg/mL) 1 64 >1024 64
CIMs80% (jug/mL) 64 >128 >1024 128
Total
CIMs50% (pg/mL) <0,5-128 16 - >128 512 - >1024 32 - >256
CIMs80% (jug/mL) 0,5 - 256 32->128 1024 - >1024 128 - >256

Os dados obtidos nos testes de suscetibilidade in vitro demonstram um
aumento da CIMs50% e CIMs80% de todos os farmacos avaliados em
comparacdo aos valores observados para as células plancténicas. A média
aproximada destes resultados das células sésseis demonstrou um aumento de
pelo menos 70, 203, 77 e 63 vezes do valor obtidos das células planctonicas para
os farmacos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol,

respectivamente (figura 19).
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Figura 19. Resultado do teste de suscetibilidade in vitro das células plancténicas e
sésseis frente aos antifungicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol. Os
valores expressos nas colunas sdo as médias e as barras representam o desvio padrao.
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6 DISCUSSAO

E evidente a importancia da identificagdo das espécies dos patdgenos
fangicos que sao responsaveis pelas infeccdes nosocomiais, visto que,
dependendo do patdogeno acometido, existe predisposicdo para a existéncia de
resisténcia aos farmacos antifungicos (Ramage et al. 2006).

Diversos estudos empregam a gPCR multiplex para identificacdo de
espécies de Candida (Carvalho et al. 2007, Romeo et al. 2009, Mallus et al. 2013),
no entanto a identificacAo de muitas espécies em um ensaio com
oligonucleotideos espécie-especificos implica em uma maior probabilidade de
interacao entre os iniciadores e consequentemente diminuicdo da sensibilidade
do teste (Wei et al. 2008). Apesar das diversas possibilidades para evitar a
interacdo dos oligonucleotideos, como a escolha correta da temperatura de
anelamento, a possibilidade de interacdo demonstra ser mais um obstaculo no
desenvolvimento da técnica, sendo assim, a técnica deve ser direcionada para as
espécies de maior prevalécia acometidas na regido do estudo.

Ensaios para a diferenciacdo de espécies de Candida pela avaliagcdo da
curva de fuséo ao final da gPCR multiplex geralmente apresentam Tf com baixa
faixa de variacdo entre os picos de fusdo apresentados pelas espécies. A variacao
entre a Tf das espécies deve ser suficiente para que ndo haja sobreposicao de
valores quando existem muta¢cfes pontuais no material genético do patdégeno nas
regides amplificadas (Lyon 2001, Herrmann et al. 2007). Isto ocorre na analise de
regibes ndo codificantes do material genético, como 0s espacos transcritos
internos 1 (ITS1) e 2 (ITS2) do DNA ribossomal (rDNA), locais com maior
probabilidade de alteracdo do que as regides codificantes desse mesmo gene.

Nas condi¢des analiticas empregadas neste estudo houve uma variacao
consideravel de 5 °C entre as Tf das espécies C. parapsilosis (73,5 °C) e C.
tropicalis (78,5 °C) na amplificacdo da regido ITS1 do rDNA (figura 16B e 16C).
Essa diferenca permitiu uma aplicacdo segura do proposto teste no diagnéstico
laboratorial dessas espécies. Por outro lado, a amplificacdo dessa regido da
espécie C. albicans demonstrou um pico de fusao préximo (79,8 °C) ao observado
pela espécie C. tropicalis, no entanto, € importante resslatar que eles ndo estao
sobrepostos. Utilizando outro par de oligonucleotideos para a regido ITS2 do

DNAr especificos para C. albicans foi proposto o aumento da confianca da
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identificacdo de C. albicans, pois a inclusdo desses iniciadores no meio reacional
possibilitou a diferenciacdo precisa dessa espécie pela apresentacao de mais dois
picos de fusdo com valores de 75,2 °C e 76,8 °C (figura 16A).

As leveduras do género Candida apresentam como importante fator de
viruléncia a capacidade de FB (Lim et al. 2012) e todas as amostras de Candida
deste estudo apresentou capacidade de formar células sésseis. As espécies de
Candida estudadas foram obtidas de infec¢do da corrente sanguinea, mas se
desconhece a formacéo de biofilme, embora todos os pacientes faziam uso de
cateter e foi constatado neste estudo a capacidade de FB destas espécies. Dessa
forma, a presenca de biomassa se torna uma fonte de reinfeccdo com
consequentes quadros recorrentes e aumento da mortalidade dos pacientes (Lim
et al. 2012).

Com relacdo a capacidade de FB, Pannanusorn et al. (2013) observaram
que 40,3% de C. albicans, 66,7% de C. parapsilosis e 100% dos isolados de C.
tropicalis apresentaram a formacéo de biomassa. Interessante observar que todos
os isolados das espécies deste estudo apresentaram a caracteristica de FB.

A presenca de uma forma grave de infec¢do, além de ser consequéncia da
imunodepressdo do paciente, esté relacionada com a expressao de fatores de
viruléncia do microrganismo (Mitchell 2006). Sendo assim, pressupfe-se que as
espécies deste estudo apresentam viruléncia aumentada, visto que sé&o
originados de pacientes com a infecgcdo fungica instalada e apresentam como
fator de viruléncia expresso a capacidade de FB.

O desenvolvimento de biofilme pelas espécies de Candida ocorre em
diversos dispositivos invasivos com frequéncia elevada (Crump & Collignon 2000,
Ramage et al. 2006, Seddiki et al. 2013). A presenca dessas estruturas em cateter
venoso central é de grande preocupacdo, uma vez que representam a porta de
entrada direta para as células fungicas na corrente sanguinea que apresentam
resisténcia a farmacos antifiungicos (Ramage et al. 2006). Além disso, a definicdo
de um diagnéstico € dificil, sendo necessario o isolamento dos agentes
patogénicos do sangue e do cateter venoso central.

Uma possivel forma de aperfeigoar o diagnostico € a andlise de cateteres
suspeitos de envolvimento por biofilme por meio da microscopia eletrénica de
varredura, a fim de detectar a presenca de células sésseis e realizar a

identificacdo preliminar da espécie. A organizacdo das células do biofilme de
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fungos do género Candida com maior prevaléncia de isolamento de pacientes
com candidiase nosocomial em diversos paises (Quindos 2014), muitas vezes se
apresenta diferente entre as espécies, como pode ser observado para C. albicans
(Thein et al. 2007), C. parapsilosis (Lattif et al. 2010) e C. tropicalis (Bizerra et al.
2008).

No presente estudo, as caracteristicas ultraestruturais de biofilmes
formados pelas espécies de Candida estdo de acordo com os relatados na
literatura. C. albicans e C. tropicalis possuem blastoconidios com hifas, mas a
espécie C. albicans forma filamentos em maior nimero (Thein et al. 2007, Bizerra
et al. 2008) e C. parapsilosis, basicamente, mostra a formacéao de blastoconidios
com pseudonhifas (Lattif et al. 2010).

Apesar do atual elevado custo e dificuldade de acesso aos equipamentos
para desenvolvimento da MEV, é extremamente importante que seja realizado o
diagnostico de resisténcia antifingica em consequéncia da formacao de biofilme
pelo patégeno que acarreta dificuldades no tratamento do paciente. Essa analise
da presenca de biomassa pode ser realizada diretamente da ponta do cateter
retirado do paciente por meio de andlise por MEV, como realizado neste trabalho.

Anfotericina B e caspofungina sdo antifungicos amplamente utilizados no
tratamento da candidiase (Rautemaa et al. 2008), assim como o voriconazol e
fluconazol (Diekema et al. 2009, Pappas et al. 2009). Dentre esses farmacos,
existem relatos da espécie C. albicans com reducdo da suscetibilidade ao
fluconazol (Prasad & Kapoor 2005, Coste et al. 2007, Mishra et al. 2007) como
observado neste estudo.

A resisténcia aos azdlicos parece ter relacdo com pacientes
imunodeprimidos, como individuos infectados com o HIV, pacientes com cancer
e transplantados que fazem uso de medicamentos imunossupressores. Nesses
casos, a menor sensibilidade aos antifungicos se desenvolve devido a associagao
do status do sistema imune com o longo periodo de terapia antifungica que
possibilita ao fungo, desenvolver mecanismos de resisténcia ao farmaco, como a
maior expressao de genes que codificam as bombas de efluxo, responsaveis pelo
transporte dos farmacos do meio intracelular para o extracelular (Walmsley et al.
2001, Ribeiro et al. 2005, Robenshtok et al. 2007, Prehn & Prehn 2010, Avery
2011, Trudeau et al. 2013).
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As células planctonicas deste estudo que tiveram resisténcia ao fluconazol,
apresentaram resisténcia ao antifingico voriconazol. Pfaller et al. (2002), com
base na analise de quase 7.000 amostras de Candida de 200 centros médicos,
constataram diminuicdo da suscetibilidade ao voriconazol em cepas dose-
dependentes e resistentes ao fluconazol. Esses dados evidenciam a existéncia de
resisténcia cruzada por parte dos isolados entre os compostos azélicos que
apresentam como principal mecanismo de resisténcia 0 aumento da expressao
de genes codificantes de bombas de efluxo (Muller et al. 2000, Wakiec et al. 2007).

Apesar da observacdo de atividade antifungica contra as ceélulas do
biofiime, a grande maioria das concentragfes definidas é considerada alta e
terapia com elevadas concentracbes desses farmacos apresenta risco ao
paciente devido a potencial toxicidade. Anfotericina B tem nefrotoxicidade
intrinseca por apresentar esse efeito mesmo em concentracdes baixas (Fanos &
Cataldi 2000) e caspofungina também é nefrotoxica, mas com atuacdo menor do
gue o macrolideo poliénico (Wilke 2011). Para os derivados azolicos, o fluconazol
apresenta como principais efeitos adversos hepatotoxicidade e efeitos
gastrointestinais, como nausea, diarreia e vomitos (Egunsola et al. 2013),
enquanto que voriconazol, além da elevacdo das enzimas hepaticas, também
apresenta toxicidade neurolégica como confusao, alucinacéo e agitacdo (Hamada
et al. 2013).

Bujdakova et al. (2012) observaram que o biofilme pode ser inibido por
farmacos azélicos, entretanto apenas nas primeiras fases de formacédo dessa
biomassa que ocorre antes de 48 horas. Os isolados que apresentaram um
biofilme pequeno e com inibicdo nos estagios iniciais, apdés a maturacdo, nao
mostraram células sésseis sensiveis a esses farmacos.

Jain et al. (2007) apresentaram resultados semelhantes aos observados
neste estudo nos testes para todas as espécies de Candida na sua forma livre e
na conformacéo de biofilme para a anfotericina B e caspofungina. Todas as
células plancténicas foram sensiveis a anfotericina B e caspofungina, enquanto
gue para as células sésseis houve um aumento consideravel na CIMs. No entanto,
diminuicdo da suscetibilidade foi observada em menor proporcédo para a
anfotericina B, que aumentou em 70 vezes a CIMs, quando comparado a
caspofungina (200 vezes). Apesar da toxicidade do macrolideo poliénico,

anfotericina B, é um farmaco eficaz, amplamente utilizado no ambiente hospitalar,
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sendo que este, em determinadas situa¢gdes de candidemia, apresenta-se como
o farmaco de primeira escolha (Pappas et al. 2009).

Os dados obtidos neste estudo demonstram alta frequéncia de formacéo
de biofilme, enfatizando a importancia do diagnéstico e combate a essa biomassa
formada pelas espécies de Candida, visto que foi demonstrado um aumento
consideravel na concentragdo inibitéria minima dos farmacos antifingicos no
combate das células sésseis que implica em um mau progndstico para o paciente

mediante a terapia antifungica.
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7 CONCLUSOES

A metodologia gPCR multiplex empregada demonstrou ser uma técnica de
grande importancia na identificacdo das principais espécies de Candida

observadas em isolamento de pacientes com candidiase nosocomial,

A capacidade de formacao de biofilme por todos os isolados de Candida,
mostra que este fator de viruléncia pode ocorrer e provavelmente dificulta
a terapia antifingica, acarretando muitas vezes em um processo grave de

doenca;

Os achados de espécies resistentes aos derivados azélicos e com
elevados valores de CIMs de células de Candida em biofilme, mostram a
importancia do método de suscetibilidade in vitro para a terapéutica

adequada.
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, na
pesquisa intitulada: “CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS
CAUSADORES DE INFECQC)ES NOSOCOMIAIS EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS DE MEDULA OSSEA”. O documento sobre o trabalho a ser
realizado sera por mim lido e entdo vocé podera aceitar fazer parte do estudo ou
nao.

Se vocé aceitar, ira assinar ao final deste documento, que estd em duas
copias, sendo que uma coépia sera sua e a outra do pesquisador responsavel. Se
vocé recusar, ndo sera prejudicado de forma alguma em seu tratamento. Além
disso, se vocé aceitar participar e, depois se arrepender vocé podera retirar seu
consentimento sem prejuizo algum em seu tratamento. Caso vocé tenha alguma
duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com 0s pesquisadores,
Milton Camplesi Junior nos telefones (62) 3255 96 05 ou 9607 35 72.

Se vocé tiver alguma duvida sobre os seus direitos como participante nesta
pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
ACCG, no telefone: (62) 3243 70 50.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE DEVE SABER SOBRE A
PESQUISA Titulo: “CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS
CAUSADORES DE INFECCOES NOSOCOMIAIS EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS DE MEDULA OSSEA”". INFORMAGCAO SOBRE QUEM
ESTA APLICANDO O TERMO DE CONSENTIMENTO:

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Prof2 Dr2 Maria do Rosério Rodrigues Silva
- Investigadora responséavel - Fone: 62 3209 61 27. Milton Camplesi Junior —
Biomédico / Pesquisador. Fones - (62) 32559605 ou 96073572.

OBJETIVO DA PESQUISA A pesquisa tera como objetivo avaliar grupos de
pacientes expostos ao transplante de medula 6ssea atendidos no Hospital Araujo
Jorge para: a. Verificar quais S&o as principais micoses que ocorrem nos pacientes
transplantados de medula 6ssea. b. Determinar os possiveis riscos envolvidos
nestas micoses. c. Determinar qual o melhor medicamento a ser utilizado para
combater esta micose. d. Determinar qual o diagndstico é mais rapido para essas
micoses.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO

O material coletado de vocé ira sera encaminhado ao Laboratério de Micologia do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP), onde sera analisado para
pesquisa de fungos. Os resultados serdo fornecidos para seu médico para ajudar
no seu tratamento.

ESPECIFICACOES DOS RISCOS, PREJUIZOS, DESCONFORTO, LESOES
QUE PODEM SER PROVOCADAS PELA PESQUISA.

O material que sera colhido em vocé, se for sangue, podera ficar com uma
pequena picadinha em seu bragco ou um pequeno hematoma. Se o material for
colhido em sua pele ou em outra superficie do seu corpo podera ficar com uma
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mancha avermelhada, mas isto desaparecera entre dois a trés dias.Qualquer
tratamento, o qual vocé estiver sendo submetido ndo sera prejudicado com a
coleta do material para exame da micose.

BENEFICIOS
Vocé participando da nossa pesquisa podera auxiliar nas descobertas sobre
meétodos de diagnostico para micoses e assim o tratamento podera ser melhorado.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé concordar em participar, as informacdes clinicas e laboratoriais sobre o
material fornecido, por vocé, serdo guardadas e mantidas sem que ninguém tome
conhecimento do seu home ou das iniciais do seu nome.

PARTICIPAQAO AUTORIZADA

A participacao deste estudo sera uma decisao sua onde, vocé podera aceitar ou
recusar. A sua participacdo sera somente o fornecimento do material e ndo havera
nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira para isso.

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO

Neste estudo serdo incluidos todos os pacientes (autorizados) que foram
expostos ao transplante de medula 0ssea atendidos no Hospital Aradjo Jorge.
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Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, com voluntario, em uma
pesquisa intitulada “Caracterizacdo de fungos envolvidos em infeccdes
nosocomiais ”. Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso
de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé nao sera penalizado (a) de forma alguma. Se aceitar participar e
decidir retirar seu consentimento, ndo sera prejudicado em seu tratamento. Em
caso de duavida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
pesquisador responsavel Ms. Xisto Sena Passos nos telefones: 3255-9858 / 9972-
4158.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA “Caracterizacdo de fungos envolvidos em
infecgbes nosocomiais”.

PESQUISADORES PARTICIPANTES

Dra. Maria do Rosario Rodrigues Silva — Investigadora responsavel
Fone: (0XX62) 3209-6127

Ms. Xisto Sena Passos — Bi6logo / Pesquisador

Fones: (0XX62) 3209-6127 / 3255-9858 / 9972-4158

OBJETIVO DO ESTUDO

Sera avaliado um grande grupo de pacientes, 0s quais se encontram internados
na UTI do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, durante o
periodo de fevereiro de 2003 a dezembro de 2004. Provavelmente vocé ja deve
ter ouvido falar em micose. Esta doenca € causada por fungos que produzem
lesGes na pele ou em qualquer parte do organismo humano, através deste estudo
0 responsavel pelo paciente tera acesso aos exames laboratoriais que ajudara o
médico a trata-la.

Neste trabalho, apds a devida identificacdo e caracterizacdo do fungo, sera
realizado um teste, chamado suscetibilidade, no qual serd verificado a
sensibilidade do fungo isolado frente a trés medicamentos, anfotericina B,
itraconazol e fluconazol. Através das informacdes obtidas no laboratorio e com
ajuda do médico, nés tentaremos controlar melhor a doenca e possivelmente
evitar que outros individuos a adquiram.

CONDUCAO DO ESTUDO

O paciente serd submetido inicialmente a colheita de sangue e urina, pelo
profissional responsavel pela UTI, assim que for internado. Durante a
permanéncia do paciente na UTI serdo realizadas colheitas de sangue e urina a
cada sete dias. O material coletado sera levado para o laboratério de Micologia
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da UFGO, onde serd submetido
a exame micoldgico. Estes exames nao serédo pagos pelo paciente.

PARTICIPACAO AUTORIZADA
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Participar deste estudo sera uma decisdo autorizada pela responsavel e este
podera se recusar a participar ou desistir deste estudo a qualquer momento, sem
explicar o porqué.

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO

Neste estudo seréo incluidos todos os pacientes (autorizados), que apresentarem
caracteristicas ou ndo de fungemia internados na UTI do Hospital das Clinicas da
UFG.

RISCOS

N&o ha riscos para o paciente. Nenhum tipo de medicamento sera utilizado por
nos. Para colheita do material, 0 paciente ndo sera maltratado. A colheita do
sangue e da urina, ndo implicara em mal estar para o paciente.

BENEFICIOS
O estudo realizado por nos possivelmente contribuirda enormemente para a
reducao de infec¢des nos hospitais por fungos.

CONFIDENCIALIDADE

Se o responsavel concordar com a participacdo do paciente, as informacoes
clinicas e laboratoriais relacionadas ao paciente serdo confidencialmente
mantidas em sigilo o tempo todo, nem 0 nhome ou mesmo iniciais irdo constar em
qualquer registro nesta pesquisa. O Comité de Etica podera necessitar ter acesso
aos seus registros médicos para verificacdo dos formularios de estudo, no
entanto, sua identidade serd mantida em sigilo absoluto.

RESPONSAVEL

Este estudo sera conduzido por:

Dra. Maria do Rosario Rodrigues Silva pelo fone (0XX62) 3209-6127
(Investigadora responsavel).

Ms. Xisto Sena Passos pelo fone (0XX62) 209-6127(Bidlogo / Pesquisador).
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Anexo 5. Artigo: Identification of Candida species, evaluation of ultrastructure and
susceptibility profile of biofilms to antifungals

Candida species and biofilms
Identification ~ of Candida species, evaluation of ultrastructure and
susceptibility profile  of biofilms to antifungals

Lais Carneiro Naziasene Lima
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

Fernando Yano Abrdo
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

Tayse Silva dos Santos
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

Viviane Lopes Rocha
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

André Kipnis
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

Maria do Rosario Rodrigues da Silva
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

Carolina Rodrigues Costa
Department of Microbiology, Institute of Tropical Pathology and Public Health,
Federal University of Goias, Goias, Brazil

Abstract: The increase in the number of fungal infections by Candida species, as a result
of the significant increase of immunocompromised patients emphasizes the importance of
studies associated to this genre. The resistance of these strains to antifungal drugs is
observe in specific isolates, as well as infections associated with biofilm formation (BF).
The aim of this study was to compare the susceptibility profile of sessile and planktonic
cells of different Candida isolates, differentiating species by multiplex gPCR and scanning
electron microscopy. The sample consisted of 10 C. albicans, 10 C. parapsilosis and 1 C.
tropicalis. The genetic material was extracted by phenol-chloroform extraction of the
sample C. tropicalis and ATCC 28367 (C. albicans) and 22019 (C. parapsilosis) for use in
a species-specific multiplex gPCR assay with analysis of differences in the curve fusion.
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Microdilution plate test and reduction of the tetrazolium salt for 21 isolates were performed
for the susceptibility of sessile and free cells, respectively. The evaluation of the
ultrastructure of the biofilm was performed on strips of polyurethane with visualization by
scanning electron microscopy. The amplified products from C. albicans obtained three
melting peaks with values of 75,2 °C, 76,8 °C and 79,8 °C, while C. tropicalis and C.
parapsilosis showed one peak with values 73,5 °C and 78,5 °C, respectively. The
identification test showed to be reliable for the identification of the most common species
in the study. All of Candida yeasts were able to form biofilm with own organization of each
specie. The in vitro susceptibility test of planktonic cells demonstrated that amphotericin
B and caspofungin showed better activity compared to fluconazole and voriconazole who
obtained 19% of resistant strains, all C. albicans. In assessing of the CIMs50% and
CIMs80% of sessile cells, we observed an increase of at least 60 times the values of
planktonic cells. It was observed a high percentage of BF that demonstrates the need for
diagnosis and combat against this biomass formed by Candida species. The BF is a
virulence factor determinant for decrease of susceptibility to antifungal agents thus
compromising antifungal therapy.

Key words: Biofilm, Candida spp., in vitro susceptibility test, multiplex gPCR species
identification, scanning electron microscopy,

INTRODUCTION

Nosocomial fungal infections are an important cause of mortality (Danziger-
Isakov et al. 2008, Xie et al. 2008, Brizendine et al. 2013) and have as major
etiologic agent the Candida species, with a prevalence of around 90% (Marra et
al. 2011).

The ability of biofilm formation (BF) by Candida species in invasive devices
such as catheters is an important virulence factor, because these structures exhibit
cells with increased resistance to antifungal drugs (Ramage et al. 2006). The
complexity of the biofilm structure is relate to the ability of filamentation of fungal
species and has a direct influence on virulence of isolate (Hasan et al. 2009).

BF stands out in various studies by be able to form in the host tissue and in
invasive devices of patients hospitalized (Kojic & Darouiche 2004). This biomass
becomes a source of systemic infection to the patient if not removed and the
characteristic resistance of these cells will bring therapeutic failure and fatal
consequences to the patient (Ramage et al. 2006).

In Brazil, the epidemiological evidence of infection by Candida spp.
(candidiasis) is similar to those reported in several countries like Spain (Peman et
al. 2011), Turkey (Ece et al. 2012), Colombia (Cortes et al. 2011) and Argentina
(Cordoba et al. 2011). The yeast Candida albicans is the main agent and Candida
parapsilosis and C. tropicalis are the non-albicans Candida species more relevant
(Quindos 2014). The identification of Candida species is important not only from
an epidemiological perspective (Diekema et al. 2012), but especially for
optimization of therapy, since some species possess characteristics on the
sensitivity profile to antifungal (Sanglard & Odds 2002, Grim et al. 2012).

Despite the existence of numerous tests for identification of Candida
species, prolonged time to sample processing and frequency of false negative,
may results to compromise accurate identification of isolates (Ellepola & Morrison

67



2005, Ammann et al. 2007). Thus, should be considerate the use of molecular
identification methods, which are extremely sensitive/specific and are performed
in a short period of time (Avni et al. 2011).

The melting curve analysis at the end of the molecular technique of
polymerase chain reaction in real time (QPCR) with SYBR® Green is widely used
in the identification of species of various pathogens (Alfaresi & Elkosh 2006, Varga
& James 2006, Hays et al. 2011, Khademvatan et al. 2011, Decat et al. 2013). The
change in melting temperature (Tm) of the amplicon allows the identification and
differentiation of the species according to the percentage of the content of
guanine/cytosine, length and amount of amplicons (Espy et al. 2006).

The purpose of this study was to identify the species C. albicans, C.
parapsilosis and C. tropicalis by use the multiplex gPCR method with specific
primers, making association with the ultrastructure of the biofilm formed by these
species and to compare the in vitro susceptibility profile of sessile and planktonic
cells of these different Candida species.

MATERIALS AND METHODS

Sample.—The sample was consisted of 21 Candida spp. isolates originated of
mycology collection from the Laboratério de Micologia of the Universidade Federal
de Goias (UFG). Ten were C. albicans, 10 C. parapsilosis and 1 C. tropicalis. The
isolates were obtained from the blood of 21 patients of the intensive care unit of
Hospital Aradjo Jorge and Hospital das Clinicas of UFG. All the isolates were
identified using conventional methods. In addition, the isolates were cultured on
Sabouraud’s Dextrose Agar and used for further testing. This study was approved
by the Ethics Committee (CEPMHA/HC/UFG N° 019/03 and CEPACCG/HA N°
55/08).

DNA extraction.—Genomic DNA was extracted of the sample C. tropicalis, ATCC
28367 (C. albicans) and ATCC 22019 (C. parapsilosis) by a slight modification of
the method described by Casali et al. (2003). Two loopsfull of the strains grown on
YEPD agar (yeast extract peptone dextrose) were suspended in 0,5 mL TENTS
(10 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0, 200 mM NacCl, 2% Triton®, 1% SDS).
Then, 0,2 mL of 0,45 mm glass beads and 0,5 mL phenol:chloroform (1:1, v/v)
were added, and samples were vortexed for 2 min. The samples were then
centrifuged for 10 min at 13 000 rpm, the agueous phase was transferred to a
eppendorf tube, and an equal volume of absolute ethanol was added. Next, the
samples were placed at freezer for 1 h. Precipitated DNA was collected,
resuspended in 0,5 mL TE (10 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0), containing
50 ug/mL of RNase, and incubated at 37 °C for 30 min. The DNA was then
extracted once with phenol:chloroform (1:1, v/v), reprecipitated with 20 yL NaCl 5
M and equal volume of 100% ethanol, washed with 70% ethanol, resuspended in
100 pL of TE, and stored at -20 °C.
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Primers, multiplex gPCR assay and melting curve analysis.—The ITS3-R universal
primer and specific CA-F (C. albicans), CP-F (C. parapsilosis), CT-F (C. tropicalis),
ITS2-CAI-F (C. albicans) and ITS2-CAIllI-R (C. albicans) primers were used to
amplify the internal transcribed spaces | and I, including part of the 5.8S rDNA
(Table 1). The 25 uL of reaction mixture consisted by 12,5 yL RT? SYBR® Green
Fluor gPCR Mastermix 2 x (SABiosciences/Qiagen, Hilden, Germany), 1 pL DNA
sample (aprox. 50 ng), 0,5 pL of CP-F primer (0,2 uM), 0,5 uL of CT-F primer (0,2
MM), 1,25 L of CA-F primer (0,5 uM), 1,25 pL of ITS2-CAI-F primer (0,5 uM), 1,25
pL of ITS2-CAIlI-R primer (0,5 uM), 2,5 pL of ITS3-R primer (1,0 yM) and 4,5 pL
distilled water. Multiplex real-time PCR and melting curve analysis were carried
out using iIQ5® Optical System Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA). The experimental conditions used were as follows: 10 min at 95 °C, followed
by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 60 s at 55 °C. Melting curves were generated
after the last extension step. The temperature was ramped from 55 °C to 95 °C,
0.5 °C every 5 s. After determining the Tm of each specie, a comparison was
performed according to the temperature value and the number of melting peaks.

Table 1. Sequences of primers used in multiplex real-time PCR assay.

Primer Sequence (5" - 3’) Reference

ITS3-R AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA Chen et al. (2000)
CA-F AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA Carvalho et al. (2007)
CP-F GTCAACCGATTATTTAATAG Carvalho et al. (2007)
CT-F GATTTGCTTAATTGCCCCAC Carvalho et al. (2007)
ITS2-CAI-F GGTTTGCTTGAAAGACGGTAG Liguori et al. (2010)
ITS2-CAII-R AGTTTGAAGATATACGTGGTAG Liguori et al. (2010)

Biofilm formation and scanning electron microscopy (SEM).—These experiments
were done using peripheral venous catheter. For this purpose, polyurethane (PU)
strips were aseptically cut and placed in 24 wells cell culture plates. A standard
inoculum of 10° cells/mL of Candida isolates, were prepared in 2,0 mL of RPMI
1640 medium to form a biofilm on the PU strips. The standard inoculum was added
to the wells of plates containing the PU strips and the plate was incubated at 35°C
for 48 hours. After the incubation period, non-adherent cells were gently washed
twice with phosphate sodium-potassium buffer (0.15M, pH 7.0). The biofilm formed
on the PU strips was fixed with 1,25% glutaraldehyde in phosphate sodium-
potassium buffer (0.15M, pH 7.0) for 24 hours at 4°C. After fixation, the cells were
dehydrated with a series of dilutions of ethanol ( 30%, 50%, 70%, 90%, 95% and
100%) at room temperature, subjected to the critical point of CO2 chamber
(Autosamdri®, 815, Series A), coated with gold (Denton Vacuum Desk V.) and
examined in a scanning electron microscope (JEOL , JSM - 6610 , equipped with
EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging) .

Antifungal. — Amphotericin B (Pfizer Central Research), caspofungin (Merck &
Co), and voriconazole (Bristol-Myers Squibb) were dissolved in DMSO while

fluconazole (Pfizer) was dissolved in water. These antifungal agents were
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subsequently diluted in RPMI 1640 medium to the required concentrations. For the
in vitro susceptibility testing of planktonic cells, the fluconazole was evaluated in
an initial concentration of 64 pg/mL, voriconazole and amphotericin B of 16 pg/mL
while caspofungin initial concentration of 8 pg/mL. For cells of the biofilm were
evaluated concentrations 16 times higher for the antifungal fluconazole with initial
concentration of 1024 ug/mL, voriconazole and amphotericin B of 256 pg/mL, and
caspofungin of 128 ug/mL.

In vitro susceptibility of planktonic cells. — Testing in vitro susceptibility of the cells
in its free form was performed by broth microdilution according to the CLSI
document M27-A3 and M27-S4 (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008,
2012). Were placed 200 uL of antifungal in concentration twice on the first column
of a 96-well microtiter plate, the other wells were added 100 pL of RPMI 1640 and
then performed twice serial dilution. Upon completion of the dilution were added
100 uL of inoculum (1 x 10° cells/mL). For the fluconazole the concentration was
0,125 — 64 ug/mL, for amphotericin B and voriconazole of 0,03 — 16 yg/mL and
caspofungin of 0,015 — 8 ug/mL. The plates were incubated at 35 °C for 48 hours
to later read visually. The minimum inhibitory concentration (pMIC) of planktonic
cells was determined for 50% inhibition of growth compared to the control for
caspofungin and azoles (fluconazole, voriconazole) and complete inhibition of
growth for amphotericin B. C parapsilosis (ATCC 22019) was used as quality
control. There are no breakpoint values in the CLSI established for amphotericin
B, however, as Candida species are sensitive in values between 0,25 — 1 mg/mL,
resistance values above 1 ug/mL were established (Rex et al. 2001, Pappas et al.
2004, Park et al. 2006). The results of in vitro susceptibility test was defined as
sensitive, sensitive dose-dependent and resistant to other antifungals according
with picture 1.

Picture 2. Values defined for the susceptibility testing of Candida species.

Interpretation ( pg/mL)

Antifungal Species Sensitive dose-
Sensitive Resistant
dependent
C. albicans <0,25 0,5 21,0
Caspofungin  C. tropicalis <0,25 0,5 >1,0
C. parapsilosis <2,0 4,0 28,0
C. albicans <2,0 4,0 28,0
Fluconazole  C. tropicalis <2 4,0 28,0
C. parapsilosis <2,0 4,0 28,0
C. albicans <0,12 0,25-0,5 21,0
Voriconazole C. tropicalis <0,12 0,25-0,5 21,0

C. parapsilosis <0,12 0,25-0,5 21,0
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Font: Clinical and Laboratory Standards Institute (2008, 2012).

Biofilm formation and in vitro susceptibility of sessile cells. — The procedure for
BF and determination of minimum inhibitory concentration of sessile cells (sMIC)
followed the methodology of Pierce et al. (2008) modified. In an erlenmeyer of 200
mL were added 20 mL of sterile liquid YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone
and 2% dextrose) and a sample of Candida sp. (24 - 48 hours of growth). This
erlenmeyer was incubated on an orbital shaker (150 - 180 rpm; 12 - 16 h, 30 °C).
The supernatant resulting from the growth of cells in liquid culture was removed
by centrifugation (5000 rpm, 10 min, room temperature) and the cells were washed
twice with PBS (phosphate buffered saline, 0,099% Na2HPO4 0.027% KH2POa,
0,88% NaCl) cold sterile. The pellet was used for preparation of inoculum at a
concentration of 1 x 10° cells/mL. Were added in duplicate 100 pL of inoculum in
96-well microtiter plate and incubated for 48 hours at 35°C. The RPMI 1640
medium was gently removed and washed twice with 200 uL of PBS to remove non-
adherent cells. Then, 200 pL of the antifungal agent were added in the first column
of the plate, 100 uL of RPMI 1640 medium in the remaining wells and then a serial
dilution performed twice. Fluconazole concentration ranged from 2,0 - 1024 pg/mL,
amphotericin B and voriconazole of 0,5 - 256 ug/mL and caspofungin of 0,25 — 128
Mg/mL. The plate was sealed with film paper and incubated for 24 hours at 37 °C.
After this period the action of antifungals were quantified using the MTT reduction
assay. Was defined as the formation of biofilms, isolates that showed the positive
control well (drug-free), optical density equal to or greater than 0,2 (550 nm). The
sMIC was defined as the lowest concentration capable of reducing by 50% the
absorbance (sMIC50%) and 80% (sMIC80%) compared to control.

Statistics. — Descriptive statistics were presented with mean, standard deviation
and percentage. GraphPad Prism 5.0 software was used for statistical inference,
with a confidence level of 95% (p <0.05) in Fisher's exact test used to assess the
qualitative results of in vitro susceptibility testing.

RESULTS

The use of multiplex gPCR with specific primers for Candida species,
resulted in melting curves with different values of Tm and number of melting peaks
distincts for the samples. The melting curve of amplification products from C.
albicans (Figure 1A) showed three melting peaks, with values of 75,2°C, 76,8°C
and 79,8°C, while C. parapsilosis and C . tropicalis showed only one melting peak
with values of 73,5°C and 78,5°C, respectively (Figure 1B and 1C).

71



79.8°C
2000- A /’\ { 3
il T
1000 £
- | mesc
a0k | 2 h /\/ \
E | g
!33‘ oE1t0 / \
g b
v OE ]f
1000 £ f
1500+ ’
-2000 £ }o
2500 200
1 ! 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
70 75 ) 85 0 a5
Temgerture, Celsius
Ma Pesk Chavt
B 735"3 o svee )
1500+
5 - [ t
2o .
X, - /
v
sou: L
o‘% T -
500 500
-llllll AL L L LAl AL Ll LAl LAl LA L LAl AL L L 1
) 23 0 65 70 7% &0 8 %0 o
Termpersture, Celsius
Med Peak Chart
2 C s < -sveat
15004 I/
1000 4-
5t
S F
00
5 [~ \
:110 _ — e | A
°_ - -
.5@: /,
[ 5000
llllll L. LA L LAl Ll L LAt l 1Ll L L L ALl 1
50 55 60 5 70 75 & 8 % o5

Terperature, Celzius

Figure 1. Characteristic melting peaks with genus-specific primers for identification of C.
albicans (A), C. parapsilosis (B) and C. tropicalis (C).
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In assessing the ability of BF, all samples in this study had the ability to form
sessile cells (Figure 2).

)

2.0kV 540 x100 100pm  —

Figure 2. Ultrastructure of Candida species biofiims formed in strips of peripheral venous
polyurethane catheter. Scanning electron microscopy (SEM), 100 X, bar represents 100 um.

The ultrastructure of Candida species biofilms presented characteristic of
each species. The organization of the species C. albicans biofilm (Figure 3 A)
showed a large number of hyphae and blastoconidia, morphology resembling that
of C. tropicalis (Fig. 3 C). However, this latter specie showed a lower amount of
hyphae. The yeast C. parapsilosis (Figure 3 B) showed the presence of
blastoconidia and pseudohyphae.
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Figure 3. Ultrastructure of Candida species biofiims. A) C. albicans B) C. parapsilosis C) C.

tropicalis. Scanning electron microscopy (SEM), 1500 X, the bar represents 10 um.

74



The in vitro susceptibility testing of planktonic cells of all species
demonstrated that amphotericin B and caspofungin showed better activity
compared to fluconazole and voriconazole who obtained 19% of resistant strains.
Among the isolates that were resistant to fluconazole and voriconazole, the specie
C. albicans was shown lower susceptibility to azole drugs (Table 1).

Table 1. Results of in vitro susceptibility testing of planktonic cells of Candida species against
antifungal amphotericin B, caspofungin, fluconazole and voriconazole.

ANTIFUNGAL
Amphotericin B Caspofungin Fluconazole Voriconazole
Candida albicans
Sensitive [n (%)] 10 (100) 10 (100) 6 (60) 6 (60)
Resistant [n (%)] - - 4 (40)* 4 (40)*
MICp variation 0,125 - >64 <0,03-0,25 0,125 - >64 <0,03 - >16
(Hg/mL)

Candida parapsilosis
Sensitive [n (%)] 10 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
Resistant [n (%)] - - - -
MICp variation 0,125-0,5 0125-1 0,125 -2 <0,03 - 0,25
(Hg/mL)

Candida tropicalis
Sensitive [n (%)] 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Resistant [n (%6)] - - - -
MICp variation

0,5 0,25 0,5 <0,03
(Hg/mL)
Total
Sensitive [n (%)] 21 (100) 21 (100) 17 (81)** 17 (81)**
Resistant [n (%)] - - 4(19) 4(19)
MICp variation 0,125 - >64 <0,03-1 0,125 - >64 <0.03 - >16
(ng/mL)

*p = 0,0351 (Fisher's exact test; comparation between the sensitive and resistant samples of C.
albicans and CNA species); ** p = 0,0017 (Fisher's exact test; comparation between the
amphotericin B/caspofungin and fluconazole/voriconazole).

In the evaluation of antifungal activity exerted in the biofilm (Table 2), the
azoles (fluconazole and voriconazole) had low influence on sessile cells while
amphotericin B and caspofungin showed better activity against the isolates (Table
2).
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Table 2. Variation of the minimum inhibitory concentration of Candida species sessile cells tested

against antifungal amphotericin B, caspofungin, fluconazole and voriconazole.

ANTIFUNGAL

Amphotericin B Caspofungin Fluconazole Voriconazole
Candida albicans
CIMs50% (ug/mL) <0,5-4 16 - >128 512 - >1024 128 - 256
CIMs80% (ug/mL) 0,5-32 64 - >128 1024 - >1024 256 - > 256
Candida parapsilosis
CIMs50% (ug/mL) 1-128 16 - >128 >1024 32 ->256
CIMs80% (ug/mL) 16 - 256 32->128 >1024 128 - >256
Candida tropicalis
CIMs50% (ug/mL) 1 64 >1024 64
CIMs80% (ug/mL) 64 >128 >1024 128
Total
CIMs50% (ug/mL) <0,5-128 16 - >128 512 - >1024 32 - >256
CIMs80% (ug/mL) 0,5 - 256 32->128 1024 - >1024 128 - >256

The data obtained in the in vitro susceptibility tests demonstrate increase in
the CIMs50% and CIMs80% of all drugs evaluated in comparison to the values
observed for planktonic cells. The approximate average of the sessile cells results
showed an increase of at least 70, 203, 77 and 63 times the value obtained from
the planktonic cells for drug amphotericin B, caspofungin, voriconazole and
fluconazole, respectively (Figure 4).
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Figure 4. Results of in vitro susceptibility testing of planktonic and sessile cells against antifungal
amphotericin B, caspofungin, fluconazole and voriconazole. The values expressed in the columns
are averages and bars represent the standard deviation.

DISCUSSION

It is evident the importance of species identification of fungal pathogens that are
responsible for nosocomial infections, since depending of the pathogen involved,
there is a predisposition to the existence of resistance to antifungal drugs
(Sanglard & Odds 2002).

Several studies use the technique multiplex gPCR for identification of
Candida species (Carvalho et al. 2007, Romeo et al. 2009, Liguori et al. 2010,
Mallus et al. 2013), however in many cases, the reaction medium contains large
amounts of species-specific primers for identification of many species that most
likely involves interaction between the primers and thus decrease the sensitivity of
the test (Wei et al. 2008). Despite the various possibilities to prevent the interaction
of oligonucleotides such as the correct choice of annealing temperature, the
possibility of interaction proves to be more of an obstacle in the development of
the technique, so the technique should be targeted to the most prevalent species
in the affected the study region.
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In the present work, the reaction medium was prepared to allow the
identification of the species most prevalent in the study area (C. albicans, C.
tropicalis, and C. parapsilosis), thus developing an assay with high sensitivity.

In the analytical conditions employed in this study, there was considerable
variation of the 5 °C between the species C. parapsilosis (73,5 °C) and C. tropicalis
(78,5 °C) in the amplification of the ITS1 rDNA. This difference allows the safe
application of the proposed test in the differential clinical diagnosis of infections
caused by these species. On the other hand, the amplification of this region in C.
albicans showed a melting peak (79,8 °C) at a temperature close to that observed
for the specie C. tropicalis, however, it is important that they are not overlapping.
Using another pair of primers for the ITS2 rDNA specific for C. albicans was
proposed here to increase reliability in the identification of C. albicans, because
their inclusion in rational median enabled the accurate differentiation of species by
presenting more two melting peaks (75,2 °C and 76,8 °C).

One way to improve diagnosis is the analysis of catheters suspected of
involvement in biofilm by scanning electron microscopy in order to detect the
presence of sessile cells, and perform preliminary identification of the species,
since the organization of the fungal biofilm cells of Candida spp. often presents
different between species C. albicans (Thein et al. 2007), C. parapsilosis (Lattif et
al. 2010) and C. tropicalis (Bizerra et al. 2008) that are dominant genus in
nosocomial isolation of hematological candidiasis in many countries (Quindos
2014). In the present study, the ultrastructural characteristics of biofilms formed by
C. albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis are in agreement with the previously
reported in the literature. C. albicans and C. tropicalis have blastospores with
hyphae, but the C albicans species presents filaments form in greater numbers
(Thein et al. 2007, Bizerra et al. 2008) since C. parapsilosis basically shows the
formation of pseudohyphae with blastospores (Lattif et al. 2010).

Despite the current high cost and difficulty of access to equipment for
development of SEM, itis extremely important to the differentiation of an antifungal
resistance of intrinsic origin or a result of biofilm formation which causes difficulties
in patient care. This analysis for the presence of biomass can be performed directly
from the tip of the catheter withdrawn from the patient by means of SEM analysis
as performed in this study.

The Candida yeasts present as an important virulence factor, the ability to
BF (Lim et al. 2012) and all of the samples in this study showed the ability to form
sessile cells. The presence of biomass in the host or invasive devices becomes a
source of reinfection with subsequent recurrent episodes and increased mortality
of patients (Lim et al. 2012).

Amphotericin B and caspofungin are widely used in the antifungal treatment
of candidiasis (Rautemaa et al. 2008), well as voriconazole and fluconazole
(Diekema et al. 2009, Pappas et al. 2009). Among these drugs, there are reports
of the species C. albicans with reduced susceptibility to fluconazole (Prasad &
Kapoor 2005, Coste et al. 2007, Mishra et al. 2007) as observed in this study.
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Despite the observation of antifungal activity against biofilm cells, the vast
majority of defined concentrations is considered high and therapy with high
concentrations of these drugs presents a risk to the patient due to potential toxicity
(Fanos & Cataldi 2000, Wilke 2011, Egunsola et al. 2013, Hamada et al. 2013).

The data obtained in this study show a high frequency of biofilm formation,
emphasizing the importance of diagnosis and combat this biomass formed by
Candida species, since was shown a considerable increase in the minimum
inhibitory concentration of antifungal drugs to combat the sessile cells.
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