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RESUMO

Introducédo: Candida rugosa € um patdogeno emergente que merece destaque
pela sua maior ocorréncia em paises da América Latina. Esta levedura tem o
potencial de colonizar e causar infeccdes de corrente sanguinea no homem,
bem como de apresentar resisténcia a diversos antifingicos, principalmente
aos azolicos. Objetivos: comparar caracteres fenotipicos, como atributos de
viruléncia e sensibilidade antifingica, além de realizar identificagdo e tipagem
molecular de isolados clinicos de C. rugosa obtidos de pacientes que
desenvolveram candidemia, com cepas isoladas de pacientes que foram
somente colonizados por esta espécie, sem desfecho de candidemia na
internacdo. Também foi de nosso interesse avaliar tais diferengcas entre as
cepas provenientes de pacientes internados ao longo de dois periodos
avaliados: 1995/96 e 2001/02. Material e Métodos: As cepas foram
caracterizadas fenotipicamente quanto a fatores de viruléncia, incluindo a
producdo de enzimas extracelulares (proteinase, fosfolipase e lipase) e a
formacdo de biofilme. Foram realizados teste de susceptibilidade a cinco
antifngicos pelo método de microdiluicdo em caldo, sendo eles: anfotericina B,
fluconazol, voriconazol, caspofungina e anidulafungina. Para confirmacao de
espécie e avaliacdo de variabilidade genotipica, foram utilizadas as técnicas
moleculares de RAPD, microssatélite e sequenciamento da regido ITS (rRNA).
Resultados: Observou-se grande variabilidade nos resultados referentes a
producdo de enzimas hidroliticas. A populacéo foi classificada, no geral, como
baixa produtora de proteinase, ndo produtora de fosfolipase e baixa e média
produtora de biofilme. A producdo de lipase foi o Unico fator de viruléncia
expresso de maneira consideravel pelos isolados clinicos, destacando-se a alta
producdo desta enzima por cepas isoladas de sangue, sugerindo a importancia
da mesma no estabelecimento de infeccdo por C. rugosa. Com relacdo a
sensibilidade aos antifungicos, os isolados mostraram-se sensiveis a todas as
drogas, exceto ao fluconazol. A avaliagdo dos resultados obtidos por 3
diferentes métodos moleculares demonstrou alto relacionamento filogenético
entre os isolados clinicos, exceto pela cepa de referéncia a qual foi sempre
posicionada em diferente cluster. A analise genotipica revelou similaridade de
90,5% entre todos os isolados, e de 87% para a cepa de referéncia ATCC1051
pela técnica de RAPD, e uma similaridade de 92% entre os isolados clinicos e
de 86,5% para a cepa controle pelo método de microssatélite. O
sequenciamento da regido ITS identificou todos os isolados como sendo C.
rugosa, apresentando uma identidade que variou de 89% a 93% para 0s
isolados clinicos, e 99% para a cepa de referéncia ATCC10571. Conclusdes:
N&o foi possivel estabelecer uma correlacdo direta entre a expressao de todos
os fatores fenotipicos avaliados e o desfecho clinico dos pacientes, embora
haja evidéncias importantes da atividade de lipase influenciando candidemia
por C. rugosa. Sugere-se que houve uma disseminacgao clonal dos isolados de
C. rugosa no ambiente hospitalar avaliado ao longo de varios anos.
Adicionalmente, as diferencas genéticas encontradas entre os isolados clinicos
e a cepa de referéncia ATCC10571, juntamente com algumas diferencas
fenotipicas observadas exclusivamente nesta cepa, tais como alta producéo de
biofilme, macromorfologia acentuadamente rugosa e baixa atividade de lipase,
indicam a possibilidade de heterogeneidade do tdxon C. rugosa.
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ABSTRACT

Introduction: Candida rugosa is an emergent pathogen recognized by its
higher occurrence in Latin American countries. This yeast has the ability to
colonize and cause human bloodstream infections as well as to show resistance
to several antifungal drugs, specifically to azoles. Objectives: To compare
phenotypic properties such as virulence attributes and antifungal susceptibility,
as well as to perform molecular identification and typing of C. rugosa clinical
isolates obtained from patients who were either colonized or developed
candidemia due to this species during the hospitalization period. We were also
interested in evaluating such differences among strains isolated across two
different periods: 1995/96 and 2001/02. Material and Methods: The strains
were phenotypically characterized according to virulence factors, including the
production of extra cellular enzymes (protease, phospholipase and lipase) and
biofilm formation. We performed susceptibility testing to 5 antifungal drugs by
using broth microdilution: amphotericin B, fluconazole, voriconazole,
caspofungin and anidulafungin. To confirm identification to the species level and
evaluate genetic variability, we have employed RAPD, microsatelite and rDNA
ITS region sequencing. Results: Phenotypic properties varied considerably
among the isolates, specifically regarding to hydrolytic enzymes production.
Most of the isolates were low proteinase producers. The strains were
phospholipase negative and showed a not very expressive biofilm formation in
general. Nevertheless, lipase production was the only virulence factor
considerably expressed by the clinical isolates, specifically by blood strains,
suggesting the importance of this attribute in C. rugosa infection. The strains
were sensitive to all the antifungal drugs tested, except fluconazole. The clinical
isolates were highly related as determined by 3 different methods. However the
control strain ATCC10571 was considered genotipically very different Our
isolates were 90.5% similar among them and 87% similar to C. rugosa control
strain as determined by RAPD, and 92% similar among them and 86,5% similar
to ATCC10571, as determined by microsatelite. All the isolates were identified
as C. rugosa by ITS region sequencing. The percentage of similarity ranged
from 89% to 93% for the clinical isolates, and 99% to C. rugosa ATCC10571.
Conclusions: It was not possible to establish a direct relationship between the
expression of all virulence properties and patients clinical outcomes. However
there is mounting evidence that lipase activity influences candidemia due to C.
rugosa. It is possible that clonal dissemination in the hospital environment have
occurred throughout several years. In addition, the genetic differences found
between our isolates C. rugosa control strain ATCC10571, together with the
phenotypic differences observed, such as higher biofilm formation and rough
colony morphology, as well as low lipase activity for this control strain, suggest
the genetic heterogeneity among the taxon C. rugosa.
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Introducéao

1.1 Infec¢cdes de corrente sanguinea por Candida spp.: impacto em saude

publica

Nas ultimas trés décadas, houve um aumento significativo na
ocorréncia de infecgcbes de corrente sanguinea pelo género Candida em
diversos hospitais de todo mundo. Este fato tem sido comumente observado
em pacientes imunocomprometidos, ou que estejam hospitalizados,
particularmente aqueles submetidos ao uso de antibioticoterapia prolongada,
terapia imunossupressora, nutricdo parenteral e exposicdo a procedimentos
médicos invasivos (Pfaller et al., 2007%, Pappas, et al., 2006). Neste cenario,
tem sido comum o aparecimento de infec¢des invasivas por microrganismos
até entao pouco conhecidos e de aparente baixa patogenicidade (Mekha et al.,

2007; Lunardi et al., 2006; Pfaller et al., 2006%).

Dados epidemiologicos a respeito da incidéncia e mortalidade
atribuida a candidemia estdo associados a diversos fatores, tais como as
caracteristicas da populacédo de risco, o padrao das instalacfes disponiveis em
cada centro meédico, a disponibilidade financeira de cada pais para o
tratamento da doenca, a distribuicdo das espécies de Candida e a sua
prevaléncia de resisténcia aos antifungicos. Portanto, informacdes
epidemiolégicas disponiveis para um determinado centro ou regido geografica

talvez ndo possam ser aplicadas para outras (Mokaddas et al., 2007).

Diversos estudos apontam o género Candida como sendo um

importante agente de infeccBes invasivas hospitalares. Geralmente, Candida
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spp. estdo entre os 10 agentes mais comuns causadores de infeccdes de
corrente sanguinea (ICS), respondendo por 4 a 9% em freqUuéncia de
isolamento em hemoculturas, quando comparadas com outros agentes (Doshi

et al., 2009; Blot et al., 2008; Bouza et al., 2008).

Wisplinghoff et al. (2004) em um estudo realizado entre margo de
1995 a setembro de 2002, em 49 hospitais nos Estados Unidos da América
(EUA), coletaram 24.179 casos de ICS nosocomial e demonstraram que o
género Candida foi o 4° agente mais comumente isolado em hemoculturas,
respondendo por 9% das infec¢cdes de corrente sanguinea, posicionando-se
apenas atras dos casos de bacteremia por Staphylococcus coagulase-negativo
(31%), Staphylococcus aureus (20%) e Enterococcus spp. (9%). Em outro
estudo realizado no setor pediatrico de um hospital terciario da Finlandia, que
identificou 739 casos de ICS durante um periodo de 8 anos (1999-2006),
revelou-se que o género Candida foi o terceiro agente mais isolado em
hemoculturas (6%), ficando atras dos patdgenos Staphylococcus coagulase-

negativo (52%) e Staphylococcus aureus (20%) (Sarviki et al., 2008).

A infeccdo de corrente sanguinea nosocomial pelo género
Candida destaca-se ndo apenas por sua prevaléncia em diferentes centros
médicos, como também por suas complica¢cfes, apresentando altas taxas de
mortalidade atribuida da ordem de 50% (Mitt et al., 2009; Acar et al., 2008;
Pfaller et al., 2007%, Colombo & Guimarées, 2003). Além disso, a candidemia é
dificil de ser diagnosticada, dificil de tratar e aumenta consideravelmente o

custo de hospitalizacédo (Morgan et al., 2005).
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Dados referentes a incidéncia de candidemia em paises da
América Latina sdo ainda escassos. No Brasil, um estudo realizado por
Colombo et al. (2006) em onze centros hospitalares brasileiros distribuidos em
nove cidades de grande porte situadas nas regides sul, centro-oeste e sudeste,
no periodo de marco de 2003 a dezembro de 2004, relatou 712 casos de
candidemia. Neste trabalho, verificou-se que a incidéncia de candidemia era de
2.49 casos por 1.000 admissdes, taxa esta de 2 a 15 vezes maior de que as
reportadas em centros hospitalares do Hemisfério Norte, tais como os Estados
Unidos (0,28 a 0,96 por 1.000 admissées), Canada (0,45 por 1.000 admissdes)

e Europa (0,20 a 0,38 por 1.000 admissdes).

Em outro trabalho realizado em 4 centros médicos pertencentes a
cidade de S&o Paulo, a taxa de incidéncia de candidemia foi de 1.66 casos por
1.000 admissodes, que, embora seja menor do que a taxa verificada no estudo
anterior, ainda caracteriza-se por ser alta quando comparada com paises da

América do Norte e Europa (Colombo et al., 2007).

1.2 Aumento de espécies de Candida ndo-Candida albicans como agentes

de candidiase hematogénica

Embora C. albicans seja 0 agente etiolégico mais comum em
candidemia, nos ultimos anos acredita-se ter havido um decréscimo global no
seu isolamento. Em contrapartida, o aumento de infeccdes da corrente

sanguinea por espécies de Candida ndo-Candida albicans parece ser uma
4
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tendéncia global (Pfaller et al., 2007%, Colombo et al., 2006; Almirante et al.,
2005), sendo cada vez mais comuns relatos de taxas de isolamentos em torno
de 50% de Candida ndo-Candida albicans nos episédios de candidemia (Bouza

et al., 2008; Shorr et al., 2007; Passos et al., 2007; Bassetti et al., 2006)

Mais de 17 espécies de Candida ja foram descritas como agentes
causadores de fungemia, contudo a maior parte dos casos sao atribuidos a 5
espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei.
Contudo, a taxa de isolamento de espécies previamente consideradas raras,
tais como C. kefyr, C. famata, C. guilliermondii e C. rugosa, tem aumentado em
uma ordem de 2 a 10 vezes nos ultimos anos, sendo estas duas ultimas
espécies particularmente comuns na América Latina (Lai et al., 2008; Pfaller et

al., 2007%).

O motivo pelo qual tem ocorrido aumento de infecgbes fungicas
por espécies de Candida ndo-Candida albicans é ainda pouco conhecido.
Certamente a melhoria nas técnicas de identificacdo de leveduras tem tido um
importante papel para este aumento, entretanto, varios autores sugerem que
este fenbmeno seja decorrente da combinacdo de diferentes variaveis,
incluindo pressao seletiva de antifingicos, aumento de pacientes portadores de
diferentes doencas degenerativas e neoplasias e, finalmente, a maior utilizacéo
de procedimentos invasivos (Pfaller et al., 2007%; Nucci & Marr, 2005; Colombo

et al., 1999).

O entendimento do processo que leva a fungemia por espécies
de Candida ndo-Candida albicans é de especial interesse. Primeiramente, é

fundamental a caracterizacdo de fontes, reservatorios e meios de transmissao
5
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de espécies de Candida nao-Candida albicans para que seja possivel o
estabelecimento de medidas de controle e prevencdo de infeccbes causadas
por estes agentes. Além disso, em relacédo a terapéutica, tais espécies podem
apresentar baixa susceptibilidade aos antifUngicos de uso sistémico, tal como
ocorre com espécies com sensibilidade reduzida aos azdlicos, o que dificulta o

tratamento do paciente (Magill et al., 2009; Colombo & Guimaraes, 2003).

Estudos em hospitais de diferentes partes do mundo mostram
variacdes regionais no padrdo de distribuicdo de espécies de Candida. Neste
contexto, percebe-se que em paises da América Latina ha predominio de C.
tropicalis e C. parapsilosis relacionadas a candidemia, sendo menos comum a
ocorréncia de fungemias por C. glabrata. Por outro lado, nos EUA e muitos
paises da Europa, onde o uso profilatico do fluconazol é uma préatica bem
estabelecida ha muito tempo, observa-se o predominio de C. glabrata entre as
fungemias por espécies de Candida ndo- Candida albicans (Brito et al., 2006;
Colombo et al., 2006; Almirante et al., 2005; Morgan, 2005; Tortorano et al.,

2004; Godoy et al, 2003; Goldani et al., 2003).

1.3 Candida rugosa como patégeno emergente e resistente a drogas

antifingicas

Candida rugosa tem sido descrita como um microrganismo
colonizante e também patogénico para muitas espécies de animais. C. rugosa

foi originalmente isolada de fezes humanas em 1917 e denominada de
6
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Mycoderma rugosa (Moretti et al., 2000). Desde entédo, esta espécie tem sido
frequentemente associada a casos de mastite bovina, que € uma das doencas
veterinarias mais importantes que acometem rebanhos de vacas leiteiras
(Richard et al., 1980) e raramente como agente causador de matrite purulenta

em éguas (Giorgi et al., 1986).

Atualmente, C. rugosa vem sido citada como um patdgeno
humano emergente, comumente associado a surtos de carater endémico a
determinadas instituicdes (Pfaller et al., 2007% Nucci & Marr, 2005). O primeiro
caso de candidemia por essa espécie foi reportado em 1985, no qual, culturas
positivas de C. rugosa foram obtidas em amostras de sangue e de cateter
intravenoso de um paciente (Reinhardt, et al.,1985). Neste mesmo ano, C.
rugosa foi isolada de amostras de sangue e escarro de dois pacientes
imunocomprometidos numa instituicdo dos Estados Unidos (Sugar & Stevens,
1985). Desde o seu primeiro relato, C. rugosa tem sido citada em diversos
outros estudos, ora surgindo de maneira casual e rara, ora de maneira mais

expressiva e constituindo surtos.

Dube et al. (1994) relataram um surto de candidemia por C.
rugosa em pacientes queimados, que posteriormente foi confirmado por um
estudo de genotipagem com a técnica de pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) de acordo com Dib et al. (1996). Os autores observaram que desde o
momento em que se implantou o uso de nistatina tépica nas feridas dos
pacientes apresentando queimaduras, a aquisicdo de C. rugosa aumentou de
0,36% para 5,25% em admissdes no periodo de utilizagdo da nistatina,

sugerindo uma pressao seletiva desta espécie. Os testes de susceptibilidade
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dos 15 isolados de C. rugosa deste surto demonstraram resisténcia a nistatina

e susceptibilidade moderada a anfotericina B e ao fluconazol.

O isolamento esporadico de C. rugosa tem sido reportado em
diversos centros hospitalares de todo mundo. Ng et al. (1998) relataram a
ocorréncia de 7 culturas positivas para C. rugosa num estudo realizado na
Malasia, sendo 3 de sangue, 2 de urina e 2 de pele. Posteriormente, estes
mesmos autores relataram mais 7 casos de candidemia por C. rugosa entre 0s
anos de janeiro de 1997 a outubro de 1999, nimero que correspondia a 4%

das infecc¢des fungicas detectadas neste periodo (Ng et al., 2001).

Num outro estudo, a partir de 45 isolados de Candida nao-
Candida albicans provenientes de pacientes com cancer, somente um foi
identificado como sendo C. rugosa. O isolamento de todas as cepas deste
estudo estava relacionado ao tratamento profilatico dos pacientes com

fluconazol (Kremery et al., 1999).

Um caso de candidemia por C. rugosa também foi relatado em
um recém-nascido de 27 dias de idade que fazia tratamento com hemodialise
(Hanzen et. al., 2002). Na Polbnia, a partir de 161 cepas de fungos
provenientes de pacientes com doenca renal crbnica, 2,48% eram de C.
rugosa, que curiosamente apareceu com uma taxa de isolamento idéntica a de
C. tropicalis (Drozdowska, 2007). A partir de um estudo ao longo de 3 anos
(2004 a 2007) realizado no Mexico, constituido por 398 isolados de
hemocultura, somente duas cepas de C. rugosa foram obtidas, revelando a

raridade da ocorréncia desta espécie neste pais (Gonzalez et al., 2008).
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Também houve relatos de colonizacdo por C. rugosa no trato
respiratorio superior e intestino de pacientes com leucemia. A quantidade de
leveduras encontradas nesses pacientes excedeu os limites existentes em
pessoas saudaveis, e a colonizacao foi associada com futuras complicacbes de

infec¢Bes fungicas (Fedorovskaia et al., 2008).

Pfaller et al. (2006%) coletaram dados do ARTEMIS DISK
Antifungical Surveillance Program, reunindo 452 isolados clinicos de Candida
rugosa e seus respectivos dados sobre susceptibilidade ao fluconazol e
voriconazol. C. rugosa contabilizou 0,4% dos 134.715 isolados de Candida spp.
de 127 diferentes centros médicos do mundo inteiro. Foi possivel verificar que
a frequéncia de isolamento desse agente aumentou de 0,03% para 0,4%
durante o periodo de estudo de 6,5 anos, sendo este aumento especialmente
verificado na América Latina. Foi observada uma baixa susceptibilidade de C.
rugosa ao fluconazol (40,5% de susceptibilidade) em isolados de todas as
regides geograficas. Cepas provenientes da Europa e América do Norte foram
muito mais susceptiveis (97 a 100%) ao voriconazol do que as que foram
isoladas da Asia e América Latina (55,8 a 58,8%). Tais dados sugerem que C.
rugosa pode ser uma espécie de Candida com reduzida susceptibilidade aos
antifingicos azolicos, tais como C. krusei e C. glabrata. Este fato, além da
variacdo regional de susceptibilidade ao voriconazol, justifica ainda mais o

conhecimento da biologia deste patégeno.

No Brasil, existem alguns relatos de isolamento de C. rugosa.

Vital et al. (2002) isolaram 7 cepas de C. rugosa de amostras de solo da regiao
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amazoénica em Roraima, o que mostra que o0 solo € possivelmente um dos

nichos que esta levedura pode ocupar.

A primeira referéncia importante sobre a atuacédo desta levedura
como patogeno foi realizada por Colombo et al. (2003), onde relatou-se um
surto de candidemia por C. rugosa em seis pacientes internados em um
hospital terciario na cidade de Sao Paulo, num periodo de quatro meses.
Embora a fonte do surto ndo tenha sido identificada, foi possivel averiguar que
havia relacionamento genético entre os seis isolados, confirmado por meio da
técnica de tipagem por RAPD. Neste surto, verificou-se que todos 0s pacientes
haviam sido expostos a procedimentos médicos invasivos, incluindo o uso de
cateter intravenoso, cirurgias ou dialises. Embora os isolados testados
apresentassem susceptibilidade in vitro a anfotericina B, fluconazol e 5-
flucitocina, quatro pacientes submetidos ao tratamento com anfotericina B, bem

como um paciente nédo tratado, foram a oébito.

Em outro estudo realizado por um periodo de 18 meses
(2001/2002) no mesmo hospital do surto previamente descrito, a partir de um
total de 349 pacientes, foram identificados 100 individuos colonizados por C.
rugosa, dos quais 14 desenvolveram candidemia por este agente. A analise
multivariada revelou associacédo entre candidemia por C. rugosa e tempo de
internacdo, colonizacdo prévia em regido pericateter venoso central, tempo de
sondagem vesical e tempo de nutricdo enteral (Rosas et al., 2004). Este
mesmo hospital foi o local de isolamento de mais 24 de um total de 25 cepas
de C. rugosa, que foram coletadas em um estudo realizado em 4 hospitais da

cidade de S&o Paulo, nos periodos de mar¢co de 2002 a fevereiro de 2003.

10
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Dentre estes isolados, 16% foram resistentes ao fluconazol e 40%
apresentaram susceptibilidade dose dependente a esta droga antifUngica
(Colombo et al., 2007). Esta série de isolamentos clinicos reportados ao longo
do tempo em um mesmo centro médico demonstra que C. rugosa € um agente
patogénico capaz de se adaptar ao ambiente hospitalar e causar episodios

frequentes de candidemia.

Um estudo multicéntrico realizado na cidade de Sao Paulo entre
0s anos de 1995 e 2003, com 1000 isolados de sangue de Candida spp., no
qual testou-se a susceptibilidade a cinco tipos de antifungicos diferentes em 25
isolados de C. rugosa, demonstrou que 44% e 32% das cepas apresentaram
susceptibilidade = dose-dependente  para  fluconazol e itraconazol,
respectivamente (da Matta et al., 2007). Estes dados corroboram a idéia de

baixa susceptibilidade aos azélicos para esta espécie.

Pires-Goncgalves et al. (2007) investigaram a diversidade de
leveduras provenientes de amostras de cavidade oral de 175 pacientes com
diabetes mellitus dependentes de insulina. Foram identificados 89 isolados de
Candida spp., sendo que C. albicans representou 56% dessas amostras,
seguida de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. rugosa e C.
guilliermondii. Testes de susceptibilidade ao fluconazol realizados com essas
amostras revelaram 100% de resisténcia nos isolados de C. rugosa. Também
foi verificada a ocorréncia de 4 isolados desta espécie na microbiota da
cavidade oral de criancas infectadas pelo virus do HIV monitoradas pelo setor

pediatrico de um hospital universitario de Campinas, o que refor¢a o carater

11
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oportunista desta levedura, bem como seu potencial de agente colonizador de

seres humanos (Melo et al., 2009).

Além da aparente resisténcia aos azdlicos, C. rugosa também
tem sido previamente citada como um possivel agente resistente a anfotericina
B (Colombo et al.,, 2003) e com uma baixa susceptibilidade a caspofungina
(Pfaller et al., 2006"). Reforcando esta idéia, um estudo realizado na Coréia do
Sul com dois isolados de C. rugosa relatou valores altos da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) de anfotericina B pela metodologia do Etest, sendo 0.75
e 1 ug/mL, respectivamente. Estes autores sugeriram que esta metodologia
possui maior poder discriminatério para evidenciar leveduras com

suscetibilidade reduzida a essa droga (Park et al., 2008).

Em contrapartida, embora estudos in vitro apontem que C. rugosa
possa ter baixa sensibilidade a anfotericina B, pesquisas realizadas in vivo
indicam que esta droga pode ser utilizada no tratamento para infeccao por C.
rugosa, uma vez que ela foi capaz de diminuir os focos de infec¢do nos 6rgaos
das cobaias testadas, bem como aumentar a sobrevida dos camundongos
infectados por essa levedura. O mesmo foi observado com relagdo ao

voriconazol e ao posaconazol, sendo estas drogas aparentemente efetivas

contra esse agente (Hernandez et al., 2004; Pfaller et al., 2003).

Recentemente, foi descrita uma nova espécie de Candida
denominada Candida pseudorugosa. Dois isolados obtidos de amostras de
escarro de um mesmo paciente foram inicialmente identificados como C.
albicans e C. tropicalis, baseados em suas coloracdes em meio CHROMagar.

Testes bioquimicos subsequentes utilizando-se o APl 20C AUX identificaram
12
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tais isolados como Candida rugosa. O sequenciamento do dominio D1/D2 da
regido 26S do rDNA revelou 4,7% de diferencas entre estes isolados e C.
rugosa, enquanto que a regiao ITS, revelou 20,4% de diferencas em relacdo ao
alinhamento das bases das sequéncias de DNA. Por conseguinte, tais
amostras foram consideradas como uma nova espécie, C. pseudorugosa, a
qual seria filogeneticamente relacionada a C. rugosa. Notoriamente, estes dois
isolados pertencentes a esta nova espécie descrita mostraram-se resistentes a
anfotericina B, caspofungina, itraconazol e nistatina, dose-dependente para o

fluconazol e sensiveis a flucitocina e voriconazol (Li et al., 2006).

1.4 Fatores de viruléncia de C. rugosa

A literatura apresenta poucos dados sobre os atributos de
viruléncia da espécie C. rugosa. Num estudo in vivo realizado por Richard et al.
(1980), isolados de C. rugosa previamente isolados de glandulas mamarias
infectadas de vacas leiteiras foram inoculados em glandulas mamarias de
vacas saudaveis, causando infeccdo em 100% das glandulas inoculadas, com

recuperacdo dos organismos apos aproximadamente 7 dias da inoculagéo.

Em outro estudo realizado por Jensen et al. (1994), camundongos
foram inoculados intravenosamente com 1x10° ou 1x10’ células de Candida
rugosa proveniente de vacas com mastite. Embora as cepas ndo tenham sido
capazes de matar os animais infectados, observou-se a presenca de necrose e

infiltracdo de células inflamatorias nos tecidos renais, hepaticos e cardiacos,
13
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demostrando que os isolados de C. rugosa estudados podem apresentar
viruléncia moderada. Este estudo corrobora a idéia de que leveduras
consideradas pouco virulentas ao homem podem se tornar patogénicas de
acordo com as condi¢cdes imunolégicas do hospedeiro, sendo possiveis

causadores de doencas.

Como foi apresentado anteriormente, ndo ha dados in vitro sobre
atributos de viruléncia de C. rugosa. Da mesma forma, poucos dados séo
disponiveis sobre a historia natural e infeccdo por este agente em modelos
experimentais (Hernandez et al.,, 2004; Jensen et al., 1994; Richard et al.,
1980). Tendo em vista a emergéncia de C. rugosa em centros médicos na
América Latina e ocorréncia de surtos no Brasil, justifica-se o interesse na
caracterizagcdo dos fatores de viruléncia deste agente utilizando-se como

modelo os estudos ja realizados com C. albicans.

1.4.1 Enzimas hidroliticas em Candida spp.

C. albicans ainda € a espécie responsavel pela maioria das
doencas fungicas causadas pelo género Candida e também a mais virulenta
em modelos animais de infeccdo disseminada. Além disso, esta espécie
encontra-se com 0 genoma completamente sequenciado. Por esse motivo,
seus fatores de viruléncia tém sido bastante estudados, tais como: transicéo
levedura a hifa, adesdo a células epiteliais e endoteliais do hospedeiro, bem

como a materiais plasticos utilizados em procedimentos médicos invasivos
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(producéo de biofilmes), habilidade de escapar do ataque de células do sistema
imunoldgico e a capacidade de secretar enzimas hidroliticas (Schaller et al.,
2005; Odds, 1994). Entretanto, investigacbes a respeito dos atributos de
viruléncia de espécies de Candida ndo-Candida albicans, ainda sdo escassos,
apesar de estes patégenos serem frequentemente relatados como causadores

de doenca.

C. albicans é capaz de secretar diversas enzimas hidroliticas, tais
como proteinases, fosfolipases e lipases, e todos estes atributos de viruléncia
auxiliam o fungo na obtenc&o de nutrientes a partir das células do hospedeiro,
auxiliando a levedura a invadir os tecidos do hospedeiro através da quebra das
membranas celulares e matrizes extracelulares, bem como no escape aos
mecanismos de defesa do organismo humano, garantindo ao patbgeno uma
habilidade impar de sobreviver e infectar varios sitios anatémicos com

diferentes pressdes ambientais (Fu et al., 1997).

Atividade proteolitica extracelular € um fator de viruléncia
importante em C. albicans atribuido as proteinases asparticas secretadas
(SAPs), que sdo codificadas por uma familia de pelo menos 10 genes que
expressam 10 tipos de proteinases diferentes (SAP1-SAP10). Estas
proteinases assumem papéis variados durante o processo de infeccdo no
hospedeiro, uma vez que s&do diferencialmente expressas e reguladas. E
sabido, por exemplo, que as SAP4-6 sdo produzidas quase que
exclusivamente durante a formacdo de hifas e em pH neutro, e também séo
comumente associadas a infeccdo de mucosa vaginal. Por sua vez, SAP9 e

SAP10, sao constitutivamente expressas em todas as formas de crescimento
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do patégeno. Durante as infeccles sistémicas, SAP2, SAP 4-6 e SAP9 séo
altamente expressas, sendo SAP2 expressa nos estagios mais tardios dessas

infecgbes (Schaller et al., 2005).

As fungdes propostas para as proteinases durante a infeccéo
incluem: digestdo das proteinas do hospedeiro para suprimento nutricional,
evasdo do sistema imunolégico humano através da degradacdo de
imunoglobulinas e proteinas do complemento, bem como a aderéncia e
degradacéo das barreiras do hospedeiro durante a invasao e resisténcia ao
ataque antimicrobiano (Hube et al., 2001; Monod et al., 1994; Monod et al.,

1998).

Genes homologos aos genes SAPs também foram identificados
em outras espécies de Candida. Utilizando-se a sonda SAP1DNA, foi possivel
identificar bandas no genoma de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. guillermondii.
Diferengas substanciais na especificidade de substratos em cada uma das
proteinases produzidas pelas diferentes espécies também foram encontradas,
tal como ocorre em C. albicans (Hruskova-Heidingsfeldova et al., 2009;

Haynes, 2001).

A producao de proteinase por espécies de Candida ndo-Candida
albicans ja foi relatada em diversos estudos, particularmente em C. tropicalis,
C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Contudo estas outras espécies
geralmente caracterizam-se por apresentarem cepas nao produtoras ou baixas
produtoras de proteinase quando comparadas a C. albicans (Rorig et al., 2009;

Gokce et al., 2007).
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Producdo de fosfolipase por C. albicans € considerada outro
aspecto importante na viruléncia dessa levedura. Microscopia eletrdnica e
ensaios bioquimicos radioativos demonstraram que a atividade de fosfolipase
nessa levedura esta presente na superficie da célula leveduriforme, e é
principalmente encontrada na extremidade de crescimento das formas
filamentosas. Seu alvo fundamental sédo os fosfolipideos da membrana celular,
0s quais séo hidrolisados levando a ruptura da membrana celular no momento
da invasao tissular. Algumas funcdes para as fosfolipases durante a infeccéo
tém sido postuladas, entre elas: penetracdo na célula do hospedeiro, adesao
as células epiteliais e invasdo de epitélio oral humano (Schaller et al., 2005;

Banno et al., 1985).

A producdo de fosfolipase, evidenciada através do cultivo em
meio contendo gema de ovo (rico em fosfolipideos), também foi detectada em
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae e C. krusei (Kantarcioglu
& Yicel, 2002). Contudo, a producdo desta enzima por espécies de Candida
ndo-Candida albicans é, em sua maioria, baixa ou nula, independentemente do
sitio de isolamento (da Costa et al.,, 2009; Mohan das & Ballal, 2008;

Ghannoum, 2000).

Ibrahim et al. (1995) comparam a habilidade de cepas de C.
albicans recuperadas do sangue de pacientes com isolados obtidos da
cavidade oral de individuos sadios em produzirem fosfolipase. Estes isolados
clinicos, com diferentes niveis de expressao de fosfolipase, foram também
comparados quanto a sua viruléncia em modelo murino de candidiase

disseminada. Nas amostras de sangue, foram observadas altas taxas de
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producado de fosfolipase quando comparados as cepas comensais. Em modelo
de infeccdo em camundongo, outros fatores de viruléncia foram avaliados em
paralelo, entretanto, somente a atividade de fosfolipase foi preditora de
mortalidade. Estes dados sugerem um envolvimento de fosfolipase no

processo de invaséo dos tecidos por C. albicans.

Considerando que 25% de todo conteudo lipidico do estrato
cérneo humano é formado por triacilglicerol, espera-se que fungos patogénicos
secretem lipases para conseguirem infectar o hospedeiro. Pouca atencéo tem
se dado para o papel das lipases em viruléncia. Contudo, um estudo revelou
que a producdo de lipases em 85 isolados de Candida spp. foi crucial no
crescimento das leveduras em determinadas condi¢des especificas, embora o
papel fisiolégico dessas lipases ndo tenham sido completamente esclarecidos

(Tsuboi et al., 1996).

Dez genes que codificam lipases em C. albicans (LIP1-LIP10) j&
foram reportados, os quais sao diferencialmente regulados e expressos de
acordo com o estagio de infeccdo do paciente. Além disso, um recente estudo
utilizando modelos experimentais demonstrou que mutantes deficientes para o
gene LIP8 foram significantemente menos virulentos em modelos de infecgéo
em camundongos, indicando claramente que o produto expresso pelo gene
LIP8 é um importante fator de viruléncia em C. albicans (Gacser et al., 2007%).
Também foi verificado que mutantes ndo produtores de lipase de C.
parapsilosis, cuja expressdo dos genes LIP1 e LIP2 foram suprimidas,

mostraram-se menos virulentos em modelos de infeccdo intraperitoneal em
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murinos, além de se tornarem mais suscetiveis a acdo destrutiva dos

macréfagos (Gacser et al., 2007°).

Embora as atividades de proteinase e fosfolipase ainda néo
tenham sido amplamente estudadas em C. rugosa, sabe-se que esta levedura
€ um grande produtor de lipase, o que torna de fundamental importancia
investigar se a producdo desta enzima apresenta potencial patogénico para
esta espécie. Lipases de C. rugosa foram descritas pela primeira vez nos anos
sessenta, através do isolamento da levedura de amostras de solo.
Subsequentemente, duas isoenzimas chamadas de LipA e LipB foram
identificadas, purificadas e caracterizadas. Atualmente, pelo menos sete genes
foram descritos como envolvidos no maquinario produtor de lipase por C.
rugosa, sendo cinco deles completamente caracterizados bioguimicamente (de

Maria et al., 2005).

1.4.2 Formagéo de biofilme

C. albicans, bem como algumas outras espécies de Candida,
possui a capacidade de formar biofilme, caracteristica esta fortemente
associada a capacidade de causar infeccdo, sendo considerada como um
importante determinante de viruléncia em Candida spp. (Donlan & Costerton,

2002).
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Os Dbioflmes sdo estruturas complexas formadas de
microrganismos aderidos a superficies sélidas de natureza bidtica ou abidtica.
Os organismos encontram-se envolvidos em uma densa matriz de substancia
polimérica extracelular (EPS), cujas células possuem taxas de crescimento e
fendtipos alterados. Esta matriz de EPS pode ser composta de popula¢des que
se desenvolvem a partir de uma Unica espécie ou de uma comunidade
derivada de multiplas espécies microbianas (Adam et al., 2002). Algumas
vantagens da formacdo do biofilme incluem: protecdo dos microrganismos
contra as agressoes geradas pelo meio ambiente, disponibilidade de nutrientes,

cooperacao metabdlica e aquisicdo de modificacbes genéticas (Douglas, 2002).

Ha evidéncias de que células do biofilme formado sobre materiais
implantados estejam sendo constantemente liberadas para a corrente
sanguinea, garantindo o sucesso do estabelecimento da infeccdo. Desta forma,
as células do biofilme possuem maior resisténcia a terapia antifingica e maior
capacidade de escapar das defesas imunes do hospedeiro (Ramage et al.,

2006).

Além disso, um estudo de coorte retrospectivo onde foram
avaliados os fatores de risco para mortalidade em pacientes com candidemia
durante um periodo de 5 anos (2000 a 2004), revelou que pacientes infectados
por isolados de Candida produtores de biofilme tinham maior taxa de
mortalidade do que pacientes infectados por isolados ndo produtores (75%
versus 45.7% respectivamente). Tais resultados atentam para o fato de que a
formacao do biofilme pode ser um fator preditivo de mortalidade em pacientes

com candidemia (Tumbarello et al., 2007).
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Candida spp. diferem entre si com relagcdo a habilidade de
formacdo de biofilme, bem como na composicdo do mesmo, com variacdes ha
morfologia, composicdo da EPS e resisténcia aos antifingicos (Seneviratne et

al., 2008).

Shin et. al (2002) compararam a capacidade de formar biofilmes
em isolados sanguineos de sete diferentes espécies de Candida (C. albicans,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, entre outras) e com as mesmas
espécies isoladas em diferentes sitios anatdmicos, utilizando meio contendo
glicose. Foi observado que em comparacdo as espécies de Candida nao-
Candida albicans (61%), C. albicans foi capaz de produzir menos biofilme (8%).
Entre os isolados de Candida ndo-Candida albicans, cepas de sangue
produziram mais biofilme (79%) do que aquelas obtidas de outros sitios do
paciente (52%). Esses dados sugerem uma associagao entre a capacidade de
Candida spp. em produzir biofilme e um maior potencial desses isolados para
causar fungemia relacionada a cateter venoso central (CVC) em pacientes sob

administracao de nutricdo parenteral total (NPT).

De acordo com Hasan et al (2009), a habilidade de uma amostra
em formar biofiilme é uma caracteristica inerente a espécie de Candida
envolvida. Neste estudo, C. albicans, C. lusitaniae e C. krusei foram descritas
como as espécies que mais produziram biofilme. Além disso, houve uma
correlagcdo entre o grau de formacdo de biofilme in vitro com a viruléncia
observada em modelos experimentais com camundongos, uma vez que 0S

animais infectados por isolados com baixa ou nenhuma formacéao de biofilme

21

Gisela Ramos Tercarioli — Mestrado 2009



Introducéao

tiveram maior sobrevida do que os infectados com cepas altamente produtoras

de biofilme.

Nao existe nenhum dado na literatura investigando a habilidade

de C. rugosa em formar biofilme, tornando inédita a nossa investigacao.

1.5 Métodos de genotipagem em Candida spp.

Dentre as técnicas moleculares correntemente utilizadas no
estudo de identificacdo e genotipagem do género Candida pode-se citar: RAPD
(amplificacdo randémica de DNA polimérfico), analise de micro e minissatélite,
cariotipagem com eletroforese em campo pulsatii  (pulsed field gel
electrophoresis—PFGE), analise de fragmentos de restricdio de DNA e
hibridacdo com sondas especificas de DNA, andlise das sequéncias de
nucleotideos de genes ribossébmicos, e, mais recentemente, Multilocus

Sequence Typing - MLST (Tavanti et al., 2005; Sader et al., 1995).

O RAPD é uma técnica que se baseia na amplificacdo de
segmentos de DNA utilizando-se oligonucleotideos contendo cerca de 10 pares
de bases escolhidos aleatoriamente. O numero de sitios de ligacdo e a
localizacdo dos primers variam entre as cepas e produzem varios fragmentos
de DNA que séo separados em gel de agarose por eletroforese, sendo este um
método simples, rapido e que apresenta grande poder discriminatorio inter e

intraespecifico (Walczak et al., 2007; Power, 1996).
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Outra ferramenta molecular utilizada para tipagem de espécies de
Candida é a analise de polimorfismos de microssatélites, que sao sequéncias
relativamente pequenas repetidas em tandem ao longo de todo o genoma. O
polimorfismo dos microssatélites manifesta-se como diferencas nas unidades
repetidas presentes nos alelos, sendo facilmente determinado por técnica de
PCR (Walczak et al.,, 2007; Sampaio et al.,, 2005). O primer GACA; é
amplamente empregado na diferenciacdo entre as espécies de dermatofitos,
bem como na diferenciacéo intraespecifica dos mesmos, revelando-se como
uma excelente ferramenta de tipagem molecular para fungos (Shehata et al.,

2008).

A comparagéo direta de seqiéncias de nucleotideos é um método
objetivo para a resolugdao dos problemas de taxonomia e identificacdo de
fungos de interesse médico. Para este tipo de abordagem as sequéncias mais
conservadas e espécies-especificas sdo representadas por genes ribossomais
(rDNA). Estes genes possuem regides muito conservadas, alternadas por
regides variaveis, representadas, por exemplo, pelos genes espacadores
transcritos internos (internal transcriber spacer — ITS), ideais para comparacdes

interespecificas (Ciardo et al., 2006; Sugita, et al., 2002)
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos:

. I. Confirmar a identificacdo dos isolados de C. rugosa por meio do
sequenciamento da regido ITS do rDNA, bem como avaliar a relagcéo
filogenética entre os mesmos, numa tentativa de detectar variabilidade genética
deste taxon.

. Il. Avaliar a similaridade genética das cepas através de tipagem
molecular por RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) e
Microssatélite, comparando os isolados obtidos nos anos de 1995/96 com o0s
de 2001/02.

. lll. Caracterizar fatores de viruléncia em C. rugosa através da
determinacao da atividade das enzimas extracelulares fosfolipase, proteinase e
lipase, bem como pela avaliagdo da capacidade de producéo de biofilme
destes isolados.

. IV. Avaliar o perfil de susceptibilidade a Anfotericina B, Fluconazol,
Voriconazol, Caspofungina e Anidulafungina em amostras clinicas colhidas em

1995/96 e 2001/02.
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Material e Métodos

3.1. Selecéao das cepas

Foram selecionadas cepas de C. rugosa isoladas durante um
estudo de coorte longitudinal envolvendo pacientes internados em uma unidade
de terapia intensiva (UTI) de um Hospital Terciario na cidade de S&o Paulo, no
qual se estudou por 18 meses a dindmica de colonizagao/infeccéo invasiva por
leveduras do género Candida (Rosas et al., 2004). Ao longo deste periodo
foram isoladas mais de 2.000 leveduras em diferentes sitios nos pacientes
analisados, amostras estas identificadas em nivel de espécie e imediatamente
congeladas e armazenadas em freezer a -70°C no banco de leveduras do
Laboratério Especial de Micologia (LEMI), Disciplina de Infectologia, Escola

Paulista de Medicina — UNIFESP.

Para o presente estudo, foram selecionadas 36 cepas de C.
rugosa pertencentes ao banco de microorganismos acima descrito, obtidas nos
anos de 2001/2002, provenientes de pacientes com idade e APACHE Il escore
conhecidos. Além disso, foram incluidas 6 cepas provenientes de 6 pacientes
que desenvolveram candidemia por C. rugosa, com idade variando entre 48 e
79 anos e cujo APACHE Il escore nao foi informado. Estes pacientes
pertenciam a um surto ocorrido por esta espécie no mesmo Hospital entre

novembro de 1995 e fevereiro de 1996, relatado por Colombo et al. (2003).

Por conseguinte, este estudo foi realizado com um total de 42
amostras clinicas de C. rugosa, as quais foram divididas em trés grupos

distintos, de acordo com o desfecho clinico dos pacientes, a saber:
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Grupo I: pacientes com colonizagéo persistente, sem desenvolvimento de

fungemia ao longo de sua internacgéo;

Total de 19 cepas sequencialmente isoladas de 9 pacientes, 6 do
sexo feminino e 3 do sexo masculino, com idade variando entre 53 e 65 anos, e

APACHE Il escore variando entre 23 e 30 no momento da internagao (Tabela

1).

Grupo Il: pacientes com colonizacdo persistente, desenvolvimento de

fungemia ao longo da internacéo e evolucao para alta hospitalar;

Total de 5 cepas sequencialmente isoladas de 3 pacientes, 2 do
sexo feminino e 1 do sexo masculino, idade variando entre 43 e 66 anos, com

APACHE Il escore entre 27 e 31 no momento da internacao (Tabela 1).

Grupo llI: paciente com colonizagdo persistente, desenvolvimento de
fungemia ao longo da internacdo e evolucdo a Obito a despeito de

tratamento antifingico;

Total de 18 cepas sequencialmente isoladas de 10 pacientes, 6
do sexo masculino e 4 do sexo feminino, idade variando entre 40 e 79 anos,

com APACHE Il escore entre 23 e 35 (Tabela 1).

Para efeito comparativo, além destes isolados clinicos, foram
incluidas uma amostra proveniente da “American Type Culture Collection”
(Candida rugosa ATCC 10571) e duas amostras de C. rugosa isoladas do
sangue de um paciente pertencente a um Hospital Terciario do Rio de Janeiro,

como controles externos.
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Tabela 1: Isolados clinicos de Candida rugosa selecionados neste estudo.

Paciente
(idade)

Paciente 1
(53)

APACHE

N° do
banco

Sitio de
isolamento

Swab retal

Urina

Swab retal

Secregéo traqueal

Paciente 2
(60)

Swab pericateter

Swab pericateter

Paciente 3 (62)

Swab retal

Paciente 4 (63)

Urina

Paciente 5
(65)

Swab retal

Urina

Paciente 6
(99)

Swab pericateter

Swab pericateter

Swab pericateter

Swab pericateter

Paciente 7 (60)

Swab retal

Paciente 8
(54)

Swab pericateter

Swab pericateter

Swab pericateter

Paciente 9 (56

Paciente 10
(48)

Swab retal

Swab pericateter

Sangue

Paciente 11
(66)

Sangue

Swab pericateter

Ano da
Coleta

2001/2002

2001/2002

Paciente 12 (48

Paciente 13 (48)

Sangue

Sangue

Paciente 14
(64)

Swab retal

Swab retal

Swab pericateter

Swab pericateter

Swab pericateter

Sangue

Paciente 15
(66)

Swab pericateter

Sangue

Paciente 16
(59)

Sangue

Swab retal

Swab retal

Paciente 17 (54)

Sangue

1995/1996

2001/2002

Paciente 18 (65)

Sangue

Paciente 19 (73)

Sangue

Paciente 20 (67)

Sangue

Paciente 21 (79)

Paciente 22 (71

Paciente 23

2683A

1995/1996

Controle

Desfecho
Clinico

Colonizacéo

Candidemia

e alta

Candidemia

e ohito

2683B

Sangue

Controle
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3.2. Verificacdo de viabilidade, pureza e identificacdo fenotipica das

leveduras armazenadas como Candida rugosa

Previamente aos experimentos, as cepas foram submetidas a
verificagdo de sua pureza e viabilidade. Portanto, as células de levedura foram
semeadas em meio agar Sabouraud dextrose (SDA / Oxoid, Cambridge, UK)
contendo cloranfenicol, com repiques sucessivos, com a finalidade de que os

testes fossem realizados com culturas recentes.

Para a avaliagao da pureza, as leveduras foram semeadas pela
técnica de esgotamento, em placas de Petri (90x15 mm) descartaveis contendo
meio CHROMagar Candida® (BD, NJ, USA), meio cromogénico seletivo, que
permite a identificacdo de culturas mistas de leveduras. Apos 48 horas de
incubagdo a 37°C, as colbnias foram identificadas por microcultivo em &agar
Fuba (fuba 20 g/L; Agar Oxoid 10 g/L; Tween 80 5ml/L) e pelo perfil bioquimico

através da utilizacao do kit comercial ID32C (BioMérieux, Etoile, Francga).

Com a finalidade de criar um banco de microrganismos proprio
para este estudo, todas as amostras foram cultivadas em meio YEPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose) por 24 horas a 30°C, estocadas em tubos de

congelamento contendo 20% de glicerol e armazenadas em freezer -70°C.

30

Gisela Ramos Tercarioli — Mestrado 2009



Material e Métodos

3.3 Tipagem molecular

3.3.1 Extracdo do DNA e formacao de protoplastos

Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de isolamento de
Wash et al. (1994). Para este procedimento, uma col6nia de C. rugosa foi
crescida “overnight” em 5 mL de YEPD, sob agitacdo de 200 rpm e incubada a
30°C. Foi transferida, em seguida, aliquota de 1,3 mL da cultura para tubo de
microcentrifugagao de 1,5 mL, sendo o mesmo, centrifugado a 6000 rpm por 3
minutos. As células foram lavadas em 1 mL de agua milli-Q e ressuspensas no

agitador de tubos (vortex).

Apods nova centrifugagdo, o sobrenadante foi removido, as células
homogeneizadas em 200 uL de tampdo protoplasto (B-mercaptoethanol
10U/mL — Pharmacia -; 1:10 de Tris-HCI 1M, pH 7.4; 1:50 de EDTA 5M pH 8.0;
Zymolyase 0.2 mg/mL - ICN Biomedicals -) e incubadas por 1h a 37°C em
banho-maria. Posteriormente, 200 uL de tampéao de lise (NaOH 10N, SDS 10%
viv, 1 mL agua milli-Q) acrescido de 8uL de Proteinase K (20g/mL) foram
adicionados a suspensao, sendo a mesma incubada a 65 °C por 20 minutos, e,
em seguida, resfriada rapidamente no gelo. Para precipitar as proteinas e
restos celulares, foram adicionados 200 puL de acetato de potassio (5M, pH 5,4)
ao tubo, sendo o0 mesmo incubado no gelo por 15 minutos. A suspenséo foi
centrifugada em velocidade maxima por 3 minutos e o sobrenadante transferido

para outro tubo de microcentrifugacgao.
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Foi adicionado 0,6 volumes de isopropanol (Merck & Co., Inc., NJ,
USA) no tubo, misturado suavemente por inversao e incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds centrifugagdo em velocidade maxima por 5
minutos, o sobrenadante foi desprezado, sendo 1 mL de etanol 70% (Merck &
Co,, Inc., NJ, USA) adicionado ao precipitado, homogeneizado por inversao e
incubado a temperatura ambiente por 10 minutos e, novamente, centrifugado

por 10 minutos em velocidade maxima.

A lavagem com etanol foi repetida, o precipitado seco por 10

minutos em fluxo laminar e o DNA dissolvido em 50 uL de agua milli-Q.

3.3.2 Tratamento do DNA com RNAse

Para remocao do RNA e purificagdo do DNA, foram adicionados
48 uL de agua milli-Q, 1 uL de Tris-HCI 1M pH 7,5 e 1 uL de RNAse A a 10
mg/mL (USB Corporation) nos tubos contendo o DNA extraido, e colocados em
banho-maria a 37°C por 1h. O DNA foi precipitado com a adi¢do de 10 uL de
acetato de sédio (NaOAc) 3M e 220 uL de etanol absoluto gelado. A suspenséao
foi homogeneizada, incubada por 10 minutos no gelo e centrifugada por 15
minutos a 14.000 rpm. Apds desprezar o sobrenadante, foram adicionados
500uL de etanol 80% (Merck & Co., Inc., NJ, USA) para remogao do sal e
precipitacdo do DNA. O tubo foi novamente centrifugado por 15 minutos a

14.000 rpm, o etanol retirado e o precipitado seco durante 5 a 10 minutos em
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fluxo laminar. A dissolugdo completa do “pellet” foi realizada em 50uL de agua

milli-Q.

3.3.3 Quantificacdo do DNA

Aliquotas de 5 uL de DNA foram diluidas em 1 mL de agua milli-
Q. Em seguida, a absorbancia foi medida utilizando-se como comprimento de
onda DO 260 nm €m espectrofotdmetro (GeneQuantpro Amersham Pharmacia
Biotech AB, Cambridge, UK). Segundo Sambrook et al. (1989), a absorbancia
igual a 1 neste comprimento de onda contém uma concentragdo de 50 ug/mL
de DNA dupla fita, 40 ug/mL de DNA fita simples e aproximadamente 20 ug/mL
de oligonucleotideos de fita simples. Também foi medida a absorbancia de DO
280 nm d€ comprimento de onda para verificar a presenca de proteinas e calcular
a pureza do DNA. A razao entre as leituras DO 250 nm/DO 280 nm permite uma
estimativa da pureza do DNA, que deve apresentar valores entre 1,8 e 2,0. A
razao abaixo de 1,6 indica grande quantidade de contaminantes e proteinas, e

na sua ocorréncia, a extracao foi realizada novamente.

3.3.4 Reac0Oes de Microssatélite e RAPD

Todas as amostras de C. rugosa foram submetidas as técnicas de
microssatélite e RAPD para avaliagdo da similaridade genética entre as

mesmas.
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Para as reagdes de PCR, em ambos os métodos empregados
foram adicionados em tubos de microcentrifugacdo de 0,2 mL, os seguintes
reagentes: 11,5 uL de agua milli-Q; 2,5 uL de Tampéo 10X (Invitrogen
Corporation, CA, USA); 5 uL de dNTP mix 1,25 mM (Amersham
Biosciences/GE Healthcare, Estocolmo, Suécia); 3,5 uL de MgCl, 25 mM
(Invitrogen Corporation, CA, USA); 1uL do oligonucleotideo a 50 pmol/uL
(BIO.SYNTHESIS); 0,13 uL de Tween-20; 0,4 uL de Taqg DNA polimerase 500
U (Invitrogen Corporation, CA, USA) e 1 uL de DNA diluido a 40 ng/uL,
totalizando um volume de 25 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador

(Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer Corporation, Norwalk, CT, USA).

Para a reagcdo de microssatélite utilizou-se o oligonucleotideo
GACA,; - GACAGACAGACAGACA - (Walczak et al., 2007; Meyer & Mitchell,
1995), e os seguintes ciclos de PCR foram adotados: 1 ciclo de 97 °C por 3
min. (desnaturagao inicial); 40 ciclos de 93 °C por 20 s (desnaturacéo), 48 °C
por 20 s (hibridizagdo) e 72 °C por 2 min. (extensao) e 1 ciclo de 72 °C por 5

min. (extensao final).

Para a reagdo de RAPD utilizou-se o oligonucleotideo B14 —
GATCAAGTCC - (Colombo et al., 2003), com os seguintes ciclos de PCR: 1
ciclo de 94 °C por 5 min.; 45 ciclos de 94 °C por 30 s, 36 °C por 30 s e 72 °C

por 2 min.; 1 ciclo de 72 °C por 10 min.
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3.3.5 Eletroforese em gel de agarose para os produtos de PCR gerados

por microssatélite e RAPD

O gel de agarose (Ultra Pure Agarose-Invitrogen Corporation, CA,
USA) para a eletroforese foi usado na concentracédo de 1,2% em solugao
tampdo TAE 1X (Tris, 4,84g; acetato, 1,14g; EDTA, 2mL). Os produtos
amplificados pelas reagdes de PCR foram diluidos em tampao Orange G (10uL
da reagdo em 2uL do tampao orange G) assim como 1ul do marcador de peso
molecular (100 bp DNA Ladder / Invitrogen Corporation, CA, USA), foi diluido
em 9uL de agua milli-Q mais 2uL do tamp&o Orange G. Foram adicionadas 10
uL da reagéo diluida a cada orificio do gel. Foi utilizada aliquota de agua milli-Q
para controle negativo da reagéo. Para a corrida eletroforética foi utilizada uma
corrente elétrica de 100 volts por 30 minutos e em seguida a 55 volts por 4:30

horas.

Apods o término da eletroforese, o gel foi corado com solugao de
brometo de etidio (USB Corporation) durante 20 minutos (400 mL de TAE 1X +
20 uL de brometo de etidio 10 mg/mL) e descorado em agua destilada por 15

minutos.

Os padrées de bandas contidos nos géis tiveram sua imagem
capturada em um transiluminador de raios UV (UVP — BioDoc — it ™ System) e

transferida para um disquete (no formato JPEG) para posterior analise.
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3.3.6 Avaliagdo da similaridade dos padrdes de bandas

A analise dos resultados gerados pelos métodos de microssatélite
e RAPD foi realizada por dendrograma desenhado pelo programa GEL
COMPAR Il versédo 4.0 Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) através
de analise de agrupamento, de acordo com a similaridade dos padrbes de

bandas obtidos.

Os géis foram comparados entre si apds o aporte de suas
imagens pelo programa Gel Compar Il. Este programa corrige distorgdes do
gel, como padrdes de sorriso, através da comparagao com um padrao universal
e seleciona automaticamente as bandas presentes no gel. As imagens originais

dos géis foram analisadas visualmente para desconsiderar artefatos.

O coeficiente de Dice com tolerancia de 2% foi utilizado para esta
analise que se baseia na presenga e auséncia de bandas, bem como do maior
peso para as bandas em comum entre as amostras analisadas para gerar a
matriz de similaridade. Para gerar o dendrograma, utilizou-se o método
UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages), que
baseado na matriz de similaridade, faz o grupamento par a par das amostras,
gerando desta maneira o grupamento em uma arvore enraizada (Walczak et

al., 2007).
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3.4 Sequenciamento daregido ITS (rDNA)

Todas as amostras foram submetidas ao sequenciamento da
regido ITS do rDNA, para fins de identificagdo confirmatéria e analise do grau
de relacionamento filogenético entre elas. O sequenciamento foi realizado em
colaboragdo com o Laboratério de Retrovirologia, Disciplina de Infectologia,

Escola Paulista de Medicina, UNIFESP.

3.4.1 PCR daregido ITS

Para amplificar a regido ITS (“Internal Transcribed Spacer” do
DNA ribossomal) foram utilizados 0s primers ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATG),
segundo Ciardo et. al (2006). Nesta reagao utilizou-se 25uL de 2x PCR Master
Mix (Invitrogen Corporation, CA, USA), 1uL de cada primer (10pmol/uL), 22uL
H>0O Nuclease Free (Invitrogen Corporation, CA, USA) e acrescentou-se 1uL de
DNA template a 40ng/uL, totalizando um volume de 50uL. A amplificagao foi
realizada em termociclador (Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer
Corporation, Norwalk, CT, USA). Os ciclos utilizados na reagdao de PCR foram
os seguintes: 1 ciclo de 94 °C por 3 min (desnaturagao inicial); 40 ciclos de 94

°C por 1 min, 57 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; 1 ciclo de 72 °C por 5 min
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(extensao final). A cepa ATCC10571 foi utilizada como controle positivo da

reagao e uma aliquota de agua milli-Q foi adicionada como controle negativo.

Previamente a purificagcdo do DNA amplificado, foi corrido um gel
de eletroforese dos amplicons para verificar a eficacia da reacado de PCR, nas
mesmas condi¢cbes descritas no item 3.7.5, exceto pelo fato de que as
amostras foram submetidas a corrente elétrica de 90 volts por 1 hora e 30

minutos.

3.4.2 Purificagdo das amostras de DNA

Os amplicons da regido ITS foram purificados utilizando-se o kit
de purificagdo ChargeSwitch PCR Clean-UP (Invitrogen Corporation, CA, USA)
(Silva et al.,, 2006). Na fase de ligagdo do DNA, adicionou-se 50ul do
“Purification Buffer” a 50ul de amostra (em tubo de microcentrifugacéo de
1,5ml). Em seguida, 10ul do “Charge Switch Magnetic Beads” foram
adicionados ao tubos, sendo estes homogeneizados suavemente sem formar
bolhas e incubados por 1 minuto em temperatura ambiente. Os tubos foram
colocados na estante magnética por 1 minuto e o sobrenadante posteriormente

removido.

Na etapa de lavagem, retiraram-se os tubos da estante magnética

e 150ul do “Wash Buffer” foram adicionados na amostra. Os tubos foram
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homogeneizados suavemente, colocados novamente na estante magnética por

1 min. e o sobrenadante descartado. Repetiu-se a lavagem mais uma vez.

Na fase de elui¢do, os tubos foram retirados da estante magnética
e 50ul do “Ellution Buffer” foram colocados nos mesmos, os quais foram
homogeneizados suavemente e incubados por 1 min. a temperatura ambiente.
Os tubos foram colocados na estante magnética por 1 min. e o sobrenadante
(amplicon purificado) foi transferido para um tubo de microcentrifugagao limpo e
identificado. As amostras foram armazenadas em freezer (-20°C) até o

momento da sua utilizacao.

3.4.3 Reagéo de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada pelo método de
terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideo (Sanger et al., 1992), com o kit
comercial DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham
Biosciences/GE Healthcare, Estocolmo, Suécia) em placas de 96 pogos de
polipropileno (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA ), conforme descrito

em Silva et al. (2006).

Cada reacao de sequenciamento foi composta de 6uL do produto
de PCR purificado (em média 40ng de DNA total) mais 9uL de um MIX
contendo 2uL de “Big Dye ™ Terminator versdo 3.1 / Sequencing Standard Kit”

(DNA polimerase AmpliTaq, tampao Tris-HCI pH 9,0, MgCl,, deoxinucleotideos

39

Gisela Ramos Tercarioli — Mestrado 2009



Material e Métodos

trifosfato e dideoxinucleotideos marcados com um doador e um aceptor de
fluorescéncia), 3ul de oligonucleotideo a 2pmol/ul e 4ul de tampao Save Money
2.5 X. As condigbes de ciclagem foram: 25 ciclos de 95°C por 20 segundos,
50°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, em um termociclador Applied

Biosystems GeneAmp PCR system 9700.

Na etapa de precipitagdo, 90ul de etanol 70% foram colocados
em cada amostra, vedou-se bem a placa, a qual foi homogeneizada em vortex
e incubada a temperatura ambiente por 15 minutos protegida da luz. A placa foi
novamente homogeneizada e centrifugada a 4.000 rpm, 45 minutos, 20°C. Em
seguida, a placa foi invertida sobre papel absorvente até a completa remogéo
do etanol. Adicionou-se 150ul de etanol 70% em cada amostra e a placa foi
vedada e homogeneizada em vortex. Apos centrifugagdo a 4.000 rpm, 15
minutos, 20°C, a placa foi novamente invertida em papel absorvente, sendo
realizada uma breve centrifugagcdo com a placa invertida para a remogao do
etanol. A placa foi colocada no termociclador a 94 °C por alguns minutos com a

finalidade de secar completamente o etanol.

Por fim, as amostras foram ressuspendidas em 15uL de
formamida HI-DI (Invitrogen Corporation, CA, USA), desnaturadas por 4
minutos a 95°C, resfriadas no gelo por 5 minutos e colocadas em um
sequenciador automatico de DNA modelo ABI 3100 - Genetic Analyzer —

(Applied Biosystems, CA, USA).
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3.4.4 Andlise e alinhamento das sequéncias

As sequéncias foram editadas pelo programa Sequencher™ 4.1.4
(Genes Code Co., MIl, USA), para a obtengdo da sequéncia consenso de cada
amostra a partir da andlise das sequéncias geradas com os primers ITS1 e
ITS4. As sequéncias consenso foram comparadas em bancos genémicos através
do site “National Center for Biotechnology Information (NCBI)” disponivel em:
http://ncbi.nim.nih.gov, utilizando o servigo Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Esta ferramenta se caracteriza por programas de procura de
similaridade que podem ser utilizados para identificar e classificar os homdlogos
em potencial para uma determinada sequéncia, e neste caso, foi utilizado para a
identificacdo de espécie. Apenas sequéncias depositadas no GenBank
apresentando alta similaridade com as nossas e um E-value abaixo de “10™”

foram utilizadas em nosso estudo.

As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa Mega
4.1 (V4.1, Beta, AZ, USA), com o qual se realizou também a analise
filogenética das mesmas, pelo método de Neighbor Joining para a construgao

da arvore filogenética.

41

Gisela Ramos Tercarioli — Mestrado 2009



Material e Métodos

3.5 Analise fenotipica dos fatores de viruléncia de C. rugosa

3.5.1 Caldo NGY para padronizacédo do in6culo

Para a caracterizagao fenotipica dos diferentes isolados, as
amostras foram inicialmente crescidas em meio NGY (Neopeptona Difco 1g/L;
dextrose 4g/L; Extrato de leveduras Difco 1g/L). Quando as células s&o
inoculadas por “wet looping” neste meio (com uma al¢ga em anel carregada por
um filme de suspenséao de leveduras rapidamente imersa no meio e removida)
e incubadas por 18-24 h em shaker a 30°C, 200 rpm, um ind6culo de

aproximadamente 2 x 10® células/mL é produzido.

3.5.2 Ensaio para deteccao de atividade de proteinase em C. rugosa

A atividade de proteinase foi determinada utilizando-se a
metodologia de Copping et al. (2005). Lotes contendo 200 pL de células
crescidas em NGY foram transferidos a tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio YCB+ BSA (yeast carbon base Difco 11.7 g/L; dextrose 10 g/L; bovine
serum albumine fraction V Sigma 5g/L) e incubadas em shaker a 30 °C por 72
h. A turbidez da cultura (DO sp0 nm) foi determinada em espectrofotdmetro

(Gene Quant Pro, Biochrom Ltd., Cambridge, UK).
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A atividade proteolitica foi determinada pelo aumento de produtos
soluveis em acido tricloroacético (TCA) medida a 280 nm em triplicata. As
culturas foram entao centrifugadas a 4.300 g por 35 minutos, € um volume de
250 pL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de tampéo citrato de sdodio
(0,1M citrato de sddio Sigma; 0,1M acido citrico Sigma) acrescido de 1% BSA,
pH 3.8. Tubos controle contendo apenas os sobrenadantes das culturas foram
incluidos. Os tubos de ensaio foram incubados em banho-maria a 37°C por 1
hora. A reagao foi interrompida pela adi¢ao de 2.5 mL de TCA 5% (p/v) gelado
a cada tubo e 1 mL do tampéo citrato de sddio foi adicionado aos tubos
controle. Os tubos foram incubados no gelo por 10 min. Os precipitados foram
removidos por centrifugagdo a 4°C, 3.000 rpm por 10 min e a absorbancia em
DO 280nm dos sobrenadantes dos tubos teste foi determinada utilizando-se os
sobrenadantes dos tubos controle como branco. Para efeito de documentacéao
da producdo de proteinase, cada isolado foi avaliado em 3 diferentes
experimentos, sendo a média das 3 determinacgdes o valor final reportado como

producgao de proteinase.

3.5.3 Ensaio para deteccao de atividade de fosfolipase em C. rugosa

Para a detecc¢ao da atividade de fosfolipase, foi utilizado o método
de Price et al. (1982). Culturas crescidas “overnight” em NGY foram diluidas e
padronizadas a uma concentragdo de 2 x 10° cells/mL; e a suspensdo de

células inoculada em triplicata em superficie de agar fosfolipase (agar
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Sabouraud adicionado de 1M NaCl; 5 mM de CaCl,; 80 mL de gema de ovo
Sigma apoés autoclavacgao e resfriamento do meio). As placas foram incubadas
por 72 h. Apos o periodo de incubagao, os diametros das col6nias e os halos
formados foram medidos. O Pz (zona de fosfolipase) foi determinado pela

seguinte equacao:

Pz = diametro da coldnia (cm)

diametro da colbnia (cm) + zona de precipitagcao (cm)

As amostras com valores de Pz=1.0 sao consideradas fosfolipase
negativas, enquanto que valores mais baixos indicam cepas produtoras de

fosfolipase. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.5.4 Ensaio para deteccao de atividade de lipase em C. rugosa

Os ensaios de padronizacdo de producdo e deteccédo de lipase
nos isolados de C. rugosa foram realizados no Laboratério de Bioaromas,
Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP, com a colaboragdo da

Prof®. Dra Glacia Maria Pastore.
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3.5.4.1 Screening de isolados produtores de lipase (método qualitativo)

Foi realizado um ensaio em duplicata para um screening dos 45
isolados pela técnica de formagao de halos em placas de Petri contendo agar e
o corante Rhodamina B (p/v): 1% de dleo de oliva, 0,3% de peptona, 0,2% de
extrato de levedura, 0,2% de Ky;PO4, 0,1% de MgSO4.7H,0, 2% de agar e
0,001% de Rhodamina B (Prazeres et al., 2006). Adicionou-se 10ul de um
in6culo de leveduras na escala 1 de McFarland em cada placa, as quais foram

incubadas a 30°C por 96 h.

Foram consideradas colbnias produtoras de lipase extracelular
aquelas que formaram um halo claro ao seu redor, devido a hidrolise do 6leo
de oliva pela lipase evidenciada pela Rhodamina. Os tamanhos da colénia e do

halo de hidrdlise foram medidos e posteriormente analisados.

3.5.4.2 Incubagéao dos isolados em meio indutor de lipase

Para a analise quantitativa da atividade lipolitica foi utilizado o
seguinte meio indutor de lipase (p/v): peptona 1,5%, extrato de levedura 0,5%,
H2HPO4 0,3%, MgSO047H,0 0,04% e azeite de oliva 1% (Galo). O pH do meio

foi ajustado para 7,2 (dos Prazeres et al., 2006).

Acrescentou-se 2,5ml de uma solucdo de inéculo de leveduras
ajustada a 90% de transmitdncia em erlenmeyers contendo 50mL do meio
indutor, os quais foram incubados com agitagdo de 150 rpm, 30°C durante 48

horas.
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Para efeito de documentacao da producéao de lipase, cada isolado
foi avaliado em 3 diferentes experimentos, sendo a média das 3 determinacdes

o valor final reportado como producao de lipase.

3.5.4.3 Determinacdo da atividade lipolitica pelo método da hidrélise do

laurato de p-nitrofenil (pNPL).

Este método espectrofotométrico baseia-se na hidrolise do laurato
de p-nitrofenil (pNPL) pela enzima lipase, em meio aquoso. Neste ensaio, 500l
do substrato (161mg de p-nitrofenil laurato — Sigma Aldrich -, 80 ml de tampé&o
acetato de sédio 50mM pH5,6 e 800uL de Triton X-100) juntamente com 300yl
de tampéo fosfato de sédio 0,05M (pH 7,0) foram colocados em cubetas de
polimetilmetacrilato e deixadas em banho-maria a 37°C por alguns minutos

para equilibrar a temperatura.

Paralelamente, um volume de 1 ml das células crescidas em meio
indutor foi transferido para microtubos de 1,5ml, e, posteriormente, centrifugado
por 15 minutos, 10.000 rpm a 4°C. Por fim, acrescentou-se 200ul do
sobrenadante das culturas a cubeta contendo o substrato e o tampéo, e as

amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C.

A formagédo do p-nitrofenol (produto de hidrdlise), de coloragéo
amarela, foi quantificada a 348nm (Dalmau, 2000). Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 ymol de p-nitrofenol (pNP) por minuto. A atividade enzimatica foi
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calculada a partir de uma equacgao gerada por uma curva de calibragdo do pNP

nas mesmas condi¢des do ensaio.

Partindo de uma solugdo mée de p-nitrofenol a 1mM, foram feitas
8 diluicbes seriadas (de 1:5 a 1:40), a partir das quais foram realizadas leituras
a 348nm. O grafico obtido pela correlagdo da absorbéancia e da concentragéo
de p-nitrofenol gerou uma equacdo da qual é possivel relacionar a
concentragédo do produto com a absorbéancia obtida na leitura de cada amostra

(Figura 1).

y =5,333x Curva padrao Nitrofenol
R? = 0,9978
1,20000
1,00000 —
0,80000 1
0,60000
0,40000 1
0,20000 —
0,00000 : : ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Abs 348nm

concentracdo nitrofenol (umol)

Figura 1. Curva de calibragao do p-nitrofenol e equagao da concentragcao de p-
nitrofenol em fungao da absorbancia a 348nm.

3.5.5 Formacao de biofilme

Para a inducédo de biofilme foi seguido o protocolo de Jin et al.
(2003) adaptado por Melo et al. (2007). Células de C. rugosa foram cultivadas
em SDA a 35°C por 18 horas. Os isolados foram inoculados em 5 mL do meio

RPMI-1640 (Angus Buffers e Biochemicals, Niagara Falls, NY, EUA),
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tamponado com 0,164M de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma
Chemical Corporation, St Louis, MO, EUA) e o pH acertado para 7,0 com
solucao de hidréxido de sodio 10M, e incubados durante 18 horas a 200 rpm.
Apds o periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas a uma
velocidade de 6.000 rpm por 7 minutos a temperatura ambiente, sendo o pellet
formado lavado duas vezes em 5 mL de PBS (solugéo salina de tampao
fosfato, pH 7,2, Ca** e Mg®* livres), em iguais condicdes de centrifugacdo. Para
ajustar a concentracao celular em 10’ células/mL, o pellet foi ressuspenso em 3
mL de PBS, e a suspensao celular ajustada para uma densidade éptica de 0,38

de absorbancia a 520 nm.

Subsequentemente, para a fase de adesao, transferiu-se a
suspensdo do indculo padronizado para placas de microtitulagdo de
poliestireno estéreis com 96 pocos. Em cada pogo foram adicionados 100 uL
da suspensao, sendo a placa incubada por 1,5 h a 37°C sob agitagdo mecanica
de 75 rpm. Como controle negativo, 8 pogos foram tratados de maneira

idéntica, excluindo-se os contelidos celulares.

Apos a fase de adesao, aspirou-se a suspensao de células nao
aderidas, sendo os pocos lavados duas vezes com 150 uL de PBS.
Imediatamente, um total de 100 uL de meio RPMI-1640 foi adicionado em cada
um dos pogos e a placa incubada 66 horas a 37° C sob agitagdo de 75 rpm.
Apos este periodo, o biofilme foi quantificado utilizando-se coloragéo de cristal

violeta. Todos os ensaios foram realizados em quintuplicata.
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3.5.6 Coloragéo do biofilme pelo cristal violeta

Apo6s a indugao de biofilme, removeu-se por pipetagcdo o meio
RPMI-1640 sendo cada poco da placa lavado duas vezes com 150 uL de PBS.
Depois de retirado o PBS, a placa foi mantida por 20 minutos em estufa a 37°C
para secagem. Em seguida, foram adicionados 110 uL de solugdo aquosa de
cristal violeta 0,4% (Sigma Chemical Corporation, St Louis, MO, EUA) em cada
poco com incubacgao por 45 minutos, seguido de trés lavagens com 200 uL de
agua milli-Q. Sequencialmente, as amostras foram descoradas com 200 uL de
etanol 95% por um periodo de 45 minutos. Cerca de 100 uL da solucéo
descorante foram transferidos para uma nova placa e submetidos a
quantificacdo em leitor espectrofotométrico de placas, com filtro de 570nm. Os
valores de absorbéancia dos controles negativos foram subtraidos das amostras

teste para normalizacao dos resultados.

3.6 Testes de susceptibilidade a antifungicos

Os testes de susceptibilidade a antifungicos foram realizados pelo
método de microdiluicio em caldo, conforme a norma de padronizagao
publicada no documento M27-A2 pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008). Além dos isolados clinicos selecionados para este estudo,

organismos controle de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258,
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foram incluidos em cada lote de ensaios para a verificacao da perfeita diluicao
dos antifungicos. Esta verificacdo € possivel uma vez que sado conhecidas
previamente as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) para estes

microrganismos controles frente aos antifungicos a serem testados.

Utilizou-se meio de cultivo liquido, RPMI-1640 (Angus Buffers e
Biochemicals, Niagara Falls, NY, EUA). Foram adicionados 10,4 g de RPMI e
34,53g de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) em 1L de agua destilada.
O pH do meio foi acertado para 7,0 com solugao de hidréxido de sédio 10M, e
a solugéo esterilizada por filtragdo em filtro biolégico de 0,22 micra (Corning

Incorporated Costar, Corning, NY, EUA).

Os antifungicos testados foram diluidos em dez diferentes
concentragbes seriadas, a saber: fluconazol (Pfizer Incorporated, New York,
NY. EUA) para 1,25 a 640 ug/mL; voriconazol (Pfizer Incorporated, New York,
N.Y.,EUA) e anfotericina B (Sigma Chemical Corporation, St Louis, MO, EUA)
para 0,3 a 160 ug/mL; caspofungina (Merck, Rahway, N.J., EUA) e
anidulafungina (Pfizer Incorporated, New York, N.Y. EUA) para 0,06 a 32

ug/mL.

As drogas foram diluidas em meio RPMI-1640, e aliquotas de 100
uL destas concentragdes foram dispensadas nas placas de microtitulacao
(Corning Incorporated Costar, Corning, NY, EUA), utilizando-se pipeta
multicanal (Digital Multichanel Pipette, Labsystem, Helsinki, Finland).
Concentragdes progressivas de drogas foram dispensadas sequencialmente
nos pocos pertencentes as colunas numeradas de um a dez. Os pocos

pertencentes a coluna identificada com o nuamero 11 foram utilizados como
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controles de crescimento, sendo dispensados 100uL do meio RPMI sem
nenhum antifiungico, mais 100ul de meio de cultura contendo o in6culo. Os
pocos da coluna 12 foram os controles de esterilidade, contendo apenas o
meio RPMI-1640. As placas foram mantidas a -70° C até sua utilizagao por
periodo maximo de 6 meses. No dia do experimento, as placas foram mantidas

a temperatura ambiente por 30 minutos antes de serem utilizadas.

A partir de um cultivo de 24 horas da levedura a ser testada,
realizado em SDA, foi preparada uma suspensdo de indculo inicial com
transmitancia de 90% determinada por espectrofotometria, utilizando-se
comprimento de onda a 530nm. Em seguida, foram realizadas duas dilui¢des
seriadas (1:1000) em meio RPMI-1640 para obtengao de indculo final contendo
de 0,5 a 2,5 x 10® UFC/mL. Aliquotas de 100 uL da solugdo do inéculo final
foram dispensadas nos pogos contendo 100 uL de diferentes concentracdes
dos antifungicos testados. Ao final, as placas foram transferidas para estufa a
35°C, sendo a leitura do teste realizada apds 48 horas de incubacao para os

ensaios com anfotericina B e azdlicos, e apos 24 horas para equinocandinas.

Foi considerado como CIM para azdis e equinocandinas a menor
concentragdo da droga que apresentou cerca de 50% de redugcdo em sua
turbidez comparativamente ao pogo controle positivo. Para a anfotericina B, a
concentragao inibitéria minima foi definida como a menor concentragéo capaz

de inibir qualquer crescimento visualmente perceptivel (CLSI, 2008).

Os critérios para a definicdo de susceptibilidade e ponto de corte
para o fluconazol estavam de acordo com o documento M27-A2 (NCCLS,

2002), e os critérios para o voriconazol, anidulafungina e caspofungina foram
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aqueles sugeridos pelo documento M27-A3 (CLSI, 2008). Como n&o existe
definicdo de pontos de corte estabelecidos para anfotericina B, utilizamos
aqueles preconizados por outros autores (Nguyen et al., 1998; Maenza et al.,
1996; Rex et al.,, 1995; Dewsnup & Stevens, 1994). A Tabela 2 ilustra os
valores dos pontos de corte utilizados para a interpretagdo dos testes de
susceptibilidade neste estudo.

Tabela 2: Valores de ponto de corte sugeridos para interpretagcado dos testes de
susceptibilidade de leveduras.

Variacdo dos valores de CIM (ug/mL) para a categoria

Sensivel Resistente Referéncias
SDD*

(S) (R)
Fluconazol 16-32 264 M27-A2/2002
Voriconazol 2 24 M27-A3/2008

Nguyen, 1998; Rex, 1995;
Maenza, 1996; Dewsnup, 1994;
Caspofungina >2 M27-A3/2008

Anidulafungina >2 M27-A3/2008

Antifungico

Anfotericina B 22

* Susceptibilidade Dose-Dependente: categoria exclusiva para triazélicos

3.7 Andlise Estatistica

Foi realizada analise estatistica para comparacao dos fatores de
viruléncia expressos pelos diferentes grupos de isolados de C. rugosa
avaliados, utilizando-se a técnica de analise de variancia pelo método Oneway
ANOVA com auxilio do software SPSS versdo 13.0 for Windows (SPSS Inc.,

lllinois, USA).
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4.1 Selecdo das amostras utilizadas neste estudo e confirmagédo da

identificacdo taxondémica

Neste estudo foram selecionadas 42 amostras de C. rugosa, as
quais foram divididas em 3 grupos de acordo com o desfecho clinico dos
pacientes dos quais foram isoladas (Tabela 1 e Figura 2): Grupo |: pacientes
com colonizagéo persistente, sem desenvolvimento de candidemia ao longo da
internacdo (19 cepas); Grupo Il: pacientes com colonizagdo persistente,
desenvolvimento de candidemia ao longo da internacdo e evolugao para alta
hospitalar (5 cepas); Grupo |Ill: paciente com colonizagdo persistente,
desenvolvimento de candidemia ao longo da internagao e evolugdo a ébito (18
cepas). Para efeito comparativo, além destes isolados clinicos, foram incluidas
duas cepas do Rio de Janeiro como controle externo e a cepa de referéncia

ATCC10571, todas elas de C. rugosa.

Grupo de Isolados e Desfecho Clinico do Paciente

Grupo Il

Candidemia e Grupo [:

Obito Colonizagdo

N=18 N=19

(43%) (45%)

Grupo lI:
Candidemia e
Alta
N=5 (12%)

Figura 2: Distribuicdo dos isolados de C. rugosa de acordo com o desfecho
clinico dos pacientes analisados em seus respectivos grupos.
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Como pode ser visto na Tabela 3, todas as amostras foram
identificadas fenotipicamente como sendo C. rugosa pelo kit comercial ID32C.
As cepas exibiram coloracdo variando de azul claro e azul escuro em
CHROMagarCandida®, e a micromorfologia revelou presengca de

blastoconideos e pseudohifas em abundancia no agar-fuba (Figura 3).

Figura 3. Imagem de microscopia Optica comum do microcultivo de dois
isolados de C. rugosa, ATCC10571 (A) e 565D (B), em aumento de 1000x. A
micromorfologia revela presenca de blastoconideos ovoides e cilindricos e
abundancia em pseudohifas para ambos os isolados.
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Tabela 3: Identificagcao e caracteristicas morfologicas das cepas de C. rugosa
em meio sabouraud (macromorfologia), coloragdo no meio CHROMagar e
micromorfologia em agar-fuba.

Cepa

61

Identidade

C.rugosa

ID32C (%)
99

Morfologia
Sabouraud
48hs 30°C

Opacallisa

Cor no

CHROMagar

48hs 30°C
azul claro

Aspecto micromorfolégico

Blasto®/ pseudohifas

69

99,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

70

99,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

106

classico’

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

107

99,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

154

99,8

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

45A

98,9

OpacallLisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

9 B1

99,1

OpacallLisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

69 D

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

105 A1

99,1

OpacallLisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

145D

99,8

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

157 C

99

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

165 C

99,1

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

300 A

99,1

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

387A

99,1

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

412 A2

99,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

412D

99,9

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

530 C

94,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

535C

98,9

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

536 D

99,1

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

554 D2

99,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

565 D

98,9

Opaca/Rugosa

azul claro

blasto/ pseudohifas

573D

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

577D

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

581 A2

94,7

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

589 F

98,8

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

629 A2

99,1

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

656 A1

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

686 F

99,1

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

852 B2

99

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

875D

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

880 D

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

892 D2

OpacallLisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

903 D2

99

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

945 A

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

955 D

99

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

968 B1

OpacallLisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

978 A1

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

981 F

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

1016 C

Opaca/Rugosa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

1130 D

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

1160.5

Opacallisa

azul escuro

blasto/ pseudohifas

2683 A

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

2683 B

Opacallisa

azul claro

blasto/ pseudohifas

ATCC10571

Opaca/Rugosa

azul escuro

1 identificagdo fenotipica pela metodologia classica

carboidratos)

2 blasto = blastoconideos

blasto/ pseudohifas

(assimilacédo e fermentagcdo de
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A macromorfologia dos isolados em meio agar-sabouraud revelou
colénias de aspecto opaco e liso, exceto pelos isolados 565D, 1016C e ATCC
10571, os quais mostraram morfologia acentuadamente rugosa e opaca (Figura
4). O cultivo em meio RPMI1640, pH4.0, a 37°C por 6 horas, também revelou
uma diferenga morfoldgica entre essas trés cepas e os demais isolados do
presente estudo. Como pode ser observado na Figura 5, a analise
micromorfolégica mostrou abundancia de blastoconideos de formato
ovoide/cilindrico na maioria das cepas, exceto para os isolados 565D, 1016C e
ATCC 10571, que além da presencga dos blastoconideos, exibiram a formacao

de pseudo-hifas em estagio inicial.

Figura 4: Macromorfologia das cepas 387A (A) e ATCC10571 (B) de C. rugosa
crescidas por 48 horas em meio agar-sabouraud, a 30°C .

Figura 5: Micromorfologia das cepas 61(A) e ATCC10571 (B) crescidas por 6
horas em meio RPMI pH4.0 a 37°C.
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4.2 Tipagem molecular
4.2.1 Genotipagem por microssatélite

As amostras amplificadas com o primer GACA4, referente a
técnica de microssatélite, exibiram um padrao de bandas com satisfatorio poder
discriminatorio e reprodutivel. A analise visual das bandas geradas por este
método foi capaz de ressaltar poucas diferengas intraespecificas para os
isolados clinicos avaliados neste estudo. Pode-se notar que o padréo de
bandas destes isolados € semelhante, diferentemente do perfil genotipico

obtido para a cepa de referéncia ATCC10571 (Figura 6).

A PM1 2 3 4 5 6 7PM 8 9 10 11 12 13 14 15 16 PM ATCC10571
. 61 (sangue)
. 69 (sangue)
. 70 (sangue)

1.
2
3
4
5. 106 (sangue)
6
7
8
9

. 107 (sangue)
. 154 (sangue)
. 69D (sangue)
. 573D (sangue)
10. 565D (sw pericateter)
11. 577D (sangue)
12. 387A (sw retal)
13. 554D2 (sw pericateter)
14. 686F (sangue)
15. 629A2 (sw retal)
16. 2683B (sangue)
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17. ATCC10571

22 23 24 PM 25 26 27 18 4,5A (sw retal)

19. 9B1 (urina)

20. 105A1 (sw retal)

21. 145D (sw pericateter)
22.157C (sw pericateter)
23. 165C (sw pericateter)
24. 300A (sw retal)

25. 412A2 (sw retal)

26) 412D (sw pericateter)
27) 536D (sw pericateter)
28) 530C (sw pericateter)
29) 535C (sw pericateter)
30) 581A2 (sw retal)

31) 589F (sw pericateter).

ammr

RN LR

— —
- -
- —
— -
smz
”--

SRR IRRRRNIL
|
|

R IR

PM 32 33 34 3536 37 38 39 40 41 42 PM 43 44 45 46 47 PM 32. ATCC10571
. 656A1 (sw retal)

. 852B2 (urina)

. 875D (sw pericateter)

. 880D (sw pericateter)

. 892D2 (sw pericateter)
. 903D2 (sw pericateter)
. 945A (sw retal)

. 968B1 (urina)

. 978A1 (sw retal)

. 1016C (sc traqueal)

. 955D (sw pericateter)
. 981F (sangue)

. 1130D (sw pericateter)
. 1160,5 (sangue)

. 2683A (sangue)

Figura 6 (A, B e C): Genotipagem por microssatélite das amostras clinicas de C. rugosa
amplificadas com o primer GACA,. PM= Marcador de peso molecular.
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O dendrograma gerado pela analise de bandas amplificadas com
o primer GACA, pode ser visualizado na Figura 7. Os isolados avaliados no
presente estudo apresentam uma alta porcentagem de similaridade
(aproximadamente 94%). Este método foi capaz de agrupar os isolados
sequenciais de um mesmo paciente no mesmo cluster, exceto no caso dos
pacientes 5 e 16, em que os isolados apresentaram ligeira heterogeneidade
genotipica, sendo localizados em diferentes clusters, sendo A e B para o

primeiro e B e C para o segundo (figura 7).

Foi possivel discriminar por este método os controles externos do
Rio de Janeiro (cepas 2683A e 2683B), os quais foram incluidos em um
mesmo cluster (letra D), e apresentaram-se 92% similares com as cepas
avaliadas nesse estudo, revelando variagdo genotipica provavelmente pelo
fator geografico. Aléem disso, foi notavel que muitos isolados apresentaram
100% de identidade, o que sugere uma disseminagao clonal destas cepas
neste microambiente hospitalar, onde as pequenas variagdes encontradas sao
possiveis microevolugdes ocorridas em fungdo da adaptagdo no referido

hospital.

Interessantemente, os isolados avaliados neste projeto, e também
as cepas oriundas do Rio de Janeiro, apresentaram baixa similaridade com a
cepa de referéncia ATCC10571 (cerca de 86%), sugerindo uma alta

heterogeneidade genética no taxon C. rugosa.
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a7
a8
89
a0
91

Faz
93
a4
a5
96
9
El
a

| | 656 A1 (sw retal) P16

| I 852 B2 (urina) P4

| | 4.5A (swretal) P5

| | 1130 D (sw pericateter) P15

| | 1160,5 (sangue) P15

[|]]] | 903 D2 (sw pericateter) P6
NN 875 D (sw pericateter) P6

| I 880 D (sw pericateter) P6

| | 892D2 (sw pericateter) P6

| | 1016 C (sec. traqueal) P1

|| 945 A (sw retal) P1

I

I

|

I

I

I

|
| 978 A1 (sw retal) P1
| 968 B1 (urina) P1

|

955 D (sw pericateter) P11

| || | 981F (sangue) P11
| Il 105 A1 (sw retal) P7
[| 107 (sangue) P12
I I 145 D (sw pericateter) P8
|| 165 C (sw pericateter) P8
|| 157 C (sw pericateter) P8
|| 154 (sangue) P22
[I1] 300 A (sw retal) P9

| 412 A2 (sw retal) P14

412 D (sw pericateter) P14

I
I
|
I
94% ||
I I
I I
| | I 536 D (sw pericateter) P14
] I 554 D2 (sw pericateter) P14
] I 530 C (sw pericateter) P2
|| 535 C (sw pericateter) P2

| 565 D (sw pericateter) P10
573 D (sangue) P10
92/ RUNRANAmIL
I LTI 58142 (ow reta P
629 A2 (sw retal) P16
AR
|| 9B1 (urina) P5
|| 589 F (sangue) P13
|| 577 D (sangue) P14
II I|||| 70 (sangue) P20
|| 61(sangue) P18
69 (sangue) P19

86% |
I
|

I

| 387 A (sw retal) P14
[| 106 (sangue) P21
I
I

| 686 F (sangue) P16
I 69 D (sangue) P17

|
—D: FEETITIE T 2683 A (sangue)
FLTHIETTTI - 2683 B (sangue)
LI | [CATeC 10871 ]

Figura 7. Dendrograma construido pelo programa GelComparll através do método
UPGMA, referente aos padrbes de bandas gerados por amplificacédo utilizando-se o
primer GACA4 (microssatélite). Em verde, destaque para o grupo I, em vermelho para o
grupo Il e em azul, para o grupo lll.
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4.2.2 Genotipagem por RAPD

A genotipagem por RAPD, utilizando o primer B14, revelou um
padrao de bandas com maior poder discriminatério quando comparado com a
técnica de microssatélite, sendo possivel detectar maiores diferencas
intraespecificas entre as cepas, 0 que caracteriza esta técnica como
satisfatéria na realizagdo de genotipagem. A andlise visual do padrdo de
bandas também revela uma grande similaridade entre todos os isolados
(incluindo as cepas do Rio de Janeiro), e um padrdo genético distinto para a

cepa de referéncia ATCC10571 (Figura 8).

. ATCC10571
. 61 (sangue)

4 5 6 7 8 PM9 10 11 12 16 17 PM

. 69 (sangue)

. 106 (sangue)

. 107 (sangue)

154 (sangue)

565D (sw pericateter)
573D (sangue)

387A (sw. retal)

. 554D2 (sw pericateter)
. 577D (sangue)

. 629A2 (sw retal)

. 656A1 (sw retal)

. 686F (sangue)

. 69D (sangue)

. 2683A (sangue)

. 2683B (sangue)
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-
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35 36 37 38 39 40 41 42 43 PM 44 45 46 47 48 PM

e S O R W S - .
= — = —

S

R RRRRNNNN

18.
19.
20.
2
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
3
32.

=

hiq

ATCC10571
4,5A (sw retal)
9B1 (urina)

. 105A1 (sw retal)

145D (sw pericateter)
157C (sw pericateter)
165C (sw pericateter)
300 A (sw retal)

412 A2 (sw retal)
412D (sw pericateter)
536D (sw pericateter)
530C (sw pericateter)
535C (sw pericateter)

. 581A2 (sw retal)

589F (sw pericateter)

. ATCC10571

. 656A1 (sw retal)

. 852B2 (urina)

. 875D (sw pericateter)

. 880D (sw pericateter)

. 892D2 (sw pericateter)
. 903D2 (sw pericateter)
. 945A (sw retal)

. 968B1 (urina)

. 978A1 (sw retal)

. 1016C (secr traqueal)
. 955D (sw pericateter)

. 981F (sangue)

. 1130D (sangue)

. 1160,5 (sangue)

. 2683A (sangue)

. 70 (sague)

Figura 8 (A, B e C): Genotipagem por RAPD das amostras clinicas de C. rugosa

amplificadas com o primer B14. PM= Marcador de peso molecular.
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Através do dendrograma gerado pelo método de RAPD, foi
possivel observar uma similaridade = 90% entre todos os isolados clinicos do
presente estudo, e de 87% entre estes e a cepa de referéncia ATCC10571.
Esta técnica apresentou maior poder discriminatorio quando comparada a
metodologia do microssatélite, revelando microvariagdes entre as cepas, como
pode ser observado na Figura 9. Interessantemente, foi possivel observar que
as cepas que somente colonizaram os pacientes (Grupo |) agruparam-se em
sua maioria no clado B, com 93,5% de semelhancga, enquanto que o clado A

reuniu somente cepas de pacientes que desenvolveram candidemia.

Com relagao aos diferentes periodos avaliados, tanto a técnica de
RAPD quanto a de microssatélite, ndo foram capazes discriminar cepas
isoladas em 1995/96 das que foram isoladas em 2001/02, uma vez que ambas

apresentaram alta similaridade entre si, e agruparam-se nos mesmos clusters.
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88
-89
90
91
92
93
~100

111 Hﬂu

1] [H LT

154 (sangue) P22

656 A1 (sw retal) P16

686 F (sangue) P16

69 (sangue) P19

1130 D (sw pericateter) P15
387 A (swretal) P14

107 (sangue) P12

565 D (sw pericateter) P10
573 D (sangue) P10

61 (sangue) P18

106 (sangue) P21

554 D2 (sw pericateter) P14
577 D (sangue) P14

581 A2 (sw retal) P3

589 F (sangue) P13

300 A (sw retal) P9

9 B1 (urina) P5

981 F (sangue) P11

105 A1 (sw retal) P7

412 D (sw pericateter) P14
852 B2 (urina) P4

145 D (sw pericateter) P8
157 C (sw pericateter) P8
535 C (sw pericateter) P2
536 D (sw pericateter) P14
165 C (sw pericateter) P8
4,5 A (sw retal) P5

530 C (sw pericateter) P2
1160,5 (sangue) P15

1016 C (sec. Traqueal) P1
412 A2 (sw retal) P14

880 D (sw pericateter) P6
903 D2 (sw pericateter) P6
892 D2 (sw pericateter) P6
945 A (sw retal) P1

875 D (sw pericateter) P6
968 B1 (urina) P1

978 A1 (sw retal) P1

2683 A (sangue) P23
2683 B (sangue) P23

629 A2 (sw retal) P16

955 D (sw pericateter) P11
69 D (sangue) P17

70 (sangue) P20

ATCC 10571

Figura 9. Dendrograma construido pelo programa GelComparll através do método
UPGMA, referente aos padrbes de bandas gerados por amplificagdo utilizando-se o
primer B14 (RAPD). Em verde, destaque para o grupo I, em vermelho para o grupo Il e

em azul, para o grupo lll.
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4.3 Sequenciamento da regiao ITS (rDNA)

O DNA das amostras foi amplificado com os primers universais
para fungos ITS1 e ITS4, gerando bandas intensas e com aproximadamente
360pb, como pode ser visualizado na Figura 10. N&o foi visualizada nenhuma
banda indicativa de contaminagcdo nos controles negativos. Os produtos de
PCR foram sequenciados e a analise destas sequéncias foi realizada no banco
gendmico disponivel no site “National Center for Biotechnology Information”

(NCBI) com a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

A
N ~
X <
2072pb — IR S S 3 2B 3
= 8 18 © 2
600pb —>
sl E K R Y e
100pb —>iE==
B
2072pb —»
600pb—»>
100pb —»
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Figura 10 (A, B e C): Gel de agarose 1,2% dos produtos amplificados com os
primers ITS1 e ITS4. PM= Peso Molecular.

A andlise do sequenciamento identificou todas as amostras como
sendo Candida rugosa, embora o indice de identidade tenha variado. Todos os
isolados revelaram um indice de identidade maxima variando de 89% a 93% com
as amostras de C. rugosa depositadas no banco, enquanto que a cepa controle
ATCC10571 apresentou identidade maxima de 99% com as mesmas. De modo
geral, todas as amostras apresentaram valores de E-value e porcentagem de

cobertura satisfatéria para dar credibilidade a analise (Tabela 4).

ApOs a edicao das sequéncias de DNA e a montagem da sequéncia
consenso de cada amostra, uma arvore filogenética foi construida pelo método de
Neighbor Joining (Figura 11), o qual cria arvores filogenéticas a partir de uma
matriz de distancias e de acordo com o principio da evolugao minima (soma total

do comprimento de seus ramos).
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Tabela 4: Dados referentes ao sequenciamento da regido ITS (rDNA).

Porcentagem  Méaxima

De Cobertura Identidade
. rugosa EF197805.1
. rugosa AY500374.1
. rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AM7113711
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa EF197805.1
rugosa EF197805.1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa FM173089.1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374.1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa EF197805.1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
rugosa AY500374 .1
. rugosa AY500374.1
. rugosa AY500374 .1
. rugosa EF197805.1

* Namero de acesso das sequéncias depositadas no banco gendmico do NCBI (disponivel em:
http://ncbi.nim.nih.gov)

Nimero de Acesso*

Isolado @ Descricao

ololololo|o|o|olololololo|ololololololo|o|olololalo|o|olo]o|olo|olo|olo|o|o|o|o|o|o|o|o|o
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154 (sangue)
535C (sw pericateter)
577D (sangue)

880D (sw pericateter)
554D2 (sw pericateter)
686F (sangue)

875D (sw pericateter)
656A1 (sw retal)

70 (sangue)

530C (sw pericateter)
981F (sangue)

589F (sangue)
978A1 (sw retal)
105A1 (sw retal)
573D (sangue)

69 (sangue)

852B2 (urina)

145D (sw pericateter)

157C (sw pericateter)
45A (sw retal)

565D (sw pericateter)
412A2 (sw retal)

955D (sw pericateter)
_{892D2 (sw pericateter)
300A (sw retal)

165C (sw pericateter)
107 (sangue)

106 (sangue)

629A2 (sw retal)

1130D (sw pericateter)
903D2 (sw pericateter)
— 945A (sw retal)
11605(sangue)
L—1016C (sc traqueal)
968B1 (urina)

581A2 (sw retal)
412D (sw pericateter)

61 (sangue)
L g3gp (SW pericateter)

- 387A (sw retal)

——69D (sangue)
—— 2683B
2683A

[atcciosz1 ]

0.002

Figura 11: Arvore filogenética dos isolados clinicos de C. rugosa, baseada nas
sequéncias de ITS rDNA, obtidas pelo método de Neighbor Joining.
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A partir da analise do relacionamento genético dos isolados por
meio do seqlienciamento da regido ITS, também é possivel notar que os isolados
clinicos sao bastante relacionados, reunindo-se basicamente em dois grandes
clados distintos, cada um clusterizando cepas altamente relacionadas, mas nao
necessariamente pertencentes a um mesmo grupo (de colonizagdo ou
candidemia). As cepas 2683A e 2683B, ambas pertencentes a um Hospital do
Rio de Janeiro, apresentam pequena variabilidade genética quando comparadas
aos isolados avaliados no presente estudo, o que pode ser explicado pela
distAncia geogréfica existente entre as instituicbes em que as cepas foram
obtidas. Confirmando os achados obtidos pelas técnicas de microssatélite e
RAPD, novamente torna-se bastante evidente a distancia filogenética em que a
cepa ATCC10571 encontra-se das demais, posicionando-se em um ramo

bastante distinto dos outros isolados (Figura 11).

4.4 Avaliacdo fenotipica dos isolados clinicos quanto aos fatores de

viruléncia

4.4.1 Determinacao da producéo de proteinase de C. rugosa

Para induzir a producao de proteinases pelos isolados, células de
C. rugosa foram cultivadas durante 72h em YCB+BSA, o qual apresenta

albumina como unica fonte de nitrogénio. Foram quantificados os produtos
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soluveis dissolvidos em TCA resultantes da degradacao de proteinas apds o
periodo de incubagdo do sobrenadante das culturas em BSA preparado em
tampao citrato pH 3,8 por 1h. A atividade de proteinase foi expressa em fungao

do crescimento das culturas em YCB+BSA (DO s00nm)-

Para efeitos comparativos, serdo apresentados dados referentes
a cepa 645A, de C. albicans, altamente produtora de proteinase. Esta cepa
também pertence ao banco de microrganismos do LEMI, e foi caracterizada em
estudo paralelo sobre os fatores de viruléncia de C. albicans (dados n&o

publicados).

Por serem as cepas, em sua maioria, ndo produtoras ou baixas
produtoras de proteinase, ndo foi possivel observar nenhuma diferenca
significativa entre os trés grupos. Entretanto, o unico isolado com alta atividade
de proteinase tratava-se de cepa colhida de corrente sanguinea de paciente

que teve mortalidade atribuida a candidemia por C. rugosa (Figura 12).

Uma andlise geral da distribuigdo dos valores da atividade de
proteinase revelou que quase todas as cepas de C. rugosa, bem como as
cepas do Rio de Janeiro, apresentaram baixos niveis de produgcdo de
proteinase, com valores < 0,05, quando comparadas ao isolado controle de C.
albicans (Figura 13). A cepa de referéncia ATCC10571 mostrou-se baixa
produtora de protease, com valores em torno de 0,03. Cinco isolados, 4.5A e
535C, dos pacientes somente colonizados, e 69, 629A2 e 1160.5, do grupo
com candidemia e 6bito, apresentaram atividade de proteinase negativa. Uma

unica cepa clinica apresentou-se como alta produtora de proteinase, o isolado
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106, de sangue e do grupo candidemia e Obito, expressando um valor de

atividade de proteinase de 0,17.

A analise comparativa da atividade de proteinase entre as cepas
isoladas nos anos de 1995/96 e 2001/02 revelou que amostras pertencentes ao
primeiro grupo apresentaram maior atividade de proteinase quando
comparadas as do segundo grupo (p<0,05), o que pode ser observado na
figura 14. O mesmo n&o foi observado ao se fazer uma comparagdo das

amostras isoladas de sangue com as dos demais sitios.

Atividade Proteinase
Grupo | /Colonizacgéo
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Atividade de Proteinase
Grupo lll/ Candidemia e 6bito
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Figura 12 (A, B e C). Atividade de proteinase de isolados clinicos de C. rugosa
(Grupos |, 1l e lll) com células crescidas em YCB+BSA por 72 h, 30 °C a 200
rom. As barras representam o desvio padrdo de trés experimentos
independentes. * cepas isoladas em 1995/1996

20—

Frequéncia

(%) =

L] I I
0,00 0,05 010 015 0,20

Atividade de Protease

Figura 13: Distribuicdo dos 45 isolados de C. rugosa segundo a atividade de
proteinase, expressa de acordo com a razao D.0.280nm/D.0O.600nm.
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0,200+
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®

0,150 =

0,100

Atividade de Proteinase
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Figura 14: Grafico-caixa (Boxplot) das amostras de C. rugosa isoladas nos
anos 2001/02 (1) e nos anos 1995/96 (2). O simbolo “*” indica que existe
diferencga significativa entre os valores de produgao de proteinase entre os dois
grupos (p<0,05). *41 = outlier representado pelo isolado 106.

4.4.2 Determinacao da producéo de fosfolipase em C. rugosa

Para a inducdo da atividade de fosfolipase nos isolados do
presente estudo, as cepas foram crescidas em meio agar fosfolipase, onde os
fosfolipideos contidos na gema de ovo s&o degradados pela producdo desta
enzima pelo microrganismo, resultando em acidos graxos. Os acidos graxos
formam um complexo de precipitagdo com o calcio também presente no meio

de cultura, resultando em um halo ao redor da coldnia.

Neste ensaio, observou-se que todas as amostras, incluindo a
ATCC10571 e os controles externos 2683A e 2683B, apresentaram atividade
de fosfolipase negativa. Embora houvesse o crescimento da colénia no meio
indutor, ndo houve a formacédo de halo ao redor da mesma, o que indica a
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natureza nao produtora de fosfolipase desses isolados. Como controle de
qualidade do meio de cultura, foi utilizada uma cepa de C. albicans do nosso

banco de microrganismos que apresentou atividade de fosfolipase positiva.

4.4.3 Determinacao da producéo de lipase em C. rugosa

Com a finalidade de se verificar a producdo de lipase pelos
isolados clinicos, foram realizados 2 ensaios, um qualitativo e um quantitativo:
o primeiro foi realizado em placas de Petri com meio contendo agar, o corante
rhodamina B e dleo de oliva, e o segundo em meio liquido, também com 6leo
de oliva, verificando a atividade enzimatica pela hidrélise do p-nitrofenil laurato
(PNPL). O dleo de oliva € um excelente indutor de produgéo de lipase devido a
grande porcentagem de trioleina presente em sua composigdo, que é o

substrato natural para as lipases.

Todas as cepas analisadas cresceram no meio contendo azeite
de oliva e rhodamina B, apresentando o didmetro médio da colénia de 1,2cm
(£0,11). A producao de lipase em placas de Petri foi confirmada pela presenca
de halos alaranjados, fosforescentes ao UV, apds 96 horas de incubacéo a

30°C (Figura 15).
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Figura 15: Amostras 1016C (A) e ATCC10571 (B), exemplificando cepas
produtoras e nado produtoras de lipase, respectivamente, em meio agar-
Rhodamina B, visualizadas sob incidéncia de luz UV.

A determinacao da razéo entre a medida do halo de hidrélise e a
medida da colbénia (H/C), mostrou uma variacdo de razdo minima de 1,0 e
maxima de 1,7. As cinco maiores razbes (H/C) foram obtidas com as cepas
1016C e 535C (colonizagao), 565D (candidemia e alta) e 106 e 577D
(candidemia e 6bito), as quais foram as maiores produtoras de lipase. As cepas
4.5A e 968B1, ambas de pacientes somente colonizados, mostraram-se como
nao produtoras de lipase. A cepa de referéncia ATCC10571 também foi
classificada como nao produtora de lipase, uma vez que obteve o valor da

razdo H/C igual a 1 (Figura 16).

Formagéo do Halo de Lipase

;g 2,00
S 160
S 1l Il
£ 0,80
@ 0,40 II
5 0,00 -

& &«

Isolados

Figura 16: Grafico da razdo entre o didametro do halo de hidrélise da lipase e o da
colénia (H/C) das 45 amostras de C. rugosa crescidas em meio contendo agar, 6leo de
oliva e Rhodamina B.
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A Figura 17 ilustra a producéao de lipase das cepas de acordo com
seus respectivos grupos. A analise quantitativa de producdo de lipase,
realizada pelo método da hidrélise do pNPL, mostrou que os valores variaram
muito entre as amostras, conforme pode ser visto no histograma de distribuicao
das mesmas (Figura 18). Um panorama geral da populagdo em estudo revelou
que 18% das cepas nao sao produtoras de lipase, 24% séao baixas produtoras
(valores menores que 0,045), 31% s&o médias produtoras (entre 0,045 e 0,07)

e 27% sao altas produtoras (acima de 0,07).
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Producao de Lipase
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Figura 17 (A, B e C). Producéo de lipase dos isolados de C. rugosa (Grupos |, Il
e Ill) com células crescidas em meio indutor contendo 6leo de oliva por 48h, 30
°C a 150 rpm. As barras representam o desvio padrao de trés experimentos
independentes. * cepas isoladas em 1995/1996

Frequéncia (%)

0,025 0,050 0,075 0.100

Produgao de Lipase

Figura 18: Distribuicdo dos 45 isolados de C. rugosa segundo a produgao de
lipase, expressa em fungédo da razao da absorbancia a 348nm, que representa o
produto da hidrélise do pNPL, sobre a absorbancia a 600nm, que representa o
crescimento celular no meio indutor.
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O grupo |, dos isolados de colonizagao, foi o que obteve menor
média de produgao de lipase (0,030), e caracterizou-se por ser menor produtor
de lipase do que o grupo Il (p<0,05), causadores de candidemia e alta. As
cepas do grupo Il foram as maiores produtoras de lipase, expressando uma
média de 0,069, contudo nao se diferenciaram estatisticamente das cepas do
grupo lll, isolados obtidos de pacientes que apresentaram candidemia e morte,

as quais obtiveram uma média de 0,058.

Também n&o foi encontrada nenhuma diferenca significativa na
analise estatistica quando o grupo de cepas isoladas em 1995/96 foi

comparado com o das cepas isoladas em 2001/02.

O grupo | caracterizou-se por abranger seis das 8 cepas nao
produtoras de lipase, sendo elas 4.5A, 105A1, 157C, 165C, 852B2 e 880D. As
cepas controle ATCC10571 e 2683A também foram classificadas como nao
produtoras. O grupo |l caracteriza-se por ser um grupo pequeno, e foi
composto em sua maioria por cepas altamente produtoras de lipase (107, 565D
e 981F) sendo as outras duas, 573D e 955D, consideradas como baixas
produtoras. O grupo Il € o mais heterogéneo, englobando cepas das quatro
categorias, embora mais de 70% das cepas sejam consideradas como médias
e altas produtoras de lipase, o que justifica alto valor da sua média. Os grupos
Il e lll englobam os isolados obtidos de pacientes com candidemia, sugerindo
uma importancia deste fator de viruléncia no desfecho clinico do paciente

colonizado por C. rugosa em desenvolver doencga.

Além deste aspecto, como pode ser observado na Figura 19, foi

possivel verificar que as cepas isoladas de sangue sao maiores produtoras de
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lipase do que as isoladas de outros sitios (p<0,05), sugerindo altamente o

papel desta enzima no estabelecimento da infecgéo por C. rugosa.

0,125 -
0,100
0,075+
0,050 —

0,025+

Valores da produgao de lipase

0,000 —

Figura 19: Grafico-caixa (Boxplot) das amostras de C. rugosa isoladas de
sangue (2) e dos demais sitios (1). O simbolo “*” indica que existe diferencga
significativa entre os valores de produgcdo de lipase entre os dois grupos
(p<0,05).

4.4.4 Avaliacao da formacéao de biofilme em C. rugosa

A formacao de biofilme foi avaliada para todas as cepas de C.
rugosa selecionadas para este estudo, utilizando-se uma adaptacdo da
metodologia preconizada por Jin et al. (2003). A formacédo do biofiime foi
induzida em placas de poliestireno a 37°C por 48 horas. Apos a fase de adesao
das células a placa, as mesmas foram lavadas com o intuito de retirar células
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nao aderidas. Subsequentemente, realizou-se a coloragcéo do biofilme maduro
com cristal violeta, descoloragdo com alcool 95% e leitura espectrofotométrica
a um comprimento de onda de 570nm, a fim de quantificar indiretamente a

biomassa presente no biofilme.

A comparagao da producgéo de biofilme entre os trés grupos n&o
revelou nenhuma diferenga significativa entre eles para esse parametro (Figura
20). Uma analise geral da Figura 21 ressalta que a populagdo em estudo
expressou baixos valores de produgcdo de biofime (de 0,1 a 0,4 de
absorbancia). Os isolados que mais produziram biofiime (> 0,4) encontram-se
em sua maioria inseridas no grupo | (145D, 157C, 852B2, 875D, 903D e 945A),
0 qual apresentou maior média entre os trés, e somente os isolados 589F e
1160,5 no grupo Ill. A cepa de referéncia ATCC10571 foi a unica que

apresentou um valor elevado na produgéo do biofilme (> 3,0).
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Figura 20 (A, B e C): Producéo de biofilme avaliada em isolados clinicos de C.
rugosa (grupos |, Il e lll). As barras representam o desvio padrdo do ensaio
realizado em triplicata. * cepas isoladas nos anos de 1995/1996
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Figura 21: Distribuicdo dos 45 isolados de C. rugosa segundo a produgéo de
biofilme, expressa de acordo com a leitura da Absorbancia a 570nm de
comprimento de onda.

Também n&o foi observada diferenga significativa nos valores de
producao de biofilme com relag&o aos isolados de sangue quando comparados
com os dos demais sitios, bem como as cepas isoladas em 1995/96 com as

isoladas em 2001/02.

4.45 Compilacdo dos resultados obtidos da avaliacdo dos fatores de

viruléncia de C. rugosa

A tabela 5 estabelece uma comparagdao das propriedades
fenotipicas de todos os isolados pertencente aos trés grupos propostos de
acordo com o desfecho clinico do paciente. Foi possivel notar que houve
grande variabilidade nos resultados obtidos, ndo sendo possivel estabelecer
uma correlagao direta entre todos os fatores avaliados e o desfecho clinico dos
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pacientes. Contudo, destacou-se o fato de que a cepa de referéncia de C.
rugosa ATCC10571 mostrou valores muito diferentes dos da populagdo em

estudo, principalmente nas avaliagdes de producao de lipase e biofilme.

Tabela 5: Aspecto geral das propriedades fenotipicas dos isolados clinicos de

C. rugosa, distribuidas em trés grupos caracterizados por diferentes desfechos

clinicos dos pacientes.

Producéo Producéo Producéo Producéo

de Proteinase de Fosfolipase de Lipase de Biofilme

Baixa Baixa

Colonizagéo N&o produtores

Candidemia e alta Baixa Nao produtores Média e alta Baixa

Candidemia e o6bito Baixa ou Alta N&o produtores Média e alta Baixa

ATCC10571 Baixa N&o produtora N&o Produtora Alta

E importante destacar que a cepa 106, isolada de sangue e

pertencente ao grupo de pacientes que desenvolveram candidemia e evoluiram
a obito, foi a unica amostra clinica que expressou alta atividade de proteinase,
bem como altos valores de lipase. Vale também ressaltar que altos valores de
atividade de lipase foram obtidos principalmente por cepas isoladas de sangue,
sendo este um indicio importante na sua atuagao como fator de viruléncia de C.

rugosa.

Uma analise comparativa da média dos valores dos trés fatores
de viruléncia que foram expressos pelos isolados de C. rugosa, sendo eles: a
atividade de proteinase, a producdo de lipase e a formacao de biofilme,
realizada em cepas de colonizagdo provenientes de pacientes que foram

somente colonizados ou de pacientes com candidemia, mostrou que ndo ha
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diferenca significativa na expressdo destes fatores de viruléncia entre estas

duas populagoes.

Por sua vez, para analisar a hipétese de que poderia haver um
incremento na expressao dos fatores de viruléncia com o progresso da
infeccdo invasiva ao longo da internagdo por isolados de C. rugosa, foram
comparados os valores médios destes trés fatores de viruléncia expressos
entre as cepas de sangue e aquelas de colonizagdo provenientes dos
pacientes que desenvolveram candidemia. Nesta analise foi possivel observar
que todos os valores médios destes fatores foram maiores em isolados de
sangue do que em isolados de colonizagdo. Embora esta diferenga n&o tenha
sido estatisticamente significante, ela possivelmente aponta uma tendéncia de
ganho de viruléncia ao longo da infecgdo, em que cepas de sangue sejam mais

adaptadas do que as cepas de colonizacdo, causando assim a candidemia.

4.5 Avaliacdo do perfil de susceptibilidade das cepas de C. rugosa aos

antifungicos pelo método de microdiluicdo em caldo

Os testes de susceptibilidade aos antifungicos anfotericina B,
fluconazol, voriconazol, caspofungina e anidulafungina foram realizados pelo
método de microdiluicio em caldo, conforme a norma de padronizagao

publicada no documento M27-A2 pelo CLSI (2008).
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Além dos isolados clinicos avaliados neste estudo, organismos
controle de C. parapsilosis, ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 foram
incluidos em cada dia de experimento. Todos os valores de concentragcéo
inibitéria minima (CIM) obtidos para os organismos controles foram compativeis
com aqueles esperados pela metodologia do CLSI 2002, o que garante a

confiabilidade dos valores obtidos para as amostras testes.

A Tabela 6 ilustra os valores das CIMs para todas as drogas
testadas (fluconazol, voriconazol, anfotericina B, caspofungina e
anidulafungina), e seus respectivos CIM50 (concentracdo inibitéria minima de
antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas) e
CIM90 (concentracdo inibitéoria minima de antifungico capaz de inibir o

crescimento de 90% das amostras testadas).

Tabela 6: Valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) apresentadas

pelos isolados de C. rugosa deste estudo.

Variacao da CIM Sensibilidade

ClMsq ClMgg
(ug/mL) R — %

Anfotericina B 0,5
Fluconazol 1,0-64 16 64 38*
Voriconazol 0,03-1 0,25 0,5 100
Anidulafungina 0,06-0,5 0,125 0,25 100
Caspofungina 0,25-2 1 1 100

* 42% das cepas sdo SDD para o fluconazol

Para a anfotericina B, nenhuma cepa apresentou valores de CIM
superiores a 1 ug/mL, sendo as mesmas, portanto, sensiveis a essa droga.
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Quando testadas com o fluconazol, somente 38% das cepas tiveram valores de
CIMs < 8ug/mL, sendo classificadas como sensiveis, e 42% das cepas
exibiram susceptibilidade dose dependente (SDD) a essa droga (CIM entre 16
e 32ug/mL), ressaltando consideravel resisténcia aos azodlicos para esta
espécie. Em relagdo ao voriconazol, todos os isolados foram sensiveis,
exibindo valores de CIM < 1 ug/mL. Frente as equinocandinas, todos isolados
apresentaram valores de CIM < 2 pg/mL para a anidulafungina, e < 0,5 ug/mL

para a caspofungina, sendo sensiveis a ambas as drogas.

Ndo foram observadas quaisquer diferengas no padrao de
susceptibilidade das cepas com relagdo aos grupos |, Il e Ill. Ao analisar o
agrupamento das cepas de acordo com o ano de isolamento, verificou-se que
as cepas isoladas nos anos de 2001/02 exibiram valores de CIMs a
caspofungina maiores do que os das cepas isoladas em 1995/96 (p<0,05),
mesmo sendo os dois grupos sensiveis a essa droga. Também foi possivel
observar que a cepa 154, do grupo de candidemia e Obito e isolada em
1995/96, apresentou os maiores valores de CIMs para as drogas
anidulafungina, voriconazol, anfotericina B e fluconazol dentre as cepas
isoladas nesse mesmo periodo. Dentre todos os isolados de sangue, foi
possivel verificar que a cepa 69D, do grupo candidemia e 6bito, caracterizou-se
por apresentar os maiores valores de CIM para as drogas anidulafungina,

voriconazol, anfotericina B e fluconazol
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Atualmente C. rugosa € descrita como um patdégeno oportunista
emergente, capaz de causar infecgdes de natureza invasiva no homem, e com
frequéncia de isolamento aumentada em paises da América Latina. Além disso,
estudos revelam ser um patdégeno que possui sensibilidade reduzida a
antifangicos azodlicos, e, possivelmente, a anfotericina B, drogas estas

amplamente utilizadas em terapia antifungica no Brasil (Pfaller et al., 2006%).

A ocorréncia de inumeros isolamentos de C. rugosa realizados no
Hospital Terciario “Casa de Saude Santa Marcelina”, localizado na cidade de Sao
Paulo, evidenciou a importédncia em se estudar este patdgeno, uma vez que se
demonstrou o potencial desta levedura em habitar o ambiente hospitalar ao longo
de varios anos, bem como de causar surtos e infecgdes sistémicas em pacientes

com saude comprometida (Colombo et al., 2003).

Tal observagao foi complementada através de um estudo de coorte
longitudinal realizado durante o periodo de 18 meses (2001/02), incluindo 349
pacientes internados por diferentes doencas na UTI deste hospital, onde se
verificou a ocorréncia de 28,7% de colonizagao por C. rugosa nesses individuos,
sendo que 14% deles evoluiram com candidemia (Rosas et al., 2004). Neste
estudo, C. rugosa foi a segunda espécie de levedura mais isolada de diversos
sitios dos pacientes em questao, totalizando 218 cepas, precedida somente de C.
albicans. Até o presente momento, ndo existe nenhum relato na literatura sobre
alguma instituicdo médica em que se tenha isolado C. rugosa com tamanha
frequéncia, e em um curto espaco de tempo, 0 que criou o cenario adequado para
evidenciar a relevancia deste estudo, bem como para a obtencdo das cepas e

informagdes clinicas dos pacientes necessarias para o projeto em questéao.
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Embora relatos de isolamento de C. rugosa sejam cada vez mais
frequentes em diversas partes do mundo, poucos sado os trabalhos na literatura
que tenham evidenciado o carater patogénico desta espécie. Assim sendo, €
importante salientar o carater inédito deste estudo em relagédo a trés aspectos: )
trata-se do primeiro estudo de caracterizagao de viruléncia de C. rugosa a partir de
isolados obtidos dentro de um cenario clinico bem detalhado com relagdo as
condigdes clinicas e a evolugdo dos pacientes infectados; Il) realizamos a
caracterizagdo mais ampla de atributos de viruléncia de C. rugosa ja feita até o
presente momento; Ill) avaliagdo de numero robusto de cepas cuja tipagem

molecular, em especial o sequenciamento da regidao ITS do rDNA, foi realizada.

Horvath et al. (2003) avaliou a habilidade de deteccédo de candidemia
do sistema de hemocultura automatizado BACTEC 9240, inoculando diferentes
espécies de leveduras em frascos BACTEC aerdbicos e anaerdbicos, com
avaliagdo de crescimento por 21 dias. Decorrido o tempo de analise, o
equipamento ndo detectou o crescimento da cepa de C. rugosa em ambos 0s
frascos, porém, a mesma foi recuperada por meio de subcultivo apés este prazo, o
que indica que este patdégeno pode estar presente no sangue e, devido a um
crescimento mais lento, ndo ser detectado pelo equipamento em condigdes de

incubacéo utilizadas na rotina.

De maneira geral, C. rugosa € uma levedura facilmente identificada
pelo perfil bioquimico de assimilagdo de agucares, porém, ja existem relatos de
técnicas de identificacdo que apresentam baixo poder discriminatério para esta
espécie. Um estudo a respeito da acuracia de identificagdo do cartdo colorimétrico

para rapida identificacdo de leveduras do sistema VITEK 2 (Biomérieux, Etoile,
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France) revelou falhas de identificacdo em 52% das cepas de C. rugosa avaliadas,
sendo desaconselhavel o seu uso na identificacdo desta espécie (Valenza et al.,
2008). De acordo com Szabé et al. (2008), C. rugosa foi identificada erroneamente
como C. valida por meio do kit de identificagdo Micronaut-Candida (Merlin
Diagnostika GmbH, Bornheim, Germany), mesmo depois dos testes adicionais

propostos por esse método.

Por meio destes relatos, pode-se afirmar que, possivelmente, o
numero de episodios de candidemia por C. rugosa esteja sendo subestimado, seja
pela dificuldade de isolamento, ou pela falha na identificacdo desta espécie. Neste
projeto, todas as cepas foram corretamente identificadas como C. rugosa por meio
da utilizagdo do kit ID32C (Biomérieux, Etoile, France), exceto a cepa de sangue
106, isolada do grupo de pacientes com candidemia e 6bito, que foi identificada
pelo método classico de assimilagdo e fermentacdo de agucares. Assim sendo,
este kit mostrou-se como uma técnica altamente recomendavel e eficaz na
identificacdo de C. rugosa. Contudo, nos laboratérios em que o ID32C nao esteja
disponivel para a identificagao de leveduras, é provavel que o diagnéstico desta

levedura esteja comprometido.

Como mencionado anteriormente, atualmente, existem poucos
estudos in vivo e in vitro sobre os fatores de viruléncia de C. rugosa, o que
caracteriza a peculiaridade deste projeto, mas que impossibilita a comparagao
com resultados prévios sobre esta espécie, a qual sera feita em sua maioria

baseando-se em estudos com outras espécies de Candida.

Uma analise geral dos resultados referentes a produgao de enzimas

hidroliticas mostrou que C. rugosa € uma espécie com baixa expressao dos
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fatores de viruléncia quando comparada, por exemplo, com C. albicans. Com
relagdo a produgdo de proteinase, as cepas apresentaram-se em sua maioria
como nao produtoras ou baixas produtoras desta enzima, e por essa razio, nao
foi observada diferenca significativa na produgcdo de proteinase entre os trés
grupos com diferentes desfechos clinicos: somente colonizagdo (grupo ),
candidemia e alta (grupo Il) e candidemia e ébito (grupo lll). A baixa expressao de
proteinase por C. rugosa observada neste estudo corrobora alguns relatos da
literatura que apontam outras espécies de Candida, tais como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. guillermondii e C. krusei, como sendo baixas
produtoras de proteinase quando comparadas com C. albicans (Gokce et al.,

2007).

Estudos clinicos e microbiolégicos conduzidos por Melo et al. (2009)
confirmam estes achados. Estes autores realizaram uma analise da microbiota
oral de 52 criangas infectadas pelo HIV, e que passaram a receber tratamento
com drogas inibidoras de protease. Apos a utilizagao desta droga, o isolamento de
espécies de Candida ndo-Candida albicans aumentou de 9.6% para 28%, além de
ter sido documentado o isolamento de espécies raras, tais como C. novergensis,
C. humicula e uma cepa de C. rugosa. Assim sendo, os autores sugerem que a
supressao deste importante fator de viruléncia de C. albicans, que é a produgao
de proteinase aspartica secretada (SAP), favoreceu o crescimento de espécies
nao produtoras de proteinase, uma vez que esta enzima possui natureza similar a
proteinase do virus HIV, sendo, portanto, também inibida por antiretrovirais

inibidores de protease.
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Excepcionalmente, a unica cepa altamente produtora de proteinase
em todo o estudo foi a 106, obtida de sangue, e que causou como desfecho clinico
candidemia e o6bito (Abszgonm = 0,167 £ 0,004), induzindo a uma interpretacao de
que a alta producao desta enzima tenha tido papel fundamental neste desfecho
(figura 12C). Esta correlagao entre producado de proteinase e viruléncia tem sido
amplamente descrita em modelos de estudo de viruléncia utilizando-se C.
albicans, nos quais tanto a atividade de proteinase quanto a expressédo dos genes
SAP sao aumentadas em pacientes com candidiase, quando comparadas com
individuos saudaveis (Mohan et al., 2008; Tavanti et al., 2004; Kuriyama et al.
2003). A elevada producao de proteinase da cepa 106, possivelmente justifica a
diferenca estatistica observada entre as cepas isoladas em 1995/96, que inclui
este isolado, e as do ano de 2001/02, a qual pode ser explicada unicamente pela
presenca desta cepa como um outlier (figura 14), e ndo como uma tendéncia de

perda de viruléncia ao longo dos anos.

E sabido que a produgédo de fosfolipase extracelular por C. albicans
€ considerada um aspecto importante de sua viruléncia. Estudos avaliando a
expressao de alguns genes responsaveis pela produgcdo desta enzima em
modelos murinos de candidiase disseminada, como por exemplo, 0 gene PLB1,
também ja comprovaram a relevancia desta enzima na patogenicidade desta
espécie (Schaller et al., 2005; Mukherjee et al., 2001). Diferentemente com o que
ocorre com C. albicans, em nosso estudo, todos os isolados de C. rugosa
apresentaram atividade de fosfolipase negativa. O mesmo foi verificado por
Kantarcioglu et al. (2002) que avaliaram a producéao de fosfolipase em 2 cepas de
C. rugosa por meio da mesma técnica de observagao de halos de precipitagao, e

constataram que ambas foram fosfolipase negativas. Este resultado esta de
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acordo com observacgdes existentes na literatura, as quais apontam a positividade
desta enzima entre espécies de Candida ndo- Cancida albicans como sendo rara,
sendo este um fator de viruléncia altamente expresso somente em cepas de C.

albicans (Mohan et. al, 2008; Gokce et al., 2007).

Embora a produgdo de lipase seja bem documentada para C.
rugosa, a maior parte dos dados na literatura relacionados a esta enzima enfocam
sua utilizagdo em processos biotecnoldgicos e industriais (de Maria et al., 2006;
Dalmau et al., 2000; Brocca et al., 1998), sendo que nenhum estudo foi realizado
na tentativa de caracterizar a expressdo de lipase como sendo um fator de
viruléncia para esta espécie, com a propriedade de estabelecer o sucesso das

infec¢des invasivas causadas por esta levedura.

Com relagdo a producédo de lipase pelas cepas de C. rugosa, a
analise quantitativa realizada pelo método da hidrélise do pNPL mostrou a
existéncia de uma populagéo bastante heterogénea, composta por individuos néo
produtores (18%), baixos (24%), médios (31%) e altos produtores de lipase (27%).
Interessantemente, nossa cepa de referéncia ATCC10571 de C. rugosa néo
produziu lipase, o que pode ser explicado ou pela sua natureza ndo produtora, ou
pela perda de viruléncia a partir de inUumeros subcultivos que esta cepa foi
submetida desde sua aquisicdo por nosso laboratério, uma vez que o fenédmeno
da atenuacgao da viruléncia ao longo dos anos ja € de conhecimento para alguns

fungos (Macoris et al., 2006).

Neste estudo houve duas constatagbes importantes que sugerem
que a produgao de lipase seja um importante fator de viruléncia em C. rugosa, e

que pode desempenhar um papel fundamental no processo de infecgao: primeiro,
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as cepas obtidas do grupo |, de pacientes que foram somente colonizados,
expressaram valores médios de producgao de lipase (0,030) menores do que os
valores médios das cepas isoladas de pacientes do grupo Il (0,069), candidemia e
alta, sendo este valor estatisticamente diferente do primeiro. Isolados do grupo llI,
candidemia e 6bito, apresentaram valor maior do que o do grupo | (0,058), sem
contudo, ser diferente estatisticamente do mesmo. Segundo, como pode ser
observado na figura 19, verificou-se que as cepas isoladas de sangue sao maiores

produtoras de lipase do que as isoladas de outros sitios (p<0,05).

De fato, existem evidéncias na literatura afirmando que a lipase
possui importante papel na patogenicidade de Candida spp. Géacser et al. (2007?)
demonstrou o papel do gene lipase 8 (LIP8) na viruléncia de C. albicans através
da supressao deste gene em cepas mutantes. Verificou-se que a expressao
diminuida do gene LIP8 resultou em crescimento reduzido em meios de cultura
ricos em lipidios, uma vez que o produto deste gene possui um importante papel
na digestao de lipideos para aquisicdo de nutrientes. Também foi constatado que
as cepas mutantes deficientes para o LIP8 foram significativamente menos
virulentas no modelo de infecgao intravenosa em camundongos, tanto em relagcao

ao tempo de sobrevida quanto a carga de infecgdo em orgaos vitais.

Estes mesmos autores, ao pesquisarem o papel da lipase na
viruléncia de cepas de C. parapsilosis, verificou que mutantes deficientes para os
genes de lipase 1 e 2 (LIP1 e LIP2) ndo possuem atividade lipolitica nos meios
ricos em lipideos, foram mais facilmente ingeridas por macrofagos, além de
apresentar producdo de biofilme dramaticamente reduzida quando comparada

com as cepas selvagens. Adicionalmente, cepas mutantes lipase negativas foram
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significativamente menos virulentas tanto em modelos de infecgdo que envolvem
inoculacdo de epitélio oral humano, quanto em modelo murino de candidiase
(Gacser et al., 2007°). Em analogia com os estudos realizados com C. albicans e
C. parapsilosis, esses dados corroboram a idéia de que a producédo de lipase
esteja relacionada também com a viruléncia de C. rugosa, uma vez que isolados
de sangue expressaram significativamente mais esta enzima que aqueles de

outros sitios anatdémicos.

Com relagdo ao ensaio de formacédo de biofilme, foi demonstrado
que todas as cepas avaliadas possuem capacidade de formar esta estrutura em
superficies plasticas. Entretanto, houve uma grande variagdo na intensidade de
formagao das mesmas entre os isolados (Absszonm = 0,079 a 0,633), sendo que a
maioria deles foram classificados como baixos e médios produtores (< 0,4),
conforme pode ser visualizado na figura 21. A comparagao deste parametro entre
os trés grupos com diferentes desfechos clinicos nao revelou nenhuma diferenca
significativa entre eles, embora alguns relatos da literatura afirmem que o alto
potencial de formacéao de biofilme in vitro pode ser associado nao s6 com a maior

persisténcia, mas também com o pior desfecho da infec¢ao (Hasan et al., 2009).

A produgdo de biofilme €& um fendbmeno bastante estudado e
relacionado a viruléncia em C. albicans (Kuhn et al., 2002). Os resultados do
nosso ensaio, em que o valor médio da formagao de biofilme foi de 0,291 (+
0,109) de absorbancia a 570nm, foram semelhantes aos obtidos em alguns
estudos que utilizaram a mesma técnica de coloracdo por cristal violeta (CV). Ao
analisar a formacgé&o de biofilme em C. albicans, Li et al. (2003) demonstrou que

cepas desta espécie provenientes de diferentes fontes (cavidade oral, mucosa
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vaginal e ambiental) variaram bastante com relacdo a producédo de biofilme, tal
COmMO ocorreu em Nosso ensaio, sendo que a média de produgao de biofilme das
115 cepas avaliadas foi de 0,189 (x 0,301), com uma variagao entre 0,043 a
2,179, entre as cepas produtoras de biofiilme. Em outra investigagdo, foram
comparadas 26 cepas de C. albicans isoladas de cavidade oral de pacientes
infectados com HIV com 20 cepas de individuos saudaveis. Os nivel médio de
producao de biofilme quantificado pelo CV foi de 0,196 (£ 0,072) no primeiro
grupo, e de 0,176 (£ 0,086) no segundo, ndo sendo constatada diferenca

quantitativa significativa entre estes dois grupos (Jin et al., 2003).

Ha diversidade de constatacbes na literatura em que € possivel
correlacionar a producdo do biofime com a capacidade de patogénese e
viruléncia. Ora autores sugerem que a producdo de biofime em cepas de
candidemia é maior do que em sitios ndo invasivos, ora observa-se relagao entre
obito e a maior produgao desta estrutura. Em relagdo a C. rugosa, houve alguma
variabilidade com relagdo a producdo de biofilme, sendo na maioria das vezes

baixa, independentemente do sitio.

Ao avaliar a formacao de biofilme entre cepas isoladas de sangue e
cepas dos demais sitios, nosso estudo ndo observou diferenca significativa na
quantificacdo do biofilme entre estes grupos. Estes resultados contradizem outras
investigacdes, tais como a de Shin et al. (2002), onde a capacidade de formar
biofilme em uma colegéo de isolados clinicos sanguineos foi comparada com a de
outros sitios anatdmicos em Candida spp. Demonstrou-se que a propor¢ao de
cepas de Candida n&o-Candida albicans sanguineas capazes de formar biofilme

foi significativamente maior do que as cepas obtidas de outros sitios anatémicos
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(79% versus 52%, sendo p<0.0001). Baseado nestes dados é razoavel indicar
que isolados sanguineos formam mais biofilme, o que caracteriza seu poder de
patogenicidade, diferentemente do que ocorreu em nosso estudo, onde talvez a
formacao de biofilme n&o tenha tido papel tdo fundamental no estabelecimento da
candidemia. Entretanto, este atributo de viruléncia pode ser importante nos
momentos iniciais da infecgao por C. rugosa, uma vez que muitos isolados de

colonizagao foram altamente produtores de biofilme (figura 20A)

Notavelmente, a cepa de referéncia ATCC10571 foi a unica que
apresentou um valor extremamente elevado na producdo de biofilme
(Abss70nm>3,0), contrastando das demais. Este achado, juntamente com a
constatacdo de que a cepa ATCC10571 possui macromorfologia em meio
Sabouraud acentuadamente mais rugosa do que as demais (figura 4), € uma
caracteristica morfolégica marcante que distingue a cepa de referéncia e a
populacdo em estudo, evidenciando ainda mais a heterogeneidade genética dos

nossos isolados e a cepa de referéncia ATCC10571

E importante ressaltar que a habilidade de transicdo do estado de
levedura para hifa em cepas de C. albicans, além de constituir um importante fator
de viruléncia, esta diretamente relacionada com a expressdo dos genes que
também sao indutores da producdo de biofilme (Goyard et al., 2008).
Estabelecendo-se um paralelo da importancia do padrado morfolégico na produgao
de biofilme com cepas de C. albicans e de C. rugosa, podemos sugerir que cepas
com maior filamentacdo teriam maior producdo de biofilme. No nosso estudo, a
cepa ATCC10571 de C. rugosa, que apresentou maior filamentacdo com relagcéo

aos isolados clinicos, demonstrou maior capacidade de formagao de biofiime.
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Em relacdo aos testes de susceptibilidade, conforme a tabela 6,
todos os isolados avaliados apresentaram 100% de sensibilidade in vitro aos
seguintes antifungicos: anfotericina B, voriconazol, caspofungina e anidulafungina.
Com relacdo ao fluconazol, somente 38% das cepas foram susceptiveis,
evidenciando a tendéncia desta espécie em apresentar susceptibilidade reduzida

a essa droga (Pfaller et al., 2006?).

Nossos achados sobre a susceptibilidade dos isolados a anfotericina
B (todos com CIM < 1 uyg/mL) estdo de acordo com alguns relatos na literatura que
observaram sensibilidade de C. rugosa a este poliénico em estudos in vitro (Melo
et al., 2009; Gonzalez et al., 2008; Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Garcia-Martos
et al., 2001) e também in vivo (Hernandez et al., 2004). Carrillo-Mufoz et al.
(1999) verificou a susceptibilidade de 1 cepa clinica de C. rugosa nao somente a
anfotericina B (desoxicolato), mas também a diversos poliénicos, sendo eles,
nistatina, nistatina lipossomal, anfotericina B complexo lipidico, anfotericina B
lipossomal e anfotericina B colesteril sulfato. Utilizando-se da metodologia de
microdiluicdo em caldo, da Matta et al. (2007), avaliaram 25 cepas de C. rugosa
isoladas de sangue, provenientes de 4 hospitais terciarios da cidade de Sao

Paulo, e verificaram 100% de sensibilidade a anfotericina B.

Contrariamente aos achados de sensibilidade antifungica in vitro a
anfotericina B dos nossos isolados e as citagdes anteriores, alguns autores
sugerem que C. rugosa possa ser uma especie refrataria ao tratamento com este
antifangico. Durante um surto reportado no Brasil, 4 de 6 pacientes com
candidemia por C. rugosa evoluiram a Obito, mesmo apds terem recebido

tratamento com anfotericina B (Colombo et al., 2003). Dubé et al. (2004) reportou
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15 episddios de candidemia por C. rugosa em uma unidade de queimados, onde o
uso da nistatina tépica foi associado ao aumento de fungemia. Pfaller et al. (2004)
realizaram um estudo retrospectivo de diversos dados da literatura e verificaram
que 54,5% dos isolados analisados (um total 13), apresentaram resisténcia a
anfotericina B pelo método de microdiluicdo em caldo. Em outro estudo, realizado
em hospitais coreanos, 2 isolados de sangue de C. rugosa exibiram CIMs = 0,38
Mg/mL para a anfotericina B por meio da metodologia do E-test, o que é

considerado um valor elevado para esta droga (Park et al., 2008).

Mesmo com as evidéncias obtidas em nossos ensaios a respeito da
eficacia in vitro da anfotericina B contra C. rugosa, diante da controvérsia com a
qual este tema é discutido na literatura, € necessaria realizacdo de mais estudos
in vitro e in vivo com este antifungico, com o intuito de se chegar a conclusao da
eficacia ou ndo desta droga contra esta espécie, uma vez que a maioria das
investigagdes utilizou poucas cepas para analise. Estes dados sugerem que a
resisténcia a anfotericina B deva estar presente em alguns isolados clinicos desta

espécie, nao se tratando, portanto, de resisténcia intrinseca a esta droga.

Com relacao ao fluconazol, somente 38% das nossas cepas tiveram
valores de CIM < 8 pg/mL, sendo classificadas como sensiveis, 42% exibiram
valores de CIM entre 16 e 32 ug/mL, apresentando susceptibilidade dose
dependente (SDD) e 20% foram resistentes a este antifungico, exibindo CIM = 64
pg/mL. Nossos resultados sao condizentes com varios relatos citados na literatura,
nos quais isolados de C. rugosa apresentam susceptibilidade reduzida a essa
droga (da Matta et al., 2007; Pires-Gongalves et al., 2007; Pfaller et al., 2004;

Maxwell et al., 2003; Testore et al., 2001; Ng et al., 2000).
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Em uma investigacdo conduzida pelo centro de vigilancia do
ARTEMIS DISK Global Antifungal Survaillance, ao longo de 8,5 anos de analise
(1997 a 2005), foi avaliada a susceptibilidade in vitro de 205.329 e 147.776
isolados leveduriformes ao fluconazol e ao voriconazol, respectivamente, através
da metodologia de disco difusdo. Das 502 cepas de C. rugosa avaliadas, somente
43,8% apresentaram sensibilidade ao fluconazol e 64,1% ao voriconazol.
Também foi observado que dos 230 isolados com susceptibilidade reduzida ao
fluconazol, somente 26,5% foram sensiveis ao voriconazol, evidenciando a
possibilidade de ocorréncia do fenbmeno de resisténcia cruzada entre estes dois

antifingicos (Pfaller et al., 2007").

Este mesmo grupo avaliou o perfil de susceptibilidade aos
antifungicos fluconazol e voriconazol pelo método de disco difusdo em 452
isolados de C. rugosa provenientes de 127 instituicbes médicas de diferentes
partes do mundo (Asia, América Latina, Europa e Oriente Médio). Demonstrou-se
que somente 40,4% das cepas foram sensiveis ao fluconazol, sendo que esta
taxa de sensibilidade foi menor em paises asiaticos (34,9%) e latino-americanos
(35,7%) do que em paises europeus (75,9%) e norte-americanos (50%). Estes
dados sugerem significativa variacao regional no perfil de susceptibilidade de C.
rugosa a este antifungico. Contudo observou-se um aumento de 30% para 60%
de resisténcia a esse antifungico ao longo dos anos avaliados (2001 a 2003).
Ainda neste trabalho, o autor sugere que C. rugosa deveria ser enquadrada,
juntamente com C. krusei e C. glabrata, como espécies com susceptibilidade

reduzida aos azolicos (Pfaller et al., 2006%).
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Com relagao ao voriconazol, todas as nossas cepas foram sensiveis
(CIM50=0,25 pg/mL e CIMgo= 0,5 pg/mL, tabela 6), seguindo a tendéncia
observada na literatura desta droga exibir CIM abaixo das concentragdes limites
(breakpoints) para se caracterizarem as cepas como sensiveis. Ostrosky-Zeichner
et al. (2003) demonstraram a eficacia do voriconazol ao avaliar 2.000 isolados de
sangue de leveduras isoladas entre os anos de 1995 e 1999 nos Estados Unidos,
onde as 7 cepas de C. rugosa avaliadas mostraram-se sensiveis a essa droga,
apresentando valor médio do CIM= 0,06 (0,03 — 0,06). Da mesma forma,
Hernandéz et al. (2004) exibiram o sucesso de tratamento com voriconazol em
camundongos neutropénicos infectados por inoculagdo intravenosa com

leveduras desta espécie.

Em contrapartida, nossos resultados divergem com os dados
observados por Pfaller et al. (2007°), onde apenas 64,1% das cepas de C. rugosa
avaliadas apresentaram-se sensiveis ao voriconazol. Estes autores também
demonstraram a tendéncia dos isolados resistentes ao fluconazol em apresentar
baixa sensibilidade ao voriconazol (21,7% SDD e 51,7% resistentes) pelo

fendbmeno da resisténcia cruzada.

Também foi observada divergéncia entre os nossos dados com os
deste mesmo grupo, em outro estudo em que se verificou sensibilidade ao
voriconazol em 55,8% dos 452 isolados de C. rugosa avaliados ao longo de 7
anos, o que enquadrou a Ameérica Latina como a regido geografica que apresenta
uma das menores taxas de sensibilidade a esse antifungico quando comparadas

com as de paises europeus (97%) e norte-americanos (100%) (Pfaller et al.,
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2006%). Sendo assim, variagao regional de perfil de susceptibilidade a voriconazol

também ocorre, semelhante ao observado com o fluconazol.

Na nossa investigagdo, o indice de sensibilidade in vitro da espécie C.
rugosa para a caspofungina (CIMso e CIMgo = 1) e anidulafungina (CIMsp = 0,125 e
CIMgo = 0,25) foi de 100%, seguindo a tendéncia observada em outros estudos
(Ostrosky-Zeichner et al., 2003). Novamente nos deparamos com a problematica
da escassez de dados na literatura a respeito da susceptibilidade de C. rugosa
frente as equinocandinas, o que dificulta a realizacdo de uma analise

comparativa.

As equinocandinas tém sido bastante utilizadas para tratamento de
candidiase invasiva. Pfaller et al. (2008?) investigaram a susceptibilidade in vitro
de isolados de Candida spp. a anidulafungina, caspofungina e micafungina,
durante 6 anos em estudo de vigilancia global. Nesta casuistica, as trés
equinocandinas avaliadas foram bastante ativas contra diversas espécies de
Candida. Especificamente em relagdo a C. rugosa, das 5.346 cepas de Candida
spp. avaliadas, somente trés foram resistentes a caspofungina (CIM > 2 ug/mL),
incluindo 1 isolado desta espécie que apresentou CIM = 8 pg/mL. Outro caso de
resisténcia a caspofungina foi relatado por Kartsonis et al. (2005), onde 1 cepa
isolada de sangue apresentou CIM = 8 ug/mL, em meio a 231 cepas de Candida

spp. testadas, cuja casuistica exibiu 96% de susceptibilidade a essa droga.

Um aspecto que chamou atengdo em nossos resultados foi o valor de
CIMgo = 1 ug/mL para a caspofungina exibido por nossa populagao. Este valor
assemelha-se aos que sao verificados para C. parapsilosis e C. guilliermondii

(CIMgo= 1 pg/mL), que sao consideravelmente elevados quando comparados com
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os valores de CIM das trés espécies seguintes: C. albicans, C. glabrata e C.
tropicalis (CIMgo= 0,06 ug/mL). Ao que parece, estas trés espécies de Candida (C.
rugosa, C. parapsilosis e C. guilliermondii), com elevado valor CIMgy, mesmo que
sejam consideradas sensiveis a caspofungina, possuem tendéncia em apresentar

susceptibilidade reduzida & esta droga (Pfaller et al., 2008°).

Através da analise genotipica, foram observados dados bastante
interessantes acerca do relacionamento genético entre as cepas de C. rugosa
utilizadas neste estudo. De acordo com os dendrogramas gerados pelas técnicas
de microssatélite e RAPD, utilizando-se os primers GAGA4 e B14 respectivamente,
demonstrou-se que as nossas cepas sao 94% similares pela primeira técnica, e
90% pela segunda (figuras 7 e 9). O alto grau de relacionamento genético também
foi observado na investigagdo conduzida por Colombo et al. (2003), que
caracterizaram um surto com 6 isolados desta espécie no mesmo hospital em que
nossas cepas foram coletadas. De acordo com Chong et al. (2003), na técnica de
RADP, um grau de similaridade em torno de 80-99% representa cepas altamente
similares, mas nao idénticas, parecendo razoavel inferir que estas infeccbes
podem ter sido causadas por uma unica cepa de C. rugosa bem adaptada ao
ambiente hospitalar, a qual deve ter sofrido microevolugdo e se disseminou no

hospital.

De fato, tanto a técnica de microssatélite quanto a de RAPD tém
sido citadas na literatura como uteis na avaliagdo de variabilidade genética em
fungos (Meyer & Mitchell, 1995). Shehata et al. (2008), demonstraram a habilidade
do primer GACA; em evidenciar diferengas inter e intraespecificas entre fungos

dermatofitos. Walczak et al. (2007) utilizaram os primers GACA4, GTGs, GACs e
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M13 nas reacbes de microssatélite, a fim de discriminar 15 leveduras
contaminantes isoladas de 2 tanques de fermentacdo de uma cervejaria
holandesa. Com a utilizacdo destes primers, o autor foi capaz de identificar,
agrupar e evidenciar diferengas intraespecificas em 7 isolados de C. sake, bem
como diferencia-las das outras espécies de leveduras, evidenciando a eficacia da

técnica de microssatélite em estudos de genotipagem.

Pires-Gongalves et al. (2007), realizaram estudos com a técnica de
RAPD para determinar o relacionamento genético entre cepas comensais de C.
albicans isoladas de pacientes com protese dental. As 47 cepas submetidas a
analise por RAPD com o primer OPJ6 exibiram 11 perfis diferentes, agrupando-se
em 4 clusters principais. Pela observacdo do dendrograma gerado pelo método
UPGMA, verificou-se que 40 (80%) cepas agruparam-se em um cluster principal
apresentando 80% de similaridade entre si, bem como todos os isolados
revelaram-se somente 50% similares, sugerindo variabilidade intraespecifica para

C. albicans.

Curiosamente, o dendrograma gerado pela amplificagdo por RAPD
com o primer B14 separou nosso isolados em dois principais clusters, designados
como A e B, embora seja importante ressaltar que estas diferengas foram minimas
em virtude do alto grau de relacionamento genético entre todos os isolados. No
cluster A, somente agruparam-se as cepas isoladas de pacientes que
desenvolveram candidemia, o que correspondeu a 56% dos individuos dos grupos
Il e lll (candidemia e alta e candidemia e 6bito, respectivamente), sendo que no
cluster B reuniram-se todas as cepas provenientes dos pacientes somente

colonizados (grupo |) e algumas dos outros dois grupos. Ao que parece, este
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primer ndo s6 apontou a grande similaridade entre as cepas, como teve a
capacidade de diferencia-las de acordo com propriedades referentes as suas

patogenicidades.

Redkar et al. (1996) realizaram o maior estudo de tipagem molecular
abrangendo isolados clinicos de C. rugosa existente na literatura, no qual 35
cepas provenientes de diversas fontes, sendo 23 delas de pacientes queimados
de uma unica instituicdo, 8 de diversos materiais clinicos (swab de ferimentos,
sangue, urina, lavado bronquico e ponta de cateter) e 4 de diferentes animais
(tartaruga, pinguim, baleia e golfinho). A metodologia utilizada foi a amplificag&o
por PCR baseada em sequéncias repetitivas (rep-PCR), sendo elas Care-2 e
RPS1, de fungbes biolégicas ndo conhecidas e que ja foram previamente
reportadas em C. albicans. Esta técnica exibiu 9 padrées de bandas diferentes,
com os quais foi possivel agrupar algumas cepas de acordo com suas fontes de
isolamento, caracterizando o surto na instituicdo meédica em questao, e inclusive
discriminado esta levedura de outras Candida spp. testadas (C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. keryr, C. lusitaniae e C. parapsilosis).
Infelizmente, como ndo houve a determinacdo do indice de similaridade
determinado pela construgdo de dendrogramas entre as cepas deste estudo, néo

foi possivel estabelecer uma comparagao com 0s nossos resultados.

O sequenciamento génico da regido ITS do rDNA demonstrou que
todas as cepas sao altamente relacionadas entre si, com exceg¢ao da cepa de
referéncia ATCC10571. A arvore filogenética construida pela analise das
sequéncias agrupou a maioria dos isolados em um mesmo cluster (figura 11),

revelando sequéncias idénticas entre si, e evidenciando a caréncia desta técnica
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em realizar estudos de detecgao de variabilidade intraespecifica, uma vez que é
um método objetivo para a resolugao dos problemas de taxonomia e identificagao

de fungos de interesse médico (Sugita et al., 2002).

A analise das sequéncias de ITS das nossas cepas revelou somente
89 a 91% de identidade com as sequéncias de C. rugosa depositadas no banco
gend6mico do NCBI (National Center for Biotechnology Information), enquanto que
a nossa cepa de referéncia ATCC10571 exibiu 99% de homologia com as
sequéncias deste banco de dados (tabela 4). Ciardo et al. (2006) verificaram que
as sequéncias da regido ITS de 3 cepas de C. rugosa foram as que apresentam
menor similaridade intraespecifica dentre todas as espécies de Candida
avaliadas. A arvore filogenética gerada pelas sequéncias de diversas espécies de
leveduras agrupou C. rugosa em um ramo juntamente com C. pararugosa, C.
lusitaniae e C. lipolytica, sugerindo que estas espécies sejam filogeneticamente
relacionadas entre si, separando-as drasticamente do cluster que continha as

demais espécies de Candida.

De maneira geral, o conjunto de analises genotipicas evidenciou o
carater diferencial existente entre a cepa de referéncia ATCC10571 e a populacao
em estudo. E marcante a posicdo em que a ATCC10571 ocupa nos
dendrogramas gerados pelas técnicas de microssatélite e RAPD (figuras 7 e 9),
bem como na arvore filogenética construida pelas sequéncias da regido ITS dos
nossos isolados (figura 11). Também é notavel a baixa identidade exibida pelas
nossas sequéncias da regido ITS (89 a 91%) com as sequéncias de C. rugosa
depositadas no GenBank, diferentemente da nossa ATCC que apresentou 99%

de identidade com as mesmas (tabela 4). Surpreendentemente, outros autores ja
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relataram identidade interespecifica da regiao ITS com valores semelhantes ou
até mesmo maiores daqueles obtidos por ndés ao parear a sequéncia das nossas
cepas com as de C. rugosa depositadas no GenBank. Ciardo et al (2006) verificou
identidade de 91,2 a 94,4% entre C. dubliniensis e C. albicans, 86,4 a 90,2% entre
C. dubliniensis e C. tropicalis, 99% entre C. guilliermondii e C. fermentati. Tavanti
et al. (2005) verificaram 95% de similaridade entre sequéncias da regido ITS de
C. parapsilosis e C. orthopsilosis e 93% entre C. parapsilosis e C. metapsilosis,

hoje classificadas como sendo espécies distintas umas das outras.

Diante de todas as observagdes obtidas por meio da tipagem
molecular, juntamente com algumas caracteristicas fenotipicas que diferenciaram
drasticamente a nossa cepa ATCC10571 das demais, como por exemplo, a alta
producao de biofilme, baixa produgcdo de lipase e a macromorfologia
acentuadamente rugosa desta cepa, é razoavel inferir que os nossos isolados nao
sejam da mesma espécie que a ATCC10571 de C. rugosa, ou que, pelo menos, o
taxon C. rugosa seja extremamente diversificado, e possivelmente abre margem
para classificar nossa populagao como um complexo desta espécie, uma vez que
outra espécie fenotipicamente indistinguivel de C. rugosa também foi
recentemente descrita e denominada de C. pseudorugosa (Li et al., 2006).
Contudo, para confirmagao desta hipétese, mais estudos estdo sendo realizados

pelo nosso grupo.

A partir da jungdo de todos os resultados apresentados, podemos
dizer que o presente trabalho contribuiu para o conhecimento dos aspectos de
patogenicidade de C. rugosa em um cenario clinico pré-estabelecido, avaliando o

impacto dos atributos de viruléncia na evolugéo clinica em eventos de candidiase.
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Tendo em vista que C. rugosa € uma levedura oportunista, capaz de causar
infeccbes invasivas e até mesmo matar pacientes internados e com a saude
comprometida, pudemos verificar que além do “status” imunoldgico do paciente, é
possivel que os aspectos intrinsecos de cada cepa sejam importantes
determinantes do sucesso de sua trajetéria como patdgeno, especificamente a
producdo de lipase pelos nossos isolados. Adicionalmente, destacamos
ferramentas moleculares capazes de analisar eficientemente a variabilidade
genética das cepas de C. rugosa, bem como evidenciamos diferengas entre o
perfil genotipico da ATCC10571 de C. rugosa e nossa populagao, abrindo espago
para a interpretacao de que se tratam de espécies diferentes, bem como apontam

a necessidade de se realizar mais estudos na investigagao desta hipétese.
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Conclusdes

A presente investigacdo permite 0s seguintes comentarios e conclusoes:

| — De acordo com os resultados obtidos na primeira fase do projeto, aplicando
duas diferentes metodologias de genotipagem para a avaliacdo do
relacionamento genético dos isolados, mais a técnica de sequenciamento da
regido ITS (rDNA) para identificacdo e analise de similaridade, podemos

concluir que:

A) O perfil genotipico das cepas de C. rugosa isoladas em um Hospital
Terciario da cidade de Sao Paulo, obtido por meio de 3 diferentes métodos
moleculares, sugere uma possivel disseminacao clonal e persisténcia das
mesmas neste ambiente hospitalar por varios anos, uma vez que este
estudo abrange isolados obtidos nos anos de 1995/96 e 2001/02. No
entanto, existe uma pequena variabilidade genética entre esses isolados,
como foi demonstrado pela genotipagem. Tais diferencas podem ser
explicadas por provavel ocorréncia de microevolugbes em funcdo de

adaptacao das cepas de C. rugosa que habitam este nicho especifico.

B) As diferencas genéticas encontradas entre os isolados clinicos e a cepa
de referéncia ATCC10571, demonstradas pelas trés metodologias
moleculares, indicam a possibilidade de heterogeneidade do taxon C.
rugosa, sugerindo uma provavel especiacdo entre as cepas brasileiras.
Este fator deve ser investigado mais profundamente por outras técnicas
moleculares, tais como o0 sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S
do DNA ribossomal e de genes essenciais por meio do Multilocus

Sequence Typing (MLST).
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Il — Podemos destacar importantes achados a partir da analise dos fatores

fenotipicos avaliados, séo eles:

A)

B)

C)

De maneira geral, a populacdo de C. rugosa estudada demonstrou baixa
expressdo dos fatores de viruléncia testados, uma vez que
apresentaram baixa atividade de proteinase, producdo nula de
fosfolipase e baixa e média producédo de biofilme. O Unico suposto fator
de viruléncia expresso de maneira consideravel pelas cepas foi a
producdo de lipase, destacando-se a alta producéo desta enzima por
amostras clinicas isoladas de sangue, provenientes dos pacientes que
desenvolveram candidemia e evoluiram tanto a 6bito quanto a alta.

A andlise em conjunto de todos os fatores fenotipicos ndo revelou
nenhuma diferenca geral entre os grupos quando sdo considerados 0s
desfechos clinicos dos pacientes em que essas cepas foram isoladas
(colonizacao, candidemia e alta, e candidemia e 0Obito). Tais resultados
indicam que os fatores ligados ao proprio hospedeiro, tais como a
gravidade, as condi¢cdes do sistema imunoldgico, a exposicdo a fatores
de risco e o tratamento do paciente, apresentaram importante papel no
desfecho clinico de cada paciente.

Foi observada uma notavel diferenca em alguns caracteres fenotipicos
da cepa de referéncia ATCC10571 com relacéo a populacdo em estudo.
Primeiro, esta cepa foi a Unica que se caracterizou como altamente
produtora de biofilme e baixa produtora de lipase. Segundo, a cepa
ATCC10571 exibiu macromorfologia acentuadamente mais rugosa do
que as demais. Tais diferencas fenotipicas, aliadas as diferencas

genotipicas constatadas pelos estudos de tipagem molecular, séo
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evidéncias consideraveis para sugerir a heterogeneidade no taxon C.
rugosa.

D) A populacdo em estudo mostrou-se sensivel para a maioria dos
antifingicos estudados, exceto para o fluconazol. Ao que parece, C.
rugosa de fato possui sensibilidade reduzida a essa droga, tal como
ocorre com outras espécies de Candida, desaconselhando-se a

utilizacdo desta droga como possivel escolha de tratamento.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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