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RESUMO

A metodologia do “Multilocus Sequence Typing (MLST)” tornou-se uma ferramenta importante
para tipagem molecular para C. albicans porque esta metodologia pode caracterizar grande
ndmero de isolados rapidamente e esta isenta da interpretagdo subjetiva de padrées de bandas
em géis de eletroforese. Este método € muito util no entendimento da filogenia e epidemiologia
de cepas de C. albicans recuperadas de infec¢des flngicas invasivas. Objetivos: 1) aplicar as
metodologias de MLST e Tipagem ABC para isolados de C. albicans recuperados de infec¢des
de corrente sanguinea em hospitais terciarios no Brasil e 2) determinar se cepas indistinguiveis
ou diferentes foram responsaveis pelos episddios de candidemia persistente ou candidemia
recorrente em isolados sequenciais de mesmo paciente. Material e Métodos: NOs aplicamos a
metodologia do MLST e Tipagem ABC em isolados de C. albicans de 61 pacientes com
candidemia coletados durante um estudo multicéntrico realizado em 11 hospitais publicos
terciarios de 9 cidades brasileiras. Também foram avaliados os isolados sequenciais de 8
pacientes com candemia persistente ou recorrente. Candidemia persistente foi definido como
um episodio de fungemia com duas ou mais culturas positivas para C. albicans, em 2 ou mais
dias diferentes, a despeito da continua terapia antifingica adotada. Candidemia recorrente foi
definida como um episddio de candidemia ocorrendo ao menos 1 més apds o episédio
incidente e a negativacdo de duas hemoculturas sequenciais apds introducdo da terapia
antifingica, envolvendo a mesma espécie de Candida. Resultados: Um total de 48 Unicos
“diploid sequence types (DSTs)” foram observados, incluindo 10 novos genotipos e 32 novos
DSTs. DST 69 foi 0 mais comum entre 0s nossos isolados. Isolados clado 1 responderam a
56% da nossa cole¢do. O clado 3 e clado 8 foram os clados com maior nimero de isolados
depois de clado 1, ambos respondendo por 10% das amostras. O clado 9 e clado 17 foram
responsaveis por 6,5% dos isolados cada um. Isolados clado 12 responderam por 5%. Foi
isolada uma Unica cepa (1,5%) do clado 2, clado 4, clado 16 e um isolado categorizado como
“solitario”. Para Tipagem ABC, 82% dos isolados foram classificados como tipo A, seguido por
tipo B com 16,5% e tipo C com 1,5%. Quanto aos pacientes com candidemia persistente ou
recorrente, para todos os pacientes exceto um, verificou-se a permanéncia dos mesmos DSTs
encontrados entre a primeira e Ultima amostra coletada. Um Unico paciente com coletas
sequenciais pelo periodo de 10 dias apresentou 3 cepas distintas discriminadas pelo MLST.
Uma destas 3 cepas foi a Unica representante do clado 2 em nosso estudo. Conclusdo: Mais
de 50% dos isolados deste estudo apresentaram novos DSTs, predominando o clado 1 em
56% das amostras. Para a Tipagem ABC, 82% dos isolados foram do tipo A. Este € o primeiro
estudo de nosso conhecimento a descrever infec¢cdo de corrente sanguinea por 3 cepas

distintas de C. albicans documentadas no periodo de 10 dias.
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ABSTRACT

The DNA sequence-based genotyping technique multilocus sequence typing (MLST) has
emerged as an alternative typing tool for C. albicans because can characterize large numbers
of isolates rapidly, and does not require the subjective interpretation of banding patterns. This
methodology is a very useful tool in understanding the phylogenetics and epidemiology of C.
albicans strains from invasive candidiasis. Objective: Our goal was 1) to apply MLST and ABC
typing to C. albicans strains recovered from bloodstream infection from public tertiary care
hospitals in Brazil and 2) determine whether indistinguishable or different strains were
responsible for persistent or recurrent fungemia by performing MLST and ABC typing on
sequential C. albicans isolates from the same patient. Methods: We applied MLST and ABC
typing, which is based on the presence or absence of an intron in the 25S rDNA region, to C.
albicans strains from 61 patients with candidemia collected during a multicenter surveillance
study in 11 public tertiary care hospitals, representative of the public health system of 9 of the
largest cities in Brazil. We also analyzed C. albicans strains from 8 patients with persistent or
recurrent candidemia. Persistent candidemia was defined as two or more blood cultures positive
for C. albicans on 2 or more separate days. Recurrent candidemia was defined as an episode of
candidemia occurring at least 1 month after the apparent complete resolution of an infectious
episode caused by the same Candida species. Results: A total of 48 unique profiles or diploid
sequence types (DST) were observed, with 10 new sequence types (STs) and 32 new DSTs.
DST 69 was the most common DST isolated. C. albicans clade 1 accounted for 56% of the
collection, clade 3 and clade 8 for 10% each, clades 9 and 17 for 6.5% each, and clade 12 for
5%. Clade 2, clade 4, clade 16 and a singleton strain had 1 isolate each (1.5%). For ABC
typing, 82% of the isolates were classified as type A, followed for 16.5% type B and 1.5% type
C. All the patients’ strains related to persistent or recurrent candidemia but one showed the
same MLST diploid sequence type (DST), ABC type and susceptibility profile to antifungals in
the first and second samples. One patient with 7 samples collected sequentially over 10 days
showed 3 distinct strains, well discriminated by MLST. One of the 3 strains recovered from this
patient showed a single C. albicans isolate found in our total collection classified as clade 2,
although clade 2 is commonly found worldwide. Conclusion: More than 50% of isolates from
this study form a unique set of DSTs and clade 1 was responsible for 56% of the isolates. For
ABC typing, 82% of the isolates were type A. To the best of our knowledge, this is the first study
describing a blood stream infection with 3 distinct C. albicans strains in the same patient within

a short period of time.
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No mistério do Sem Fim, equilibra-se um planeta.
E, no planeta, um jardim, e, no jardim, um canteiro  , no
canteiro, uma violeta, e, sobre ela, o dia inteiro, entre o

planeta e 0 Sem Fim, a asa de uma borboleta

(Cecilia Meireles)
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1.1 Infeccao de corrente sanguinea por espéciesde  Candida

Infeccdes por espécies de Candida em corrente sanguinea representam importante
problema na medicina seja por sua alta prevaléncia, alta mortalidade, bem como pelos
custos associados a episodios de candidemia que nos Estados Unidos da América (EUA)
foram estipulados em valores de até US$ 45.000 para pacientes adultos (Rentz et al.
1998) e US$ 120.000 para pacientes pediatricos (Zaoutis et al. 2005). Nao h& davidas
gue a incidéncia desta infec¢édo sofre variagbes ao longo do globo. No Brasil, estudos
recentes mostram que as taxas de incidéncia de candidemia variam de 0,83 a 3,9 casos
por 1,000 admissdes (Colombo et al. 2006; Colombo et al. 2007; Franca et al. 2008;
Girdo et al. 2008; Hinrichsen et al. 2008). Estas taxas de incidéncia sdo maiores que
aquelas vistas na maioria dos estudos realizados no Hemisfério Norte incluindo EUA
(0,28 a 0,96 por 1,000 admissdes) (Banerjee et al. 1991; Jarvis, 1995; Pittet, Wenzel,
1995; Wisplinghoff et al. 2004; Zilberberg et al. 2008), Canada (0,02 a 0,45 por 1,000
admissodes) [Macphail et al. 2002; Laupland et al. 2005] e na Europa (0,20 a 0,96 por
1.000 admissdes)[Doéczi et al. 2002; Richet et al. 2002; Tortorano et al. 2002; Viudes et
al. 2002; Alonso-Valle et al. 2003; Marchetti et al. 2004; Tortorano et al. 2004;
Almirante et al. 2005; San Miguel et al. 2005; Odds et al. 2007b; Lagrou et al. 2007;
Markogiannakis et al. 2009]. Somente um estudo portugués mostrou taxa de incidéncia
mais elevada que o restante da Europa tendo-se verificado 2,7 por 1,000 admissoes.
Este juntamente com outro estudo realizado em Taiwan (2,88 casos por 1.000
admissfes) apresentaram altas taxas de incidéncia similares as encontradas no Brasil
(Hsueh, et al. 2002; Costa-de-Oliveira et al. 2007).

Devido a importancia das infec¢des invasivas de corrente sanguinea por
espécies de Candida, varios programas de vigilancia de candidemia tém sido
realizados nas Ultimas trés décadas em todo o mundo. Ainda hoje, estes estudos
continuam desempenhando papel importante na vigilancia da epidemiologia das
infec¢Bes fungicas por espécies de Candida permitindo descrever as espécies mais
prevalentes e dando especial atencdo as alteragbes na frequéncia da distribuicdo de
espécies e no perfil de susceptibilidade aos antifungicos utilizados na préatica médica.
Os primeiros programas de vigilancia foram implantados nos Estados Unidos da
América (EUA) incluindo as redes coordenadas pelo “Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)”, o *“National Epidemiology of Mycoses Survey (NEMIS)”, o

“Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Importance (SCOPE)”, o
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“National Nosocomial Infections Surveillance System (NNISS)”, o programa de
vigilancia internacional “SENTRY Antimicrobial Surveillance Program” e “The Emerging
Infections and the Epidemiology of lowa Organisms (EIEIO)”. Estes estudos foram
realizados em sua maioria, em hospitais terciarios de areas urbanas com grande

concentracao de pessoas das principais cidades americanas (Diekema et al. 2002).

Na Europa, estudos relevantes para a caracterizacdo dos episédios de
candidemia com tendéncias temporais e geogréficas da distribuicdo de espécies e
taxa de resisténcia, também foram realizados mostrando que existe alguma variagdo
nestes dados dependendo do pais, ano da publicacdo e centro hospitalar (D6czi et al.
2002; Marchetti et al. 2004; Tortorano et al. 2004; Almirante et al. 2005; San Miguel et
al. 2005; Lagrou et al. 2007; Quindos et al. 2008; Florez et al. 2009).

No Brasil, observam-se os esforcos de alguns grupos em investigar o perfil
epidemioldgico de pacientes que evoluem com candidemia (Colombo et al. 1999; Costa
et al. 2000; Aquino et al. 2005; Barberino et al. 2006; Medrano et al. 2006; Colombo et al.
2006; Colombo al. et al 2007; Girdo et al. 2008; Hinrichsen et al. 2008; Chang et al. 2008;
Franca et al. 2008). Deve-se ressaltar que a maioria destes estudos envolvem a
caracterizacdo das infeccdes fungicas de corrente sanguinea em um Unico centro
médico, sendo raros os estudos multicéntricos em nosso meio. A seguir estdo descritos
estudos onde se indica o tipo de estudo, frequéncia na distribuicdo das espécies do
género Candida responsaveis por infeccdes de corrente sanguinea e a taxa de

mortalidade geral quando reportado.

Em 1999, Colombo et al. conduziram estudo prospectivo multicéntrico de
candidemia documentados em 6 hospitais das cidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro,
entre os anos de 1995 e 1996. Entre os 145 episodios de candidemia avaliados, os
autores observaram prevaléncia de 63% de isolados de Candida ndo-albicans. Nesta
casuistica, Candida parapsilosis (25%) e Candida tropicalis (24%) foram as espécies
de Candida ndo-albicans mais encontradas. Vale notar que a proporgéo de isolamento

de Candida glabrata foi de 4%. A taxa de mortalidade geral foi de 50%.

Em estudo prospectivo conduzido por Costa et al. (2000) foram avaliadas todas
as fungemias reportadas no Hospital das Clinicas da cidade de S&o Paulo, nos anos
de 1995 e 1996. Dos 86 episddios de fungemia analisados, 97% foram atribuidos ao
género Candida e a espécie C. albicans foi responsavel por 50% das fungemias

documentadas. As principais espécies de Candida ndo-albicans foram C. parapsilosis
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(17%), C. tropicalis (12%) e C. guilliermondii (10%). A taxa de mortalidade geral foi de
41%, mas curiosamente, os autores identificaram a taxa de mortalidade de 71%

associada a espécie C. tropicalis.

Aquino et al. (2005) investigaram infec¢Bes de corrente sanguinea causadas
pelo género Candida no Hospital de Clinicas de Porto Alegre de abril de 1998 a agosto
de 2004 identificando 131 episodios de candidemia durante o estudo. As espécies
mais frequentes foram C. albicans (45%), C. parapsilosis (24,4%), C. tropicalis
(15,3%), C. glabrata (6,9%), e C. krusei (4,6%). A taxa de mortalidade geral foi de
52%.

Barberino et al. (2006) avaliaram os fatores de risco relacionados a candidemia
em trés hospitais terciarios na cidade de Salvador. Tratava-se de um estudo caso-
controle retrospectivo com dados coletados por oito anos, onde os controles eram o0s
pacientes com hemocultura positiva para bactéria e os casos foram definidos com uma
hemocultura positiva para espécies de Candida. Foram identificados 69 pacientes com
hemoculturas positivas para bactéria e 25 para espécies de Candida onde 14 eram
isolados de C. albicans e 4 de C. tropicalis. Os autores relataram que a taxa de
mortalidade geral entre os pacientes foi alta, mas ndo informaram precisamente qual

foi este valor.

Medrano et al. (2006), em uma andlise retrospectiva de casos de candidemia
em hospital brasileiro na cidade de Fortaleza no Ceara, analisaram um total de 50
hemoculturas de 40 pacientes com candidemia. As espécies mais frequentes foram C.
parapsilosis (n = 18), seguida por C. albicans (n = 14), C. tropicalis (n = 8), C.
guilliermondii (n = 6), C. glabrata (n = 2) e outras espécies de Candida (n = 2). Um
estudo descritivo foi realizado com apenas 21 pacientes os quais possuiam dados
clinicos completos. Observou-se que em 13 (>50%) dos 21 pacientes, com

candidemia foram a 6bito.

A Rede Nacional de Vigilancia de Candidemia conduzido por Colombo et al.
(2006) foi o primeiro estudo brasileiro multicéntrico, prospectivo com o objetivo de
conhecer a epidemiologia das infec¢des fungicas em 11 hospitais terciarios de 9 cidades
brasileiras com coletas que foram realizadas no periodo entre margco de 2003 e
dezembro de 2004. Este estudo possibilitou o conhecimento da incidéncia de
candidemia, bem como da distribuicdo das espécies de Candida e porcentagem de

resisténcia a antifungicos, com mesmo padréo de coleta de dados para todos os centros
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de importantes cidades brasileiras como por exemplo: Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Curitiba. Naquele estudo foi reportado 712 casos de candidemia resultando numa
incidéncia de 2,49 casos por 1.000 admissGes e 0,37 casos por 1.000 paciente/dia.
Candida albicans foi a espécie isolada mais comum (41%) seguida por C. tropicalis
(21%) e C. parapsilosis (20,5%). A mortalidade geral foi de 54%.

Colombo et al. (2007) realizaram um estudo multicéntrico de vigilancia de
candidemia em 4 hospitais terciarios da cidade de S&o Paulo entre marco de 2002 e
fevereiro de 2003. O total de 7.038 episddios de infec¢éo de corrente sanguinea foram
reportados, sendo 282 casos (4%) causados por espécies de Candida. A incidéncia de
candidemia foi de 1,66 episddios por 1.000 admissfes hospitalares. Candida albicans foi
a espécie mais frequentemente isolada, mas 62% dos isolados eram de espécies de
Candida né&o-albicans principalmente C. parapsilosis e C. tropicalis. A taxa de

mortalidade geral foi de 61% dos pacientes.

Girdo et al. (2008) caracterizaram 108 episodios de candidemia no periodo de
sete anos em uma unidade de terapia intensiva (UTI) do Hospital das Clinicas em S&o
Paulo. Foi descrito que a incidéncia de candidemia variou de 0,39 a 0,83 episodios por
1.000 paciente-dia. C. albicans foi a espécie mais comumente isolada naquele estudo

e a mortalidade geral foi de 76% dos casos.

Hinrichsen et al. (2008) realizaram um estudo observacional, prospectivo, de
base laboratorial entre setembro 2003 e marco de 2004 para investigar a incidéncia de
candidemia e distribuicdo de espécies em um hospital privado terciario em Recife.
Foram observados 21 episddios de candidemia em 18 pacientes. A taxa de incidéncia
de candidemia foi de 3,9 episddios por 1.000 admissdes. Espécies de Candida néo-
albicans representaram mais de 50% dos casos, predominando C. parapsilosis (33%)
e C. tropicalis (24%). Onze (61%) pacientes morreram durante o tratamento da

candidemia.

Em uma andlise retrospectiva de casos de infec¢do na corrente sanguinea por
espécies do género Candida em um hospital terciario de ensino no Mato Grosso do
Sul, Chang et al. (2008) identificaram 96 episddios de candidemia de janeiro de 1998 a
dezembro de 2006. Candida albicans (45,8%) foi a espécie mais prevalente seguida
por C. parapsilosis (34,4%), C. tropicalis (14,6%) e C. glabrata (5,2%). A mortalidade

ocorreu em cinquenta e oito (60,4%) pacientes durante a hospitalizac&o e oito (13,7%)
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foram a 6bito até 30 dias apds o diagnéstico de candidemia totalizando mais de 74%

de mortalidade geral.

Franca et al. (2008) apresentaram os resultados de um estudo transversal e
observacional sobre candidemia realizado no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana no periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2004 onde foram
analisados 100 episddios de candidemia. A incidéncia observada foi de 1,27 por 1.000
internagdes, sendo espécies de Candida, o oitavo agente mais frequentemente isolado
entre 0s microrganismos responsaveis por infecgbes da corrente sanguinea. Candida
albicans foi a espécie mais frequente (59%), seguida por C. tropicalis (15%) e C.
parapsilosis (9%). Os autores alertaram que na populacdo estudada, embora 68% dos

pacientes tenham recebido tratamento antifungico, a mortalidade geral foi de 56%.

Os estudos descritos acima tiveram algumas vezes diferentes objetivos, mas fica
evidente que a taxa de mortalidade foi elevadissima de igual e muitas vezes superiores
aquelas reportadas na América do Norte e Europa, mostrando a gravidade desta doenga
em nosso meio. Alguns estudos reportaram a taxa de incidéncia sendo sempre em niveis
superiores aqueles vistos no hemisfério norte. Além disso, foi visto 0 aumento de isolados
de Candida ndo-albicans nos ultimos anos, embora C. albicans ainda seja a espécie mais

frequentemente isolada em infecgdes de corrente sanguinea por este género no Brasil.

1.2 Caracteristicas gerais de C. albicans e outras espécies geneticamente

relacionadas

Na década de 60, cinco espécies do género Candida eram consideradas como
sendo de importancia clinica, incluindo C. albicans, C. stellatoidea, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata. Atualmente, existem mais de 17 espécies do género Candida
reconhecidas como agentes de infeccbes em humanos (Hazen et al. 1995). Estes
microrganismos causam, mais frequentemente, infec¢des superficiais de pele e mucosas,
mas, em ocasides especificas, podem disseminar-se e causar doenga sistémica com

caracteristicas mais graves.

Dentre as infecgbes de corrente sanguinea por espécies de Candida néo-
albicans, € importante destacar que algumas delas vém apresentando aumento
crescente na frequéncia de isolamento reportado em todo o mundo tais como C.

parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (Sobel, 2006). No entanto, a espécie C.
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albicans, bem como a outra espécie geneticamente proxima recentemente denominada
como C. dubliniensis ou a discutivel variante C. stellatoidea merecem especial destaque

dentre as infec¢fes fungicas causadas por este género.

1.2.1 Candida albicans

A despeito da importancia clinica e inerente interesse dos microbiologistas, o
entendimento da diversidade genética desta espécie é relativamente menor quando
comparado a outros microrganismos tais como algumas espécies de bactérias. O
interesse em C. albicans realmente existe, mas a dificuldade se da na aplicagdo de
ferramentas moleculares ja que trata-se de um organismo eucarioto, dipldide e com ciclo
sexual ndo completamente definido ainda (Noble, Johnson, 2007). No entanto, C.
albicans é o patégeno humano mais conhecido e estudado entre os fungos servindo de
modelo para aplicacdo de ferramentas moleculares em experimentacdo, antes de serem
utilizadas em outras espécies ou outros géneros fangicos de relevancia clinica (Noble,
Johnson, 2007).

Descrito pela primeira vez em 1839, o ascomiceto hoje chamado de C. albicans
possui algumas particularidades exclusivas desta espécie como, por exemplo, o fato de
ao contrario da maioria dos fungos, ndo ser comumente encontrado no meio ambiente
tais como em solo ou em detritos vegetais (Calderone, 2002). Este organismo é uma
levedura comensal que faz parte da microbiota normal dos seres humanos e esta muito
bem adaptada ao trato gastrointestinal (TGI) dos mesmos, assim como de outros animais
homeotermos tais como primatas ou outros mamiferos domesticados ou selvagens e
aves (Odds, 1988; Jacobsen et al. 2008b). Os individuos sdo colonizados proximo ao
nascimento, sendo a transmissdo primaria através de simples contato direto (Lott et al.
2005). Embora assintomética na maioria das vezes, C. albicans pode causar infecgédo
até mesmo em pessoas saudaveis infectando pele, unha e mucosas (Noble, Johnson,
2007).

O género Candida tem papel importante como agente de infec¢Bes fungicas
invasivas e embora seja notavel o aumento das infecgbes de corrente sanguinea por
espécies de Candida ndo-albicans nos ultimos 20 anos, C. albicans continua sendo a
espécie mais frequentemente isolada do sangue, bem como em infec¢des superficiais,
independente dos sitios anatdmicos (Sobel, 2000; Sant'ana et al. 2002; Colombo,
Guimarées, 2003). Este agente apresenta distribuicdo universal tendo grande potencial

patogénico com facilidade em aderir-se a diferentes epitélios e mucosas. Apresenta
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dimorfismo com producdo de estruturas filamentosas que auxiliam a invasao tissular,
termotolerancia e producdo de enzimas como proteinases e fosfolipases que completam
o complexo arsenal de mecanismos de viruléncia, fazendo desta espécie a mais virulenta
e invasiva dentre as mais de 150 espécies de Candida conhecidas na natureza (Naglik et
al. 2003, Karkowska-Kuleta et al. 2009).

Esta espécie é intrinsecamente susceptivel aos antifungicos utilizados na
terapéutica das infecgbes fungicas, exceto pela apresentacdo de cepas resistentes a
antifungicos relacionadas a trés circunstancias. A primeira € a descricdo de cepas menos
susceptiveis ou resistentes a 5-fluorocitosina associadas ao subgrupo A cladol desta
espécie, como sera visto com maiores detalhes durante o desenvolvimento desta
dissertacdo. A segunda caracteriza-se pela apresentagdo de resisténcia deste patdgeno
em pacientes com AIDS ap06s exposi¢do prolongada frente a antifingicos azélicos no
tratamento da candidiase orofaringea ou esofagica. E finalmente, resisténcia associada a
fungemia limitada a pacientes imunossuprimidos com doengas hematologicas malignas
gue recebem profilaxia com altas doses de fluconazol (McCullough et al. 1999; Colombo,
Guimarées, 2003).

Candida albicans possui 8 cromossomos e estudos sugerem que seu modo de
reproducdo € primariamente clonal, embora haja evidéncias que a recombinacéo sexual
também esteja presente. Altas taxas de recombinacdo intracelular (mitética), incluindo
translocacdo cromossdmica podem ocorrer (Lott et al. 1999). Evidéncias confirmam que
a reproducéo clonal possui tendéncia para ocasional variacdo genética que pode ocorrer
devido a mecanismos como recombinagdo ou substituicdo génica (Odds et al. 2006). A
sequéncia genbmica completa deste organismo revelou elevados niveis de
heterozigosidade (~4%) [Jones et al. 2004; Van Het Hoog et al. 2007], sendo
observada uma grande variagdo populacional em estudos envolvendo isolados clinicos
de C. albicans de diferentes continentes, regides, hospitais e até mesmo de membros

de mesma familia (Bougnoux et al. 2006; Forche et al. 1999; Pujol et al. 2002).

1.2.2 Candida dubliniensis

Cepas do género Candida produtoras de clamidoconidios provenientes de
pacientes com AIDS e com histéria de recorréncia de candidiase orofaringea, porém, ndo
sendo possivel identifica-las como C. albicans em decorréncia de diferencas significantes
no perfil bioquimico e, particularmente, no padrdo genotipico foram notificadas nas
ultimas décadas (Williamson et al. 1987; Odds, 1988).
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Sullivan et al. (1995) avaliaram 55 cepas com caracteristicas atipicas, isoladas
entre 1988 e 1994 em Dublin, na Irlanda. Seis outros isolados de cinco pacientes
australianos com AIDS e 3 de irlandeses HIV negativos foram incluidos naquele estudo.
Estes isolados foram avaliados quanto as suas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e
filogenéticas em comparacdo com cepas referéncia de espécies de C. albicans, C.
stellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. kefyr e C. krusei. Os resultados

apontaram para uma nova espécie, para a qual foi proposto o nome de C. dubliniensis.

Posteriormente, foi aplicado “DNA fingerprinting” para esta espécie utilizando a
sonda espécie-especifica Cd25 para andlise da sequéncia da regido “internal transcribed
spacer (ITS)” do gene ribossomal. Foi demonstrado que isolados de C. dubliniensis se
enquadram em trés grandes clados (Joly et al. 1999). O mesmo foi observado por
McManus et al. (2008) utilizando o MLST. Além disso, 0s autores destacaram a menor
divergéncia entre a populacdo de C. dubliniensis estudada do que aquela vista na
populacéo de C. albicans. Foi descrito pelos autores que C. dubliniensis apresenta menor
patogenicidade em comparacdo com C. albicans, sendo raro a descricdo deste agente
causando infeccdes em individuos saudaveis, podendo ser menor a pressdo na
adaptacdo a diferentes hospedeiros na natureza. Ainda, segundo estes autores, €

possivel que o reservatério natural de C. dubliniensis ndo seja 0os seres humanos.

Embora haja poucos dados epidemioldgicos disponiveis a respeito de fungemias
por C. dubliniensis, alguns estudos reportaram casos de candidemia causadas por esta
espécie em alguns paises da Europa, América do Norte, Africa e Chile (Méis et al. 1999;
Brandt et al. 2000; Marriott et al. 2001; Silva et al. 2003; Jabra-Rizk et al. 2005; Mubareka
et al. 2005; Tekeli et al. 2006; Metwally et al. 2007, van Hal et al. 2008). No Brasil, ndo ha
nenhum relato de fungemia por C. dubliniensis publicado na literatura até agosto de
2009, levantando uma duavida se existe a preocupacgdo na identificagdo para diferenciar
C. albicans de C. dubliniensis ou se realmente esta espécie esta ligada somente a
candidiase esofagica em paciente HIV positivo, como visto em outros estudos no Brasil
(Alves et al. 2001; Milan et al. 2001; Mariano et al. 2003).

1.2.3 Candida stellatoidea: auténtica C. albicans

Em 1917, Ashford notou a presenca de cepas com tonalidade verde entre os
isolados de Monilia albicans (C. albicans) cultivados em agar sangue. Dentre as 6

espécies de Monilia (Candida) descritas posteriormente por Martin et al. (1937) e

9



INTRODUCAO

Jones, Peck, (1940), C. stellatoidea era identificada exclusivamente pela producéo de
pigmento verde no meio de cultivo. Isto foi visto com especial interesse porque poderia
ser mais uma caracteristica fenotipica de facil distingdo entre os isolados de C.

albicans.

Além disso, Martin, Jones, (1940) mostraram que, embora morfologicamente
similares, C. stellatoidea podia ser facilmente diferenciada por suas diferencas
bioldgicas, principalmente pela ndo utilizacdo de sacarose como fonte de carbono e a
formacdo de poucos clamidoconidios em agar fub4, bem como pela baixa
patogenicidade quando infectava coelhos. Devido as evidéncias do alto grau de
similaridade entre as duas espécies, alguns autores permaneceram classificando C.
stellatoidea por décadas como uma variedade e ndo uma espécie separada da C.

albicans.

Know-Chung et al. (1988) mostraram que isolados de C. stellatoidea poderia
ser dividido em duas subespécies baseado no perfil dos cariétipos com diferencas
fenotipicas importantes. Isolados classificados como tipo | seriam aqueles exemplos
de cepas de C. stellatoidea auténticas com assimilacdo de sacarose negativa e baixa
viruléncia, enquanto isolados tipo Il seriam variantes de C. albicans com
patogenicidade acentuada, mas apresentando-se como sacarose-negativas no perfil
bioguimico. Um fato intrigante ocorreu quando foi demonstrado que o tipo Il poderia
ser induzido & reversao quando cultivado em presenca de sacarose. Isto, e mais o fato
da patogenicidade ser igual a C. albicans determinou C. stellatoidea tipo Il como sendo
uma legitima C. albicans (Know-Chung et al. 1990). O mesmo foi observado com
isolados tipo | que também apresentaram reversdo passando a assimilar sacarose
igual ao tipo Il mostrando a conspecificidade' da C. stellatoidea tipo | e C. albicans,

diferenciando-se somente pelo fato de apresentar baixa patogenicidade.

Jacobsen et al. (2008a) utilizaram o MLST para investigar 35 isolados de C.
albicans e 4 isolados originalmente identificados como C. stellatoidea tipo I. Os quatro
isolados de C. stellatoidea tipo | foram agrupados junto com outros isolados sacarose-
negativo em um grupo de cepas altamente distintas da maioria das cepas de C.

albicans.

! Conspecificidade: pertencente a mesma espécie
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Ainda, no estudo de Jacobsen et al. (2008a), foi visto que é possivel aplicar o
MLST convencional de C. albicans para C. stellatoidea com a Unica diferenga vista na
construcdo do dendrograma, onde observou-se o agrupamento de isolados de C.
stellatoidea separadamente dos demais grupos de C. albicans. Foi observado que
existem pequenas diferencas genotipicas entre C. stellatoidea tipo | e C. albicans, mas
gue trata-se apenas de variagdes em relacdo aos verdadeiros isolados de C. albicans.
Portanto, cepas de C. stellatoidea deverdo ser identificadas como C. albicans

somente.

1.3 Aplicacdo da tipagem molecular em isolados de C. albicans relacionados a

infeccdes invasivas

Os avancgos na biologia molecular nas Ultimas 2 décadas corroborou para o
desenvolvimento de técnicas moleculares de genotipagem em microbiologia clinica.
Muitos estudos tém sido realizados para investigar ou confirmar surtos em determinados
centros médicos, mas pouco se sabe sobre suas verdadeiras fontes e rotas de infecgéo.
De maneira geral, também € escasso o conhecimento da prevaléncia de clones ou de
agrupamentos de cepas de Candida provenientes de pacientes com candidemia de um
ou mais centros médicos por todo o mundo (Trtkova, Raclavsky, 2006; Asmundsdéttir et
al. 2008).

O Unico estudo de nosso conhecimento a respeito da prevaléncia de clones em
populacdes de espécies de Candida foi realizado por Asmundsdottir et al. (2008) que,
avaliando os gendtipos de isolados de fungemia de 1996 a 2006 na Islandia®, mostraram
através da técnica de “polymerase chain reaction (PCR)” a presencga de 35 clones de C.

albicans, 10 clones de C. glabrata e 4 clones de C. parapsilosis entre 217 isolados.

Os métodos de tipagem molecular contribuem para a distingdo das cepas através
dos estudos de polimorfismos presentes no genoma das espécies envolvidas na andlise
(Trtkova, Raclavsky, 2006). A confiabilidade dos métodos de tipagem molecular esta
relacionada com a reprodutibilidade e seu poder discriminatério. Atualmente, existem

diversos métodos de tipagem molecular utilizados para caracterizar os isolados de C.

2 o . . . ~ o
A Islandia é uma ilha localizada ao norte da Europa com 307.000 habitantes em 2006 e extenséo territorial de 313.000
km?. O pais possuia até a publicacdo do estudo, 2 hospitais universitarios e 14 comunitarios [Asmundsdéttir et al. (2008)].
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albicans em estudos epidemiolégicos de pequena ou larga escala. Estes incluem
principalmente o ‘“restriction fragment length polymorphism (RFLP),” “Southern blot
(SB)” com hibridizacdo utilizando sondas espécie-especificas, “random amplification of
polymorphic DNA (RAPD)” e cariotipagem eletroforética (Bougnoux et al. 2002). Nao
existe consenso sobre o melhor método de tipagem para C. albicans mas, independente
da ferramenta molecular adotada, esta deveria fornecer uma visao global da dinamica
populacional e da epidemiologia das cepas que causam infec¢cdes nosocomiais (Pfaller,
2000).

Em se tratando de C. albicans, os primeiros estudos cladisticos realizados ainda
na década de 80 foram conduzidos por Odds et al. (Odds, Abbott, 1980; Odds et al.
1983) onde, utilizando marcadores fenotipicos foi observado trés grandes grupos de
cepas. Posteriormente, foi utilizado a sonda da regido repetitiva Ca3 para determinar os
grupos denominados |, Il e Ill (Soll, Pujol, 2003). Soll, Pujol, (2003) também observaram
gue parte dos isolados foram incluidos em dois grupamentos distintos de isolados
provenientes da Europa e Africa do Sul chamados de grupo E (Pujol et al. 2002) e grupo
SA (Blignaut et al. 2002) respectivamente. Recentemente, Odds et al. (2007a) aplicaram
a metodologia do MLST em outra andlise cladistica com 1.391 cepas coletadas em todas
as partes do planeta. Novamente, foi possivel agrupar as cepas em grandes grupos
denominados clado 1, clado 2 e clado 3. Em 97% de todas as cepas estudadas, estas

foram assinaladas ao menos em um dos 17 clados observados naquele estudo.

Embora haja esfor¢os para discriminar grupamentos ou clados entre as cepas de
C. albicans provenientes de pacientes de diferentes regides geogréficas, também é
importante a detec¢do de minimas variagfes genéticas determinadas em multiplas cepas
de C. albicans de mesmo paciente, descrito previamente como microvariagdo (Lockhart
et al. 1995; Odds et al. 2006) ou “genotipic shuffling” (Lockhart et al. 1996;

Samaranayake et al. 2003).

Microvariacdes referem-se a pequenas mudancgas detectaveis na sequéncia de
DNA entre isolados obtidos longitudinalmente ou em clones de mesmo paciente
separados individualmente. De forma geral, estas microvariagbes ocorrem em pacientes
com infecgBes fungicas persistentes ou recorrentes. A recorréncia de infec¢ao fangica
esta relacionada, mais comumente, a infeccbes comunitarias tais como candidiase
esofagica e vaginal, ceratites, endoftalmites e dermatofitoses, do que em infeccdes
nosocomiais como aquelas vistas em corrente sanguinea (Ruhnke et al. 1994;
Neofytos et al. 2006; Weinstein et al. 2007; Pagani et al. 2007; Gupta, Cooper, 2008;
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Weissenbacher et al. 2009). Estudos descrevendo persisténcia ou recorréncia de
candidemia caracterizaram-se pela utilizagdo de diferentes técnicas moleculares na
tentativa de responder se a mesma cepa continuou infectando pacientes
individualmente em diferentes periodos de tempo (Clancy et al. 2000; Shin et al. 2001;
Shin et al. 2005; Neofytos et al. 2006; Shin et al. 2007).

No mesmo sentido, alguns estudos focaram seus objetivos para o melhor
entendimento da relagdo de colonizacdo versus infeccdo onde existe a tentativa de
reconhecer se as mesmas cepas encontradas em diversos sitios como colonizantes
da pele ou mucosas podem posteriormente infectar a corrente sanguinea dos
pacientes (Kaufmann, Merz, 1989; Klempp-selb et al. 2000; Shin et al. 2004; Jacobsen
et al. 2008c; Miranda et al. 2009). Recorréncia em candidemia pode ser devido a
reinffeccdo pela mesma cepa também chamada “relapse”, termo utlizado na
infectologia e mais comumente em dermatologia devido a frequentes relatos de
recorréncia pelo mesmo agente relacionados a tinea unguium (onicomicosis) e tinea
capitidis (Gupta, Cooper, 2008). A infeccdo pode ser ainda por uma nova cepa ou
outra espécie completamente diferente (Clancy et al. 2000; Neofytos et al. 2006;
Chong et al. 2006).

1.3.1 Tipagem molecular por MLST: o conceito

A tipagem molecular por sequenciamento de multilocus (MLST) tem sido utilizada
com sucesso entre bactérias e algumas espécies de Candida, tais como: C. albicans, C.

dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata.

O método MLST é altamente resolutivo e baseia-se na analise dos polimorfismos
dos nucleotideos “single-nucleotide polymorphisms (SNPs)” em fragmentos internos de
“housekeeping genes” de aproximadamente 400 a 500 pares de bases (pb) detectados
através de sequenciamento molecular. Os “housekeeping genes” sdo conhecidos por
serem expressos constantemente na célula e foram escolhidos por serem “neutros”, ou
seja, ndo estdo sofrendo pressdes seletivas como aqueles genes que conferem

resisténcia a antifungicos por exemplo (Odds, Jacobsen, 2008).

Os sitios polimorficos do genoma sao utilizados para diferenciar as cepas de C.
albicans, assim como a identificacdo dos SNPs heterozigo6ticos. Candida albicans

demonstra altos niveis de heterozigosidade e 0 seu genoma apresenta aproximadamente
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62.000 SNPs, os quais sdo uma grande fonte de variabilidade populacional genética na

relacdo das cepas e transmisséo genética (Forche et al. 2004; Jones et al. 2004).

Para cada um dos sete fragmentos de genes analisados pelo MLST, a diferenca
na sequéncia dentro de uma espécie de microrganismos € assinalada como alelo
distinto, e para cada isolado, a combinagédo dos alelos sequenciados define um perfil
alélico ou tipo de sequéncia “sequence typing (ST)". Cada isolado de uma espécie €,
portanto, caracterizado por séries de sequéncias génicas que correspondem aos alelos
dos fragmentos estudados. Embora o MLST tenha sido originalmente desenvolvido para
organismos haploides, é possivel utilizar-se esta ferramenta com sucesso para
organismos dipléides como € a C. albicans (Bougnoux et al. 2002). Para organismos
dipléides, ao invés de utilizar o termo ST, é utilizado com o mesmo principio a

denominacéo “diploid sequence typing (DST)".

A principio, a utilizacdo de vérios fragmentos do DNA aumentaria muito o poder
discriminatério da metodologia, porém na pratica € preciso utilizar o menor ndmero
possivel de fragmentos para tornar o método mais barato e menos laborioso no momento
da andlise dos resultados (Bougnoux et al. 2003). Vale lembrar que o ideal seria se
pudéssemos sequenciar 0 genoma completo de todos os isolados clinicos para depois
compara-los observando todas as suas diferencas, mas do ponto de vista pratico, isto
seria impossivel para ser feito com os recursos tecnolégicos disponiveis nos dias de hoje,
porém este procedimento devera tornar-se comum num futuro muito préximo (Odds,
Jacobsen, 2008).

Inicialmente dois estudos realizados por Bougnoux et al. (2002) e Tavanti et al.
(2003) utilizaram o total de até 10 fragmentos quando aplicaram o MLST para seus
respectivos isolados. Num consenso feito por Bougnoux et al. (2003) foi sugerido a
utlizacdo de 7 fragmentos de genes para a andlise, os quais, seriam 0s mais
discriminatorios. Neste consenso foram analisados 86 isolados de C. albicans com
combinacdes de 5, 6, 7, 8 e 9 fragmentos de DNA. A menor e melhor combinacdo de
fragmentos capaz de discriminar Unicos gendtipos foram os sete fragmentos de
“housekeeping genes™ AAT1 (Asparato aminotransferase), ACC1 (Acetil coenzima A
carboxilase), ADP1 (Permease ATP-dependente), MPIb (Manose fosfato isomerase),
SYAL (Alanil-RNA sintetase), VPS13 (Proteina vacuolar) e ZWF1 (Glicose-6-fosfato
desidrogenase), os quais sdo utilizados atualmente em estudos envolvendo C. albicans
e MLST com a possibilidade de comparacao com a base de dados disponivel no website
do MLST (http://calbicans.mist.net).
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Para C. albicans, a maior vantagem do MLST sobre os outros métodos de
tipagem é que os dados das sequéncias podem ser armazenados numa base de dados e
facilmente comparados entre os laboratérios, permitindo assim o compartihamento de
dados através da internet num website de epidemiologia global desenvolvido por dois

grupos europeus [http://calbicans.mist.net] (Maiden et. al. 1998; Bougnoux et al. 2002,

Tavanti et al. 2005). Além disso, esta metodologia pode caracterizar um grande ndamero
de isolados rapidamente e isto ndo requer a interpretacdo subjetiva do padrdao de bandas

apos a corrida eletroforética (Chowdhary et al. 2006).

O poder discriminatério do MLST foi demonstrado em alguns estudos e todos
foram unanimes na obtencéo de resultados com elevado indice de discrimina¢do superior
a 95%, quando comparado com outras técnicas tais como RAPD, “multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE)” e SB utilizando sonda Ca3. Foi observado que o poder
discriminatério foi igual e as vezes superior as outras técnicas de tipagem molecular
reconhecidamente Util para tal fim. Vale refor¢ar, como descrito anteriormente, que o
valor do poder discriminatério em MLST est4d baseado no numero de fragmentos

escolhidos para diferenciar os isolados.

1.3.1.1 As etapas envolvidas na execucdo da metodol ogia do MLST: uma visédo

pratica

Na pratica, o MLST é uma ferramenta de tipagem molecular baseada em
sequenciamento de multiplos fragmentos de DNA de microrganismos como fungos e
bactérias. Inicia-se o processo com a extracdo do DNA seguido da obtencdo do produto
da reacdo de PCR bidirecional (forward e reverse) dos fragmentos que se pretende
estudar com a posterior purificacdo dos fragmentos de DNA amplificados até o
sequenciamento automatizado dos mesmos. Todo este procedimento pode ser feito
entre 12 e 24 horas, quando entdo os resultados poderdo ser analisados através de
cromatogramas obtidos com o programa Sequencer 4.8 (Genes Codes Corp, Ann Arbor,
EUA).

A leitura das sequéncias nos cromatogramas € realizada visualmente
identificando os SNPs heterozig6ticos, 0 que leva aproximadamente mais 30 minutos
para definicAo dos gendtipos de cada isolado, verificando-se cuidadosamente os 7

fragmentos estudados. Cada sequéncia € comparada com a base de dados referéncia

15



INTRODUCAO

onde é assinalado o nimero do alelo e, no caso de um novo alelo ndo existente na base
de dados, pode ser solicitado um novo numero do genétipo entrando-se em contato com
0s responsaveis através do website oficial do MLST para C. albicans (Bougnoux et al.
2002, Tavanti et al. 2005, Chowdhary et al. 2006, Odds, Jacobsen, 2008).

Ao final do processo, temos portanto o ST para organismos haploides ou DST
para organismos diploides. Se os DSTs de 2 ou mais isolados de C. albicans diferem
entre si, isto € uma evidéncia que as cepas sdo diferentes embora os DSTs nédo
fornecam a real extensdo destas diferencas a nivel dos SNPs entre duas sequéncias.
Para andlise mais criteriosa destas diferencas € necessario a construcdo do
dendrograma baseado no agrupamento estatistico algoritmico a partir do alinhamento e
distincdo das respectivas diferencas encontradas nas sequéncias dos DNAs das
amostras em questdo. Por outro lado, se as duas cepas possuem o mesmo DST é a
prova de que elas sao indistinguiveis por MLST, mas ndo necessariamente que elas sao
idénticas, porque esta técnica analisa aproximadamente 3.000 bases mas ndo o genoma

inteiro do organismo.

Além da analise das distancias genéticas entre os isolados verificada através da
constru¢cdo de um dendrograma é possivel a utilizacdo de outro programa chamado
eBURST que identifica um ancestral comum conforme descrito a seguir (Bougnoux et al.
2002, Tavanti et al. 2005, Chowdhary et al. 2006, Odds, Jacobsen, 2008).

1.3.1.2 Interpretacdo dos resultados do MLST: const rucdo do dendrograma e
conceito do eBURST

Nos ultimos anos tém aumentado com bastante énfase o uso de programas de
computador para auxiliar a caracterizacdo molecular dos dados relacionados aos
microrganismos patogénicos. Em MLST, a relacdo entre as cepas € tipicamente
representada através de um dendrograma baseado nas diferencas dos perfis alélicos, os
quais identificam as cepas similares em grupos “clusters”. As sequéncias usadas em
MLST também podem ser utilizadas para explorar as relagdes entre cepas ja que, por
exemplo, a recombinacdo pode ocorrer frequentemente em muitas espécies de
microrganismos e 0 uso destes programas tem um impacto evidente na capacidade de
discernir a verdadeira relagdo entre as cepas (Tavanti et al. 2005, Odds, Jacobsen,
2008).
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7

O “unweight-pair group method with arithmetic mean (UPGMA)” é um método que
tem sido usado amplamente na analise das distancias genéticas de muitos
microrganismos, inclusive C. albicans, para a metodologia do MLST. O UPGMA faz a
andlise das sequéncias a nivel individual das diferencas dos SNPs e os maiores clados
de C. albicans podem ser desta forma representados no dendrograma correlacionando-
se perfeitamente com os clados previamente definidos, quando utilizada a técnica de SB

com sonda Ca3 em outros estudos (Odds, Jacobsen, 2008).

Além do dendrograma, que somente calcula as distancias genéticas aproximadas
entre os isolados, recentemente, foi desenvolvido por Feil et al. (2004), um programa
chamado eBURST que tem por objetivo identificar um provavel ancestral comum dentro
da colecdo de isolados analisados, ilustrando através de um grafico, as relagbes
evolutivas de ancestralidade entre os genétipos fortemente relacionados, sendo que é
impossivel observar estas relagbes através de arvores filogenéticas. A partir do ancestral
comum, observa-se a diversidade de outros grupos relacionados produzindo
grupamentos clonais (“clonal clusters”). Os grupos de gendtipos relacionados sao

geralmente referidos como um complexo clonal (“clonal complex”).

Em outras palavras, o complexo clonal € visto através do programa eBURST e
definido como o agrupamento dos DSTs de uma populacdo que compatrtilha a igualdade
de 6 dos 7 gendtipos estudados, inferindo qual € o DST “fundador ou ancestral” de cada
complexo mostrando também este fundador como o provavel descendente do ancestral

comum dentre todos os DSTs analisados (Feil et al. 2004) [Quadro 1].
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Quadro 1. eBURST do complexo clonal 1 construido a partir dos DSTs de isolados
clinicos de todo o mundo, encontrados no banco de dados do website oficial do MLST. A
ilustracdo mostra a figura gerada pelo programa eBURST 3.0 que faz uma ligacéo dos isolados a
partir das diferencas nas sequéncias de nucleotideos de somente um dos sete fragmentos de
genes utilizados para MLST. O DST 69 na figura (circulo azul) é considerado o ancestral comum

entre todos os isolados do complexo clonal 1.

Ao final das andlises, estamos muitas vezes diante de um paradigma no
momento de definir qual o verdadeiro significado clinico ou epidemiolégico dos
agrupamentos de microrganismos. Na literatura, por muitos anos para o género Candida,
empregou-se a palavra clado para descrever os grupos de isolados geneticamente
relacionados. Em sua esséncia clado deveria referir-se ao ancestral comum da espécie,
assim como sua progenie evolutiva, portanto, este termo ndo € o mais apropriado para
definir grupos de cepas geneticamente relacionadas. De qualquer forma, assim como
Soll, Pujol (2003) utilizaremos o termo clado para definir o grupamento de cepas

relacionadas entre si.

1.3.1.3 Aplicagbes do MLST no entendimento da epide miologia envolvendo a

espécie C. albicans

Varios autores tém mostrado que o MLST & um importante instrumento molecular
utilizado para responder as questdes relacionadas a epidemiologia das infeccdes

fungicas para isolados de C. albicans. Relacionamos a seguir, 0os estudos com a
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aplicacdo desta potente ferramenta para diferentes objetivos de ordem clinica,
epidemioldgica ou comparativa com outras técnicas de tipagem molecular (Bougnoux et
al. 2002; Robles et al. 2004; Chowdhary et al. 2006; Viviani et al. 2006; Bougnoux et al.
2006; Odds et al. (2006); Odds et al. 2007a; McManus et al. 2008; Jacobsen et al.
2008b; Wrobel et al. 2008).

O primeiro estudo testando a metodologia do MLST, com aplicacdo para
leveduras do género Candida no mesmo modelo e esséncia que para bactérias, sendo
as informacdes das sequéncias disponiveis para comparacdo numa base de dados, foi
realizado por Bougnoux et al. (2002). Os autores selecionaram 6 “housekeeping genes”
para o estudo em 40 isolados clinicos de C. albicans, sendo 26 n&o-relacionados
epidemiologicamente e 14 fortemente relacionados. Foram encontrados 68 sitios
polimorficos e 65 deles foram heterozigéticos para ao menos um isolado. Dos 26 isolados
nao relacionados e 2 cepas controles foi identificado 27 DSTs independentes
demonstrando o poder discriminatério de 99,7%. Para as 14 cepas relacionadas
recuperadas de pacientes internados na mesma unidade hospitalar num periodo de 3
meses foi observado DSTs especificos onde 73% dos isolados mostraram-se muito
semelhantes geneticamente. Neste estudo, 0 MLST provou ser altamente discriminatorio

na caracterizacao de cepas clinicas de C. albicans.

Robles et al. (2004) utilizaram o MLST em 29 isolados de C. albicans
previamente avaliados por outras técnicas de tipagem molecular identificando trés
grupos de isolados geneticamente relacionados. A concordancia foi de 82,3% em
comparagdo com o MLEE, 82,7% com RAPD e 86,2% com a técnica de SB com
hibridizagdo por sonda Ca3. Quando o MLST foi aplicado em 22 isolados de origem
nado-relacionada o MLST identificou 21 sequéncias dipléides independentes resultando
num poder discriminatério de 99,6% contra 96,9% a 99,6% das outras técnicas. Estes
autores demonstraram que este método foi altamente eficiente na tipagem de isolados

de C. albicans quando comparado com outras técnicas de tipagem molecular.

Odds et al. (2006) aplicaram MLST para 165 isolados sequenciais de C. albicans
estocados em um banco de microrganismo desde 1970 de pacientes de diferentes
hospitais e origens bioldgicas tais como sangue, cateter, urina, fezes entre outras. Para
um paciente foi evidenciado a substituicdo de cepas. A microvariacdo foi observada em
alguns isolados pela perda de heterozigosidade em um ou mais fragmentos

sequenciados.
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Chowdhary et al. (2006) compararam as técnicas SB utilizando sonda Ca3 e
MLST para discriminar 37 isolados de C. albicans provenientes de casos de
recorréncia em candidiase orofaringea em 10 pacientes HIV+ da india e Estados
Unidos. O MLST identificou 23 gendtipos distintos enquanto SB discriminou 21
gendtipos. Os autores destacaram que os resultados obtidos com MLST foram iguais
ou melhores que SB para discriminar isolados sequenciais de C. albicans relacionados

geneticamente em pacientes HIV+ com candidiase orofaringea.

Viviani et al. (2006) descreveram retrospectivamente na Italia a primeira aplicagéo
do método MLST para identificar um surto de C. albicans ocorrido entre os anos de 1987
e 1991 em pacientes com candidemia de uma unidade de enfermaria cirdrgica. Os
autores concluiram que em 8 dos 16 pacientes a infec¢do deve ter sido causada pela
mesma cepa de C. albicans, mas por ser uma analise retrospectiva, ndo foi possivel
determinar a fonte de infec¢do j& que ndo foram coletadas amostras do ambiente
hospitalar ou das méos dos profissionais de saude, quando ocorreu 0 surto alguns

anos antes desta investigacgéo.

Na Europa, Bougnoux et al. (2006) utilizando MLST, avaliaram a prevaléncia,
diversidade e relagdo genética entre isolados de C. albicans recuperados a partir de
colonizacdo de trato digestivo de humanos. Isolados de espécies de Candida a partir
de cavidade oral e fezes de 234 individuos de 25 familias com casos de doenca de
Crohn (inflamacao cronica do tubo digestivo) e 10 familias controle foram incluidos no
estudo. Nao houve diferenga na prevaléncia de C. albicans nas familias com os casos
e as familias como controle. As pequenas diferengas detectadas entre os isolados
relacionados foram causadas pela perda de heterozigosidade, muito comum quando
ocorre microvariagdo. A alta frequéncia de microvariacdo bem como a transmisséo
intrafamiliar sugeriu que o trato digestivo € um nicho natural de microvariagao para C.

albicans através para perda de heterozigosidade (LOH).

Um dos mais importantes estudos utilizando a metodologia de MLST aplicado
para C. albicans foi realizado em 2007 por Odds et al. (2007a). Estes autores
analisaram os dados de 1.391 isolados de C. albicans incluindo o perfil de
susceptibilidade a antifingicos e tipagem molecular por MLST e Tipagem ABC. O
grande mérito deste estudo foi ter sugerido o ponto de corte capaz de separar 0s
clados 2 e SA (South Africa) visto em estudos anteriores. Estes autores substituiram a
denominacdo clado SA para clado 4. Separando os isolados clado 2 e clado 4, foi

possivel assinalar 97% dos isolados em 17 diferentes clados restando alguns poucos
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“singletons” que chamaremos de “solitarios”, ou seja, isolados que ndo se
enquadraram dentro dos 17 clados. Naquele estudo a anélise do eBURST revelou 53

grupos clonais.

McManus et al. (2008) investigaram pela primeira vez a estrutura populacional
de C. dubliniensis utilizando o MLST em comparagéo com isolados de C. albicans. Os
autores analisaram uma combinacdo de 10 fragmentos de “housekeeping genes” em
50 cepas de C. albicans e C. dubliniensis ndo-relacionadas epidemiologicamente e de
origem geogréfica diversas. Os resultados do MLST revelaram significantemente a
menor divergéncia entre a populacdo de C. dubliniensis do que a encontrada em C.
albicans. Isto pode ser a prova de que no processo evolutivo, houve uma recente
divergéncia de C. dubliniensis de seu ancestral C. albicans resultando na inclusdo dos

isolados de C. dubliniensis dentro de um clado principal com menor variabilidade.

Recentemente, dois curiosos estudos foram publicados por Wrobel et al. (2008)
e Jacobsen et al. (2008b) referindo-se a aplicagdo de MLST para estudo populacional
de cepas de C. albicans recuperadas de seres humanos e animais. No primeiro estudo
foi aplicado MLST para 210 isolados de C. albicans de animais silvestres (aves,
mamiferos e répteis) ndo imigratorios do estado de lllinois na regido dos Grandes
Lagos ao norte dos EUA. Este estudo mostrou que a distribuicdo dos clados entre
seres humanos e animais silvestres foi significantemente diferente, mostrando que
existe o isolamento populacional entre os grupos. Estas diferencas podem indicar
limitada transferéncia de cepas entre 0os grupos ou selecéo diferencial entre isolados

recuperados de animais e humanos.

Conclusdes parecidas foram referidas por Jacobsen et al. (2008b). Foi utilizado
0 MLST para comparar os 43 isolados de animais (mamiferos e aves) originarios dos
continentes africano e Ameérica do Sul, Bélgica, Franca, Escocia e EUA com 675
isolados recuperados de seres humanos (controles) das mesmas regifes dos animais.
Assim como observado por Edelmann et al. (2005) que utilizaram DNA fingerprinting,
Jacobsen et al. (2008b) também observaram que isolados de C. albicans recuperados
de animais mostram uma tendéncia para separa¢do genética quando comparados
com isolados de seres humanos colonizados ou infectados por esta espécie de
Candida, embora exista uma pequena relacdo entre as cepas recuperadas de
humanos e animais. Com esta metodologia foi possivel hipotetizar que algumas cepas
de C. albicans parecem ser melhor adaptadas do que outras para colonizar ou infectar

outras espécies de animais que ndo a Homo sapiens.
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Algumas questdes ainda podem ser melhor avaliadas e compreendidas
utilizando o MLST tais como a diversidade genotipica entre cepas que colonizam 0s
pacientes e aquelas que causam candidemia nos mesmos ou nas cepas recuperadas
de hemocultura de pacientes com candidemia persistente ou recorrente, ou ainda, por
exemplo se existe grandes diferencas entre isolados de Candida recuperados de
diferentes regibes geogréficas do planeta. O MLST parece ser uma boa opc¢éo de
tipagem molecular aplicada a epidemiologia das infec¢des fungicas e diante dos
estudos ja realizados foi por bem que resolvemos testar o valor desta metodologia

para nossa realidade.

1.3.2 Caracterizagéo genotipica de subgrupos A, B, C de C. albicans e subgrupo D

para C. dubliniensis

A amplificacdo simples por PCR do fragmento de DNA que codifica para a regiao
da subunidade 25S do ribossomo € uma boa opcdo simples e barata de tipagem
molecular para cepas de C. albicans. A Tipagem ABC classifica os isolados em A, B, C e
D, sendo o gendtipo D determinante para identificagdo final de C. dubliniensis. O
subgrupo genotipico A € definido quando é gerada uma banda de tamanho ~450pb e o
subgrupo genotipico B quando amplifica uma banda de tamanho de ~840pb devido a
presenca de um intron naquela regido da subunidade 25S do ribossomo. Estudos
recentes pela mesma metodologia mostraram a ocorréncia de cepas com as duas
bandas, uma de 450pb e a outra de 840 pb, sendo estas produto de heterozigose
encontrada nos dois alelos. Estas cepas foram classificadas como subgrupo genotipico
C. Subsequentemente, isolados com auséncia de bandas tais como as vistas para as
cepas subgrupos A, B e C mas que apresentam uma banda maior de tamanho ~1080pb,
foram classificadas como subgrupo D e correspondem a espécie C. dubliniensis
(Scherer, Stevens, 1987; McCullough et al. 1999). Esta banda é encontrada em isolados
de C. dubliniensis devido a insercdo de um intron que possui ~300 nucleotidios a mais

gue aquele visto em isolados de C. albicans subgrupo B.

O reflexo das diferengcas envolvendo os subgrupos de C. albicans pode ser
notado em cepas de C. albicans do subgrupo A, que apresentam claramente
susceptibilidade diminuida a 5-fluorocitosina, quando comparadas com aquelas de
subgrupos B, C e subgrupo D para C. dubliniensis. A auséncia do intron esta relacionada
com a menor susceptibilidade a 5-fluorocitosina em isolados do subgrupo A (McCullough
et al. 1999).
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Nao existe nenhum estudo epidemiolégico de nosso conhecimento que
demonstrou a proporcdo entre os subgrupos de C. albicans nos isolados recuperados de

hemocultura no Brasil.

1.3.3 Tipagem molecular de C. albicans a partir de isolamento de episédios de

candidemia no Brasil

S0 poucos os estudos brasileiros que utilizaram alguma ferramenta molecular
para tipagem de cepas de C. albicans isoladas de pacientes com candidemia. Para tal
fim, alguns estudos brasileiros utilizaram as metodologias de RAPD ou cariotipagem por
“Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)” para investigacdo da correlacdo de cepas de
espécies de Candida em colonizacéo e infecgdo de corrente sanguinea (Branchini et al.
1995; Valério et al. 2006; Binelli et al. 2006; Xavier et al. 2008; Miranda et al. 2009).

Branchini et al. (1995) utilizaram a cariotipagem eletroforética por PFGE em seis
cepas de C. albicans de sangue e 2 de cateter venoso central. Naquele estudo, duas
cepas de pacientes distintos apresentaram o mesmo perfil genotipico sugerindo

transmissao nosocomial.

Em 2006, Valério et al. analisaram 13 cepas de espécies de Candida isoladas de
cateter, urina e ferida cirirgica de pacientes hospitalizados em dois hospitais na cidade
de S&o Paulo e Minas Gerais. Foram encontradas dez cepas de C. albicans, que apos
serem submetidas ao RAPD, apresentaram baixo polimorfismo intraespecifico,
parecendo esta técnica ser Util somente para diferenciar os isolados entre as espécies de

C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata neste estudo.

Binelli et al. (2006) desenharam um estudo caso-controle com 115 casos
(candidemia) e 115 controles (bacteremia) para determinar se candiduria esta associada
com a ocorréncia de candidemia. A tipagem molecular por RAPD, PFGE e cariotipagem
eletroforética mostrou diferengcas em dois dos 13 casos envolvendo a mesma espécie
para ambos espécimes clinicos. Os autores ndo analisaram a variabilidade intra-
especifica de amostras de Candida isoladas apenas de infeccdo de corrente sanguinea.
Foi observado, que em 52% dos pacientes que apresentaram, simultaneamente,
candiduria e candidemia pela mesma espécie de levedura, houve envolvimento de
isolados com perfil genotipico diferente, sugerindo que o trato urinario ndo é a fonte de

candidemia em grande porcentagem dos casos.
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Xavier et al. (2008) aplicaram a técnica de RAPD em 25 isolados clinicos de
espécies de Candida associadas a candidemia em criangcas hospitalizadas em uma
unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal de um hospital universitario no Mato Grosso
entre os anos de 1997 e 2006. A analise molecular apresentou 11 perfis genéticos
distintos. Somente em dois casos foi observado um perfil genotipico idéntico sugerindo

uma fonte de infeccdo comum entre os isolados.

Miranda et al. (2009) conduziram um estudo para avaliar os sitios de coloniza¢éo
como potenciais fontes de candidemia. Sessenta e trés pacientes com hemocultura
positiva para espécies de Candida tiveram materiais bioldgicos coletados dos seguintes
sitios: urina, reto, orofaringe, pele, ponta de cateter e pele proxima ao cateter. A tipagem
molecular revelou que 6 das 10 cepas de C. parapsilosis isoladas de ponta de cateter
foram indistinguiveis em relagcdo as de sangue. As cepas de sangue foram indistinguiveis
em relacéo as do TGl em 13 dos 26 pacientes e de ponta de cateter em dois pacientes.
Os autores sugeriram que a colonizacdo do TGl é a provavel fonte de infec¢do da

candidemia em infec¢des por C. albicans.

Apesar das contribuicbes apresentadas pelos autores mencionados, todos
avaliaram namero restrito de amostras de leveduras, particularmente em relagcdo a C.
albicans, sendo a casuistica representativa de apenas um centro médico. Da mesma
forma, as técnicas de tipagem utlizadas tém limitado poder discriminatorio,
particularmente quando comparadas a técnicas de sequenciamento ou SB com sonda
Ca3, metodologias mais confiaveis na sua interpretacdo, reprodutibilidade e poder
discriminatério. N&o identificamos qualquer publicacdo de estudo brasileiro avaliando o
comportamento do perfil genotipico de cepas de C. albicans, provenientes de pacientes

com candidemia, utilizando as metodologias de MLST ou Tipagem ABC.
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OBJETIVOS

| — Avaliar a diversidade genotipica de 74 isolados de C. albicans, provenientes
de 61 pacientes com candidemia, através da tipagem molecular por “multilocus sequence
typing (MLST)” e Tipagem ABC.

Il — Analisar as diferencas genotipicas por técnica de MLST entre 21 isolados de
C. albicans provenientes de 6 pacientes que tiveram episodios de candidemia persistente

e 2 pacientes com candidemia recorrente.

Il — Avaliar o perfil de susceptibilidade aos antifingicos, na tentativa de
correlacionar os genotipos obtidos com a tipagem molecular, com maior ou menor

susceptibilidade aos antifungicos testados.

IV — Avaliar o impacto de isolados de diferentes clados na taxa de mortalidade

dos pacientes com candidemia.
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3.1 Pacientes com candidemia e as respectivas amost  ras clinicas

Pacientes com candidemia: Foram incluidos 61 pacientes que tiveram ao
menos um episodio de candidemia por C. albicans, cujas cepas foram submetidas a
tipagem molecular por MLST e “ABC typing” ou “Tipagem ABC". Estes pacientes
representaram 21% de todos os pacientes infectados por C. albicans incluidos no
estudo multicéntrico da Rede Nacional de Vigilancia de Candidemia (RNVC) que
tiveram coletas realizadas em 11 hospitais publicos tercidrios de 9 importantes cidades
brasileiras das regides sul, sudeste e centro oeste do pais (Tabela 1) como publicado

por Colombo et al. 2006.

Os 61 pacientes incluidos em nossa analise foram selecionados ao longo do
estudo da RNVC e portanto, nenhuma coleta de dado clinico foi realizada no presente
estudo. Deste modo, apresentamos as caracteristicas clinicas gerais destes pacientes

na Tabela 2.

3.2 Pacientes com candidemia persistente ou recorre  nte e as respectivas amostras

clinicas
Para esta andlise foram incluidos 8 dos 61 pacientes com candidemia, porém
estes pacientes apresentaram episodios de candidemia persistente (6 casos) ou

candidemia recorrente (2 casos) durante o estudo da RNVC.

Candidemia persistente foi definida como um episédio de fungemia com duas

ou mais culturas positivas para C. albicans, em 2 ou mais dias diferentes, a despeito

da continua terapia antifungica adotada.

Candidemia recorrente foi definida como um episédio de candidemia ocorrendo

ao menos 1 més apds o episddio incidente e a negativacdo de duas hemoculturas
sequenciais apos a introducéo da terapia antifingica, envolvendo a mesma espécie de

Candida, como sugerido por Clancy et al. (2000).

Portanto, foram incluidas 21 cepas de C. albicans de 8 pacientes com
candidemia persistente ou candidemia recorrente que foram recuperadas em dias

diferentes. Sete pacientes tiveram duas cepas de C. albicans sequencialmente
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coletadas, e um deles (P5) apresentou 7 isolados sequenciais, conforme ilustrado na
Tabela 3.

E importante observar que o paciente (P5), 45 anos, do sexo feminino,
apresentou 7 amostras de fungemia por C. albicans a despeito da terapia antifingica
recebida. Este paciente em questédo teve o cateter venoso central (CVC) removido, e
foi submetido a diversas laporostomias entre os dias 07/06/2004 e 03/09/2004. Evoluiu

com episédio de endoftalmite fungica sem qualquer evidéncia de endocardite.

3.3 Armazenamento das amostras

Durante o estudo da RNVC, os espécimes foram encaminhados ao Laboratério
Especial de Micologia (LEMI) da Disciplina de Infectologia da Universidade Federal de
Sao Paulo pelos centros médicos que faziam parte deste estudo multicéntrico. As
amostras foram armazenadas em um banco de microrganismos, congeladas a
temperatura de — 70°C em meio YEPD (Yeast Extract 1%, Peptone 2% e Dextrose 2%)

acrescido de 15% de glicerol.

Devido a colaboracdo existente entre o LEMI e o CDC e & falta de recursos
tecnoldgicos para realizagdo dos sequenciamento das amostras em larga escala em
nosso laboratoério, nossos isolados foram submetidos aos ensaios de tipagem molecular
envolvendo as metodologias de MLST e Tipagem ABC no CDC. Os ensaios foram
realizados nos laboratérios do departamento de doencas causadas por fungos e
bactérias do CDC na cidade de Atlanta nos EUA, no periodo de 15 de agosto de 2007 a
31 de julho de 2008. Este estudo foi desenvolvido durante meu estagio nesta instituicao
com financiamento pelo CNPg dentro do programa de doutorado sanduiche. Todas as
cepas de C. albicans dos 61 pacientes foram enviadas ao CDC e ficaram a disposi¢éo

pelo tempo de duracdo dos ensaios laboratoriais.
3.4 ldentificacdo das espécies de leveduras

Todas as cepas de C. albicans foram identificadas por andlise do pefrfil
bioquimico pelo método comercial manual ID 32 C (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,

Franca), complementadas por andlise de microcultivo para observacdo de presenca de

clamidoconidio.
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3.5 Testes de susceptibilidade aos antifingicos: mi crodiluicdo em caldo

O perfil de susceptibilidade a antifangicos foi realizado frente a anfotericina B
(Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA), 5-fluorocitosina (Acrés Organics,
New Jersey — EUA), itraconazol (Janssen Pharmaceutica, Titutsville, NJ, EUA),
fluconazol e voriconazol (Pfizer Incorporated, New York, NY, EUA) em ensaios com
periodo de tempo inferior a 3 meses, na tentativa de eliminar variagbes entre um
ensaio e outro. O método utilizado foi a microdiluicdo em caldo, de acordo com as
normas de padronizagdo publicadas no documento M27-A2 pelo CLSI (CLSI, 2002).
Além dos isolados clinicos, foram incluidas em cada dia de ensaio, a cepa-controle de
C. parapsilosis (ATCC 22019). Os critérios para definicdo de categorias de
susceptibilidade para anfotericina B, 5-fluorocitosina, itraconazol, fluconazol e

voriconazol foram aqueles previamente estabelecidos no documento M27-A2.

3.6 Extracdo do DNA das amostras estudadas

Para a extracdo do DNA de leveduras foi utilizado o kit FastDNA da Qbiogene
(Irvine, CA, EUA).

3.6.1 Extracdo de DNA através do kit FastDNA da Qbi ogene

Na extracdo do DNA foi utilizado o protocolo sugerido pelo fabricante e testado
por Fredricks et al. (2005). Antes de iniciar extracdo do DNA utilizando o kit FastDNA
da Qbiogene foi adicionado 100mL de etanol a 100% no tubo “SEWS-M Wash
Solution” que continha 12mL de uma solucdo concentrada a ser utilizada durante os

procedimentos.

A partir da cultura da C. albicans em placa de agar Sabouraud-dextrose com 24
horas de incubacéo, foi feito uma suspensao de células em 3mL de agua esterilizada.
Transferiu-se 200uL desta suspensdo para o tubo denominado “Lysing Matrix A”.
Neste tubo ja estavam contidas as esferas de ceramica para lise da parede celular de
forma mecéanica. A seguir adicionou-se 1mL da solucdo de lise “Cell Lysis Solution
(CLS-Y)".

A suspensdo foi levada até o equipamento FastPrep (Qbiogene, Irvine, CA,

EUA) onde as células foram lisadas por 40 segundos a velocidade de 6 unidades. Em
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seguida, a suspenséo foi centifugada a velocidade de 14.000rpm por 5 minutos para

separacao dos restos celulares.

Foi transferido 600uL do sobrenadante para um tubo de microcentrifuga de
2.0mL e adicionado o volume de 600uL da solucdo “Binding Matrix” e invertido por 5

minutos gentilmente em um vortex de baixa velocidade.

Centrifugou-se os tubos a 14.000rpm por 10 segundos para obter-se o
sedimento e descartou-se o sobrenadante. Foi adicionado 500uL do preparado SEWS-

M e gentilmente resuspendido o sedimento utilizando somente o pipetador.

Centrifugou-se as amostras a 14.000rpm por 1 minuto e descartou-se o
sobrenadante. Novamente centrifugou-se a 14.000rpm por 10 s para remover todo o

sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de 20uL.

O precipitado contendo o DNA foi ressupendido com 100uL da solucdo Binding

Matrix e incubado a 55T em Banho-Maria por 5 minut os.

Centrifugou-se os tubos a 14.000rpm por 1 minuto e transferiu-se o
sobrenadante de cada tubo contendo DNA eluido para tubos de microcentrifuga que

foram armazenados em temperatura de 4T até o uso.

A integridade do DNA gendmico obtido foi verificada por eletroforese em gel de
agarose 1,2%. Os géis foram corados com brometo de etidio e as imagens foram
visualizadas em um transiluminador de raios ultravioleta (UVP BioDoc it ™ System,
Cambridge, UK).

3.7 Amplificacao dos fragmentos dos 7 genes selecio  nados para o estudo do MLST
Foram utilizados sete genes para andlise do MLST de C. albicans descritos
previamente por Bougnoux et al. (2003): AAT1, ACC1, ADP1, MPIb, SYA1, VPS13, e

ZWF1 (Tabela 4).

As sequéncias dos “primers” utilizados na amplificacdo de cada um dos

fragmentos estéo descritas na Tabela 4.
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3.7.1 Amplificacéo dos fragmentos dos genes utiliza  dos para MLST *

A reacdo da PCR foi realizada conforme descricdo abaixo para amplificacdo
dos fragmentos de cada um dos sete “housekeeping genes” para o MLST e Tipagem
ABC (amplificacdo de parte da regido do DNA que codifica para a subunidade 25S do

ribossomo).

A amplificacdo dos fragmentos pela PCR foi realizada com volume de 50uL
contendo ~40ng do DNA gendmico, 10mM de cada oligonucleotidio “forward” e
“reverse”, 2,5U de Takara Ex Taqg DNA polimerase (Takara Bio INC, Otsu, Japan),
solugcdo tampao (Takara Bio INC, Otsu, Japan) e 200nM de mix deoxinucleotidio

trifosfatado (Takara Bio INC, Otsu, Japan).

A reacdo da PCR ocorreu no termociclador Gene Amp PCR system 9700
thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As condi¢bes da reacéo de
PCR para todos os genes foram denaturacdo por 10 minutos a 94T seguido de 25
ciclos de denaturagdo a 94T por 1 minuto, hibridizacdo por 1 minuto a 52T,

elongacéo a 72T por 1 minuto e extensao final por 10 minutos a 72T.

3.7.2 Purificagdo do DNA para sequenciamento

Utilizando a placa de microtitulagdo Micro Amp 96, adicionou 2uL do ExoSAP-
IT (GE HealthCare, Cleveland, OH, EUA) nos poc¢os de acordo com o numero de
amostras a serem testadas. Transferiu-se 5uL do produto de PCR de cada amostra
em 2 pocos independentes, misturando 0s reagentes levemente com a mesma pipeta.

2n

Apés um “spin“” de 1.400rpm na centrifuga refrigerada na placa de microtitulacéo,

selou-se a placa com objetivo de evitar evaporag¢do do contetdo dos pocos.

As amostras foram colocadas no termociclador onde criou-se um programa
chamado ExoSAP em que foram selecionadas duas temperaturas diferentes. A
primeira temperatura foi a 37C por 15 minutos e a segunda a 80T por mais 15

minutos.

'A mesma reacdo do PCR foi realizada para a metodologia de Tipagem ABC utilizando os
oligonucleotidios para amplificacdo da regido do DNA que codifica para a subunidade 25S do
ribossomo

2 Centrifugacgéo rapida em que a centrifuga vai de 0 até 1.400 rpm e retorna a O rpm novamente
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Adicionou-se 5 pL dos primers com as direcdes “forward” e “reverse” de cada
gene que se estava estudando em cada um dos dois pocos de cada amostra de PCR

para ser utilizado na reacdo do sequenciamento.

As placas de microtitulagdo contendo os produtos de PCRs ja purificados e os
“primers” adicionados, foram mantidas a 4C até a s ua utilizagdo para sequenciamento

dentro de no maximo 1 semana.

3.7.3 Reacéo de sequenciamento dos fragmentos dos g  enes escolhidos

Para o sequenciamento, foram utilizados os sete fragmentos descritos item

3.7, apds a amplificacéo e purificagdo dos produtos de PCR.

O sequenciamento foi feito no aparelho ABI 3730 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) utilizando os terminadores de cadeia dideoxinucleotideos
fluorescentes BigDye™ Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Este procedimento foi feito
na Unidade de Sequenciamento do departamento de doencgas causadas por fungos e
bactérias do CDC.

As sequéncias obtidas foram disponibilizadas na forma de cromatogramas. A
andlise das sequéncias foi realizada com o auxilio do programa Sequencher 4.8
(Genes Codes Corp, Ann Arbor, EUA), onde foi possivel observar os cromatogramas
gerados pelo processo de sequenciamento e fazer todas as corre¢des das sequéncias

guando necessarias.

3.7.4 Identificacdo dos sitios polimérficos ou “sin gle nucleotide

polymorphisms (SNPs)” heterozig6ticos

O primeiro passo para realizar os alinhamentos das sequéncias obtidas foi
verificar visualmente os cromatogramas quanto a identificacdo de heterozigoses que
caracterizam-se pela presenca de dois picos de quase mesmo tamanho, visto na
mesma posi¢do. Os sitios heterozigéticos foram substituidos pelas letras K, M, S, R, Y
e W, de acordo com o sistema de cddigo internacional IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry). Estas letras, segundo este cddigo, correpondem a
heterozigose nos SNPs a: K= G+T / M=A+C / S=C+G / R=A+G / Y=C+T /| W=A+T.
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Depois da deteccdo e identificacdo correta dos SNPs, as sequéncias dos
fragmentos dos genes obtidos foram alinhadas utilizando-se o programa MEGA 4. Os
SNPs encontrados nos sete fragmentos sequenciados foram concatenados em uma
sequéncia simples e convertidos em duas bases conforme descrito em dois estudos

(Tavanti et al. 2005, Odds et al. 2007a) num processo conhecido por analise haplétipa.

A construcdo da forma haplétipa é realizada a partir de cada par das
sequéncias diploides. As caracteristicas de cada SNP puderam ser transformados em
uma sequéncia homozigdtica ou heterozigética. Por exemplo, se em um SNP as
sequéncias dos isolados possuem os nucleotidios A, T ou a forma heterozigética W,
significa que na forma haplétipa estes podem ser representados por AA, TT ou AT
respectivamente, sendo cada base proveniente de um dos alelos. Concatenando os
dados de todos os SNPs dos sete genes de C. albicans, estes foram reescrito em
duas letras transformando-se na forma haplétipa de A=A+A, C=C+C, G=G+G ou
T=T+T, ou ainda, em relacdo as heterozigoses correspondentes a K=G+T; M=A+C;
R=A+G; S=C+G, W= A+T e Y= C+T. Uma sequéncia “AYCR” traduzida para a forma
hapl6tipa, seria lida como “AACTCCAG”.

Este procedimento gerou sequéncias que puderam ser analisadas com o
programa MEGA 4.0 ja que este programa ndo consegue analisar as sequéncias
modificadas contendo o cddigo da IUPAC, utilizadas para determinar os polimorfismos

heterozigéticos.

3.7.5 Introdugdo das sequéncias no website oficial do MLST para comparacgéo

com a base de dados e utilizacdo do programa eBURST

Neste estudo, utiizamos o website do MLST para C. albicans

(http://calbicans.mist.net), onde foi possivel introduzir a sequéncia de um determinado

gene por vez, para cada isolado. Cada sequéncia submetida foi comparada com a
base de dados do website, o qual forneceu o nimero do gendétipo encontrado entre 0s

diferentes alelos depositados (Figuras 1, 2 e 3).

A introducdo das sequéncias no website foi feita apdés a deteccdo das
heterozigoses. Nesta etapa, utilizou-se as sequéncias antes da transformacdo destas
na forma haplétipa. Na Figura 1, esta ilustrado o resultado do sequenciamento do
isolado nimero 59 para o gene AAT1 (forward) com a sequéncia incluindo os cédigos

IUPAC que sinalizam a presenca de heterozigoses representadas pela cor vermelha e
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pronta para ser analisada no webiste do MLST. A andlise das sequéncias é feita pelo
sistema Jalview (Clamp et al. 2004) do website que fornece o numero do gendtipo se a
sequéncia corresponde a alguma ja existente na base de dados de maneira idéntica
ou fortemente relacionada a determinado perfil alélico. Desta maneira, se nosso alelo
nao for encontrado na base de dados do MLST para C. albicans, podemos retornar ao
nosso cromatograma impresso para verificar se cometemos algum erro durante a

andlise da leitura visual ou se a diferenga encontrada é real.

Os novos alelos encontrados puderam ser adicionados ao banco de dados do
website depois do envio das sequéncias e cromatogramas aos responsaveis pela base

de dados que assinalaram estas sequéncias como sendo novos genotipos.

A Figura 2 ilustra o website do MLST para C. albicans, onde foi introduzido no
campo indicado, cada uma das sequéncias que se pretendia analisar. Foi fornecido
pelo website, 0 nimero do gendétipo que correspondeu a sequéncia em analise, se
outra idéntica ja havia sido depositada previamente por outros grupos de

pesquisadores.

A Figura 3 mostra como sdo adicionados no website do MLST os genotipos
obtidos, o que leva a uma combinacdo de numeros que gera um numero de DST
guando este corresponde a uma combinacdo de gendtipos ja existente na base de

dados.

O DST é determinado pela combinacdo dos genoétipos que sao definidos para
cada tipo de alelo encontrado para cada gene analisado. E importante notar que no
caso da descoberta de novos DSTs ou de uma nova combinacdo de genotipos que
gera um novo DST, € preciso o contato imediato com 0s responsaveis pela base de

dados para obter-se 0os novos numeros de DSTSs.

O programa do eBURST, que esta disponivel no website eburst.mist.net, foi

utilizado para identificar o provavel ancestral comum entre os complexos clonais na
tentativa de estabelecer possiveis relacdes evolutivas entre as cepas de C. albicans
incluidas neste estudo, o que é impossivel observar através de dendrogramas. O
gréfico do eBURST foi gerado simplesmente introduzindo os nimeros de gendétipos no

website e fornecendo as informacgdes sobre o nimero de genes a serem avaliados.
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3.7.6 Analise dos dados de MLST e definicdo de clad os de C. albicans

A analise filogenética dos alinhamentos obtidos foi realizada utilizando o
“unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA)” e “neighbor-joining
algoritmos” no programa MEGA 4 (Kumar et al. 2008). As analises filogenéticas foram
baseadas somente nos SNPs para aumentar ao maximo o poder discriminatério entre
os isolados. Os clados foram numerados para serem consistentes com aqueles
utilizados em algumas publicacbes sobre distribuicdo populacional de cepas de C.
albicans (Tavanti et al. 2005; Odds et al. 2007a).

Apbs a obtencdo das sequéncias na forma hapl6tipa, foi feito o delineamento
dos clados de C. albicans que foram determinados com o mesmo principio do estudo
realizado por Odds et al. (2007a), simplesmente tragando um ponto de corte no
dendrograma no menor ponto “p distance” capaz de separar de maneira consistente
os clados 2 e 4. A determinacdo do clado 2, do clado 4 e todos os outros clados foi
feita apoOs utilizacdo de sequéncias-referéncia correspondentes a cada um destes

clados obtidas no website oficial do MLST (http://calbicans.mist.net) e introducdo

destas na analise filogenética juntamente com as nossas sequéncias. Portanto, estas
sequéncias-referéncia foram utilizadas como controle para definicdo dos clados neste

estudo.

3.8 Metodologia para Tipagem ABC (“ABC typing”)

Este método foi utilizado para identificagdo de subgrupos de C. albicans por
PCR. Os nossos isolados foram submetidos a Tipagem ABC para identificacdo de
gendtipos A, B, C e D. Esta classificacdo em subgrupos genotipicos, foi utilizada para

aumentar a confiabilidade nos resultados obtidos com a técnica de MLST.

Neste ensaio, 0 DNA gendémico das cepas de C. albicans foram amplificados
utilizando os oligonucleotidios IPPO-F (GGG AAT CTG ACT GTC TAA TTA A) e IPPO-
R (CTT GGC TGT GGT TTC GCT AGA T) que tém como alvo a sequéncia 25S do
rDNA. A reacdo da PCR, utilizando estes oligonucleotidios, foi realizada nos mesmos
padrdes que aqueles descritos para os fragmentos do MLST, exatamente como
mencionado no item 3.7.1. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose (1,2%) para determinagéo do respectivo genotipo.
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Apos coloragdo do gel com brometo de etidio, os padrbes de bandas foram
visualizados em um transiluminador de raios ultravioleta (UVP BioDoc it ™ System,
Cambridge, UK). As bandas de DNA visualizadas no gel de agarose podem ser de 4
padrdes diferentes (A,B,C ou D). O subgrupo A apresenta uma banda com ~450 pb. O
subgrupo B apresenta um fragmento maior de ~840 pb devido a inser¢do de um intron de
379 nucleotidios naquela regido do gene 25S rDNA. O subgrupo C apresenta as duas
bandas de aproximadamente 450 pb e 840 pb. As cepas de C. albicans incluindo a
variante C. stellatoidea, sao classificadas de A até C. Os isolados que apresentam um
intron na mesma regido porém com 300 nucleotidios a mais que aquele visto na banda
do gendtipo B, sédo denominados subgrupo D e correspondem a espécie C. dubliniensis.
Portanto, esta espécie apresenta uma banda Unica de ~1080 pb. A presenga ou auséncia
de introns, bem como os seus tamanhos, faz desta metodologia um excelente

instrumento para diferenciacdo molecular destas espécies.
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RESULTADOS

4.1 Resultados da analise de tipagem molecular de 6 1 pacientes com

candidemia

Foram analisados por técnica de MLST e Tipagem ABC o total de 74
isolados de C. albicans de 61 pacientes totalizando 21% dos pacientes com
cepas de C. albicans incluidas no estudo multicéntrico de vigilancia de
candidemia realizado pelo grupo RNVC, conforme publicado por Colombo et al.
(2006). Em primeira andlise, foi estudada uma cepa de cada paciente com
episodios de candidemia simples.

Dentre os 61 pacientes estudados, oito deles apresentaram candidemia
persistente ou recorrente e, portanto, tiveram mais de uma cepa analisada,
como serd apresentado no item 4.2 destes resultados. A Tabela 1 apresenta
0s centros médicos e as respectivas cidades, assim como o0 numero de
pacientes com candidemia e cepas de C. albicans incluidas neste estudo.
Todos os isolados estudados foram sequencialmente obtidos e identificados
por métodos classicos de identificacdo antes de serem submetidos a tipagem

molecular.

4.1.1 Tipagem molecular por MLST

O tamanho dos fragmentos de DNA obtidos para cada um dos 7 genes
estudados apresentavam variagdes entre 373pb e 491pb resultando no total de
2.883 nucleotidios analisados para cada isolado incluido no estudo. O total de
nucleotidios sequenciados e analisados dos 74 isolados dos 61 pacientes foi
de 213.342. Entre os 7 fragmentos sequenciados, foram identificados 73 sitios

polimdrficos variando entre 5 e 13 sitios polimdrficos para cada um dos genes
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analisados dos 74 isolados estudados. Os fragmentos de genes que
apresentavam polimorfismos, tiveram variacdo de 5 SNPs para ACC1, 9 para
ADP1, 11 para MPIb, SYAl1 e ZWF1 e 13 SNPs para AAT1 e VPS13, como
pode ser visto na Tabela 5. A porcentagem de sitios variaveis, analisando
todos os isolados deste estudo frente aos fragmentos sequenciados, foi 2,63%
(73 de 2883 nucleotidios). A analise das sequéncias obtidas de todas as cepas
e fragmentos mostraram que todas as sequéncias puderam ser alinhadas sem

nenhuma interferéncia de qualquer insergcéo ou gap.

A Tabela 6 mostra a diversidade dos genétipos detectada nos sete
fragmentos dos genes estudados frente aos isolados de C. albicans dos 61
pacientes com candidemia mostrando o0s respectivos DSTs, gendétipos,
resultados de Tipagem ABC e clados identificados. Os pacientes com
candidemia persistente ou recorrente tiveram mais de um isolado coletado em
dias diferentes. Nesta tabela também foi informado se o paciente foi a ébito ou
nao durante o episédio da candidemia.

4.1.1.1 Diploid Sequence Typing (DST)

Foi observado o total de 48 DSTs entre as amostras dos 61 pacientes,
incluindo 10 novos gendtipos e 32 novos DSTs que foram inseridos no banco
de dados oficial do MLST.

O DST mais comumente isolado entre os pacientes foi o DST 69. Cepas
de C. albicans DST 69 foram encontradas em 10 (16,5%) pacientes de 6
cidades incluidas no estudo, sendo estas provenientes de Brasilia (3 cepas),
Curitiba (2), UFRJ no Rio de Janeiro (2), Ribeirdo Preto (1), Sdo José do Rio
Preto (1) e HSPE em S&o Paulo (1). O DST 24 foi o segundo mais
frequentemente isolado, respondendo a 4 (6,5%) pacientes, sendo 2 do
Hospital de Base de Brasilia, 1 de Campinas e 1 do HSPE de Sao Paulo.

40



RESULTADOS

Alguns isolados foram encontrados em dois pacientes de cidades
diferentes. Dois isolados apresentando DST 601 foram responsaveis por
episédios de candidemia em pacientes do Hospital de Clinicas de Curitiba e
HSP em S&o Paulo. O mesmo aconteceu para os isolados DST 277
encontrados na UFRJ no Rio de Janeiro e HSPE em S&o Paulo. Curiosamente,
o DST 1186 foi identificado como novo DST e isolado de pacientes no HSPE
em Sao Paulo e no hospital de Ribeirdo Preto. Apesar de termos encontrado os
mesmos DSTs em pacientes de diferentes cidades, a grande distancia entre
estas e a auséncia de correlagdo temporal dos isolamentos, parece improvavel

gue estas cepas tenham a mesma origem clonal.

A Tabela 7 ilustra a diversidade de DSTs encontrados entre cepas
isoladas em diferentes centros médicos. Foram identificados 13 DSTs entre 11
pacientes internados no HSPE, 7 DSTs entre 7 pacientes do Hospital S&ao
Paulo, 6 entre 6 pacientes de Campinas, 5 entre 5 pacientes dos hospitais de
Ribeirdo Preto, Sdo José do Rio Preto e Santa Maria, 4 entre 5 pacientes de
Curitiba, 2 entre 5 pacientes de Brasilia, 4 entre 4 pacientes de Vitoria e
Hospital da Lagoa no Rio de Janeiro e 3 entre 4 pacientes da UFRJ no Rio de

Janeiro.

Os isolados dos hospitais da Lagoa no Rio de Janeiro, Vitoria no Espirito
Santo e Santa Maria no Rio Grande do Sul tiveram todos os isolados como
sendo novos DSTs quando comparados com as sequéncias do banco de
dados do MLST.

Por outro lado, o Hospital de Base do Distrito Federal em Brasilia
apresentou 3 isolados DST 69 e 2 isolados DST 24 sendo o Unico hospital sem
nenhum isolado incluido como novo DST na base de dados. Interessante notar
gue os dois unicos DSTs encontrados nos pacientes em Brasilia foram DST 69
e DST 24. Existem somente 5 sitios polimorficos diferentes entre estes DSTs
observados no fragmento VPS13, revelando que as cepas de C. albicans
isoladas naquele centro médico sao relativamente proximas, ainda que elas

tenham sido coletadas com diferenca de 8 meses entre os pacientes. Por outro
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lado, estas cepas apresentam os DSTs mais frequentemente encontrados em
diferentes regides do planeta.

N&o foi observado nenhuma tendéncia na obtencé&o de DSTs exclusivos
no Brasil ou mesmo por regido geografica do pais.

4.1.1.2 Gendtipos do MLST

Foram identificados o total de 101 gendtipos entre os 7 fragmentos dos
genes de isolados de 61 pacientes incluidos no estudo. Todos os isolados

apresentaram no minimo um sitio heterozigatico.

A heterozigose a partir do produto do PCR do genoma de C. albicans
pode ser visto a partir de dois picos de quase mesmo tamanho representados
nas sequéncias observadas nos cromatogramas da Figura 4 . A ocorréncia de
picos “confundidores” de menor tamanho, pode levar a erros na analise das
sequéncias verdadeiramente heterozigoéticas. Entretanto estes erros podem ser

minimizados verificando-se a qualidade dos cromatogramas.

Cada SNP dos fragmentos dos genes estudados, pode apresentar numa
sequéncia diploide, apenas 3 alternativas: por exemplo, homozigose para C
(CC), ou para T (TT) ou ainda heterozigose com C e T para cada um dos
alelos. N&o foi visto nenhuma poliploidia nestes fragmentos durante 0 nosso
estudo, o que poderia ser evidenciado na leitura dos cromatogramas onde seria
notado mais de dois picos para a mesmo posi¢cdo no gene. Em C. albicans, ja
foi descrito o fenbmeno da aneuploidia que trata-se da perda ou ganho de

fragmentos do cromossomo ou do cromossomo inteiro (Selmecki et al. 2005).

O numero de gendtipos Unicos encontrados para os isolados deste
estudo variou de 12 a 18 para cada gene totalizando 101, como dito
anteriormente. Foram encontrados 12 genétipos Unicos para os fragmentos
ACC1, ADP1 e MPIb, 14 para SYA, 15 para ZWF1 e 18 para os fragmentos
AAT1 e VPS13. Portanto, os fragmentos mais discriminatérios foram AAT1 e
VPS13.
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Foram detectados 855 heterozigoses, como as apresentadas na
ilustragéo da Figura 4 . A heterozigose mais comum ocorreu pela presenca de
Y=C+T com 352 vezes (41%), R=A+G com 275 (32,2%), W=A+T com 120
(14%), M=A+C com 63 (7,5%) e K=G+T com 45 (5,3%). Nao foi detectada
nenhuma heterozigose por S=C+G.

Os 10 novos gendtipos foram encontrados nos fragmentos dos genes
AAT1 (2), ACC1 (1), ADP1 (1), VPS13 (1) e ZWF1 (5) conforme representado
na Tabela 8. Nenhum novo gendtipo foi observado para os genes MPIb ou
SYA. Estes novos genoétipos foram provenientes de isolados de pacientes dos
hospitais de Santa Maria (3), Vitoria (2), Ribeirdo Preto (2), da Lagoa (1) no Rio
de Janeiro, e Hospital S&o Paulo (1) e HSPE (1) na cidade de S&o Paulo. Nao
foi observado nenhum novo gendtipo nos hospitais da cidade Brasilia, Curitiba,

Campinas, Sao José do Rio Preto ou na UFRJ no Rio de Janeiro.

As figuras do Anexo 1 ilustram todos os 73 sitios polimérficos dos sete
fragmentos dos “housekeeping genes” estudados. Foi possivel verificar nestes
sitios, as variacbes homozigoticas representadas pelas letras A, C, T, e G, ou
heterozigoticas pelas letras Y, R, W, M e K.

4.1.1.3 Classificacdo dos clados, resultado dos den  drogramas e aplicacao
do conceito do eBURST

De maneira geral, os isolados deste estudo foram enquadrados em nove
clados: 1, 2, 3, 4, 8,9, 12, 16, 17 e um “solitario” de acordo com a classificacao
sugerida por Odds et al. (2007a). Ainda seguindo este critério, ndo houve
representantes dos clados 5, 6, 7, 10, 11, 13, 14 e 15. Estes achados podem
ser confirmados através da Tabela 9 e Figura 5.
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No presente estudo, a maioria dos isolados foram enquadrados como
pertencentes ao clado 1 com o total de 34 cepas (56%) de C. albicans. O clado
3 e clado 8 foram os clados com maior nimero de isolados depois de clado 1,
totalizando seis isolados (10%) cada um. Os quatro isolados do clado 9 e clado
17 responderam por 6,5% cada um. Trés isolados foram apontados com
pertencentes ao clado 12 (5%). Foi isolada uma Unica cepa (1,5%) do clado 2,
clado 4, clado 16 e um isolado categorizado como “solitario.

O isolado identificado como “solitario” ndo se enquadrou dentro dos 17
clados classificados por Odds et al. (2007a), sendo este dado confirmado pelo
préprio grupo escocés liderado por Dr. Frank Odds.

A distancia genética entre as cepas de C. albicans incluidas neste
estudo foram representadas pela constru¢cdo de um dendrograma UPGMA
utilizando o programa MEGA 4.0 como demonstrado na Figura 5 e Anexo 2 2.
Juntamente com nossos isolados foram introduzidas cepas representantes dos
17 clados segundo Odds et al. (2007a). Foi tracado aleatoriamente um ponto
de corte capaz de separar os isolados previamente descritos como
pertencentes ao clado 2 e clado 4 o qual também separa os demais clados. Em
nosso estudo, o ponto de corte utilizado foi de 0,1.

A Figura 6 mostra 8 dendrogramas UPGMA com cepas de C. albicans
referentes a 61 pacientes incluidos no estudo. No dendrograma A estdo
representadas as distancias genéticas entre os isolados baseados nos SNPs
dos 7 fragmentos estudados. Marcamos arbitrariamente 4 isolados (isolado 18,
131, 228 e 371) pertencentes ao clado 3 com um circulo vermelho. Os
dendrogramas seguintes de B até H foram construidos para cada fragmento

de gene individualmente onde também estdo marcadas as localiza¢bes dos 4

a 2 . . . . .-
No Anexo 2 € possivel ver mais claramente o dendrograma da Figura 6 , de forma ampliada para facilitar a
visualiza¢ao de todos os isolados.
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isolados selecionados no dendrograma A. Pudemos perceber que estes
isolados somente puderam ser agrupados no dendrograma A que analisa a

combinacgao dos 7 fragmentos de genes.

Utilizando o programa eBURST (www.eburst.mist.net) foi possivel definir

um ancestral comum entre as cepas do maior complexo clonal visto nesta
analise. A Figura 7 mostra o complexo clonal 1 que incluiu 15 DSTs, onde a
base da ancestralidade foi o0 DST69. Todos os DSTs deste complexo foram
enquadrados como pertencentes ao clado 1. Este complexo clonal redane os
DSTs que possuem ao menos 6 dos 7 gendtipos idénticos, como descrito
anteriormente no item 3.7.5 do Material e Métodos desta dissertacao.

A Figura 8 foi construida extrapolando a analise da Figura 7 onde o0s
DSTs incluidos possuem ao menos um genoétipo igual a outro DST.
Observamos a presenca do complexo clonal 1 ao centro e a disposi¢céo
espacial de todos os outros DSTs e pequenos complexos (as vezes apenas 2
DSTs conectados) mostrando a baixa similaridade entre eles. Os complexos e
DSTs que nao puderam ser enquadrados no complexo 1 foi em decorréncia da
apresentacdo de 2 ou mais fragmento génicos diferentes. Os DSTs que
apresentam-se conectados entre si sdo aqueles que possuem apenas um dos

fragmentos diferente.

4.1.2 Analise molecular por Tipagem ABC

As cepas de C. albicans provenientes de 61 pacientes com candidemia
foram submetidas a andlise molecular utilizando a metodologia de Tipagem
ABC. Os resultados estao descritos na Tabela 10.

A Figura 9 mostra um gel de eletroforese com fragmentos provenientes
da amplificacdo da regido do DNA que codifica para a subunidade 25S do
ribossomo para alguns isolados deste estudo. Aqueles isolados definidos como
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tipo A apresentaram bandas contendo ~450 pb. As cepas tipadas como tipo B
apresentaram bandas maiores de tamanho ~840 pb devido a presenca de um
intron naquela regido. Cepas tipo C sdo aquelas que apresentam as duas
bandas (450 pb e 840 pb) devido a heterozigose vista no par de alelos. As
cepas tipo D ndo possuem nenhuma destas duas bandas, porém a presenca
de um intron homélogo com aproximadamente 300 nucleotidios a mais que a

banda tipica to tipo B, gera uma banda maior com ~1080 pb.

Foram encontradas 50 cepas pertencentes ao tipo A correspondendo a
82% dos isolados. Dez cepas foram tipadas como tipo B (16,5%) e apenas um
unico isolado como tipo C (1,5%). Néao foi isolada nenhuma cepa tipo D que
corresponderia a espécie C. dubliniensis.

Ainda na Tabela 10, é possivel verificar a quais clados correspondem as
respectivas cepas analisadas por Tipagem ABC no presente estudo. Aqueles
isolados enquadrados como Tipo A estao distribuidos nos clados 1, 2, 3, 8, 9,
17 e um isolado como “solitario”. Cepas Tipo B foram representadas nos clados
1, 3,4, 8,12 e 16. O Unico isolado tipado como tipo C pertence ao clado 1.

4.1.3 Andlise da tipagem molecular versus hospitais e regibes geograficas
do pais

A Tabela 11 mostra a baixa correlagéo entre os resultados obtidos com
a Tipagem ABC e clados de MLST nos diferentes centros médicos. N&o foi
observada nenhuma tendéncia de correlagdo entre os isolados tipados pelas
duas metodologias moleculares provenientes de diferentes pacientes,

hospitais, cidades ou regides brasileiras.

4.1.4 Andlise do perfil de susceptibilidade a antif ~ Ungicos
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O Anexo 3 apresenta as CIMs de todos os 74 isolados de C. albicans
provenientes dos 61 pacientes incluidos no estudo da RNVC frente a cinco

antifangicos.

Foram analisados 370 resultados de CIMs referentes a 5 antifingicos
testados contra todas as cepas de C. albicans dos 61 pacientes com
candidemia sendo a analise completa dos dados, inseridas na Tabela 12. Em
todos os dias de ensaio foram incluidos entre as amostras a serem testadas
um organismo-controle da ATCC (American Type Culture Collection),
representado pela C. parapsilosis ATCC 22019. A variagdo dos valores de
CIMs da ATCC 22019 foi entre 0,25 a 1,0ug/mL para anfotericina B, 1,0 a
4,0ug/mL para fluconazol, 0,03 a 0,125ug/mL para itraconazol, 0,125 a
0,5ug/mL para 5-fluorocitosina e 0,03 a 0,06ug/mL para voriconazol. Estes
valores sao compativeis com aqueles estabelecidos pela metodologia do CLSI
(CLSI, 2002).

Em relagé@o aos isolados clinicos, as variag6es das CIMs para as cepas
de C. albicans estudadas foi de 0,125ug/mL a 1,0 ug/mL para anfotericina B,
0,125ug/mL a 64,0ug/mL para fluconazol, 0,125ug/mL a >64,0ug/mL para 5-
fluorocitosina, 0,03ug/mL a 0,5ug/mL para itraconazol e 0,03ug/mL a 4,0ug/mL

para voriconazol.

Foi observada alta susceptibilidade para os 5 antifingicos testados na
maior parte das amostras (Tabela 12). Nenhuma amostra apresentou valores
de CIM para anfotericina B superiores a 1,0ug/ml mostrando alta
susceptibilidade frente a este antifingico. Um Unico isolado (1,5%) foi
resistente a fluconazol e voriconazol apresentando susceptibilidade dose
dependente a itraconazol com CIMs de 64,0ug/mL 4,0ug/mL e 0,5ug/mL,
respectivamente. Um isolado (1,5%) foi resistente a 5-fluorocitosina e dois (3%)
apresentaram susceptibilidade intermediaria a este antifangico.
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Todos os isolados de C. albicans (n = 23 / 31%) que apresentaram
CIMs > 1,0 ug/mL para 5-fluorocitosina foram tipadas como pertencentes ao
tipo A clado 1. Portanto nenhuma cepa tipo B ou C apresentou CIMs maiores
qgue 0,5ug/mL para 5-fluorocitosina. A Tabela 13 mostra a forte tendéncia entre

a diminuida susceptibilidade a 5-fluorocitosina e gendétipos tipo A clado 1.

4.1.5 Mortalidade entre os pacientes e resultados d  a tipagem molecular

Dentro desta analise, os pacientes que foram a 6btido no espaco de 30
dias depois da primeira hemocultura positiva representaram 60,7% (n=37) da
nossa colecao estudada.

Embora o tamanho amostral seja limitado, notamos a maior ocorréncia
de Obitos nos pacientes infectados por cepas de clado 3 (5 dos 7 pacientes
morreram) e clado 8 (6 de 6 pacientes morreram) do que em pacientes
infectados por isolados clado 1 que respondeu pela maioria dos casos (21 de
34 pacientes morreram). Em relacdo a Tipagem ABC, nao foi visto qualquer
aumento na distribuicdo das taxas de 6bito.

N&o pudemos estabelecer relagcéo causal entre o clado 3 e clado 8 de C.
albicans e o numero de Obitos, pois outras variaveis de relevante poder

progndstico em candidemia ndo foram avaliadas na presente casuistica.

4.2 Resultados da analise de tipagem molecular de 8 pacientes com

candidemia persistente ou candidemia recorrente
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Dentro do contexto deste estudo, selecionamos 21 cepas de C. albicans
de 8 pacientes com candidemia persistente (6) ou recorrente (2) em que
testamos a reprodutibilidade da metodologia do MLST e Tipagem ABC nas
amostras sequenciais e fortemente relacionadas destes pacientes
individualmente, além de investigar possiveis microvariacdes entre as cepas
dos mesmos pacientes, ou ainda, se os pacientes foram infectados por uma

nova cepa de C. albicans.

Os sete fragmentos dos genes sequenciados para as 21 cepas
estudadas identificaram o total de 63 sitios varidveis ou polimérficos quando
utilizado o programa MEGA 4 para alinhar somente as sequéncias deste grupo
de isolados. A Tabela 3 apresenta os resultados da tipagem molecular tanto
por Tipagem ABC quanto por MLST. Dois gendétipos e trés DSTs foram
incluidos como sendo inéditos na base de dados do website oficial do MLST
para C. albicans, tendo sido encontrados os gendétipos 185 para o fragmento
VPS13 e 156 para o ZWF1. Os trés novos DSTs foram: DST 1168, 1175 e
1192. Os 21 isolados obtidos de 8 pacientes geraram 10 DSTs Unicos. Trés
pacientes de diferentes instituicdes tiveram isolados classificados como DST
69.

Um paciente (P5 conforme Tabela 3), hospitalizado no Hospital do
Servidor Publico Estadual com candidemia persistente, teve 7 cepas de C.
albicans coletadas sequencialmente em 10 dias apresentando 3 DSTs distintos
(DST 24, 1175 e 1192). Os isolados deste paciente foram distintos e
assinalados para 3 diferentes clados. As primeiras 4 amostras foram incluidas
no clado 1, a quinta e a sexta amostras foram assinaladas para o clado 3.
Significantemente, a cepa da sétima e ultima coleta foi a Unica assinalada

como clado 2.

A Figura 10 ilustra o dendrograma UPGMA dos 21 isolados construido a
partir das sequéncias concatenadas dos SNPs.
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RESULTADOS

A Tabela 3 também mostra as CIMs de 3 agentes antifingicos frente
aos isolados de C. albicans dos pacientes com candidemia persistente ou
recorrente, assim como os resultados dos DSTs e Tipagem ABC.

Todas as cepas provenientes de pacientes com persisténcia ou
recorréncia em candidemia foram sensiveis aos trés antifangicos testados. Os
pacientes com candidemia persistente ou recorrente exibiram pouca
variabilidade nas CIMs com os isolados sequenciais.Os  isolados dos 8

pacientes permaneceram susceptiveis a todos os antifingicos testados.

50



TABELAS

Tabelas de 1 a 14

Tabela 1. Apresentacdo dos centros médicos e suas respectivas cidades, nimero de

pacientes com candidemia e cepas de C. albicans incluidas na analise deste estudo.

S ST T T = T I A S N S N

No. do Centro Médico Cidade/Estado (sigla) No. de No. de
centro ® Pacientes Cepas
1 Hospital de Clinicas — UFSM Santa Maria/RS 5 6
2 Hospital de Clinicas — UFPR Curitiba/PR 5 5
3 Hospital S&o Paulo — UNIFESP Séo Paulo/SP 7 8
4 Hospital de Clinicas — UNICAMP Campinas/SP 6 6
5 Hospital das Clinicas — USP Ribeir&o Preto Ribeir&o Preto/SP 5 5
6 Hospital Universitario — UFRJ Rio de Janeiro/RJ 4 4
8 Hospital de Clinicas — UFES Vitéria/ES 4 4
9 Hospital de Base do Distrito Federal Brasilia/DF 5 6
12 Hospital do Servidor Publico Estadual - HSPE Séo Paulo/SP 11 20
13 Hospital da Lagoa Rio de Janeiro/RJ 4 4
14 Hospital de Base de S&o José do Rio Preto Séo J. do Rio Preto/SP 5 6

% Os centros 07, 10 e 11 foram excluidos do estudo RNVC, por isto o niamero de centros ndo segue uma ordem
sequencial

bSiglas dos centros médicos: UFSM = Universidade Federal de Santa Maria; UFPR = Universidade Federal do Parana;
UNIFESP = Universidade Federal de S&o Paulo; UNICAMP = Universidade Estadual de Campinas; USP =
Universidade de S&o Paulo; UFRJ = Universidade Federal do Rio de Janeiro; UFES = Universidade Federal do Espirito
Santo e HSPE = Hospital do Servidor Publico Estadual

Tabela 2. Caracteristicas clinicas de 61 pacientes com episddios de candidemia por C.

albicans.?
Variaveis Dados para 61 pacientes
Media da idade (variagao) 42 anos (0 a 83)
No. de homens (%) 32 (52,5)
No. de casos por doenca de base (%)
Céancer 13 (21,3)
Insuficiéncia Cardiaca 14 (23)
Insuficiéncia Respiratoria 13 (21,3)
Insuficiéncia Hepatica 5(8,2)
Doenca Neuroldgica 14 (23)
Diabetes 13 (21,3)
Insuficiéncia Renal 16 (26,2)
Transplante de 6rgao 5(8,1)
Infecgdo por HIV® 1(1,6)
No. de pacientes com caracteristicas especificas (% )
Uso de corticoides 20 (32,8)
Neutropenia 2(3,3)
Ventilacdo Mecanica 25 (41)
Dialise 13 (21,3)
Cirdrgia prévia 33 (54,1)
Cirdrgia abdominal 23 (37,7)
Presenca de cateter venoso central 40 (65,6)
Nutricdo parenteral 26 (42,7)
Terapia antibiética prévia 58 (95,1)
Uso prévio de antiflgico 10 (16,4)
Mortalidade Geral 37 (60,7)

% Estes dados foram gerados fazendo a anélise estatistica utilizando o programa SPSS verséo 15.0.

®Virus da Imunodeficiéncia Adquirida
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TABELAS

Tabela 3. Resultados de tipagem molecular por MLST, Tipagem ABC e CIMs dos antiflingicos de 21 cepas de 8 pacientes que apresentaram

episadios de candidemia persistente ou candidemia recorrente.

No. do isolado Centro Data da Genes do MLST ¢ DST  Tipagem  Clado MIC (ng/mL)
paciente ne Médico ° coleta AATI  ACC1L _ ADP1L _ MPIb _ SYAL  VPSI3  ZWFL ABC Fluconazol _ 5-Fluorocitosina __ Voriconazol
(CPor
CR)®

P1(CP) 1 Santa Maria  14/03/2003 54 31 10 36 66 185° 111  1168° B 16 0,125 0,125 0,03
2 Santa Maria  01/04/2003 54 31 10 36 66 185° 111  1168° B 16 0,125 0,125 0,03

P2 (CP) 77 HSP 09/04/2003 21 17 21 19 27 83 22 601 B 12 0,125 0,125 0,03
78 HSP 11/04/2003 21 17 21 19 27 83 22 601 B 12 0,125 0,125 0,03

P3 (CP) 192 R, Preto 06/10/2003 8 5 5 2 2 6 5 572 A 1 0,25 2 0,03
193 R, Preto 09/10/2003 8 5 5 2 2 6 5 572 A 1 0,125 2 0,03

P4 (CP) 306 HSPE 15/06/2004 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 0,25 2 0,06
307 HSPE 19/06/2004 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 0,25 1 0,03

P5 (CP) 314 HSPE 20/07/2004 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 0,25 2 0,03
315 HSPE 22/07/2004 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 0,125 2 0,03

316 HSPE 23/07/2004 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 0,125 2 0,03

317 HSPE 25/07/2004 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 0,125 2 0,03

318 HSPE 26/07/2004 13 7 15 6 7 55 156  1175° B 3 0,125 2 0,03

319 HSPE 28/07/2004 13 7 15 6 7 55 156  1175° B 3 0,125 2 0,03

320 HSPE 29/07/2004 35 2 4 4 36 4 4 1192° A 2 0,5 2 0,03

P6 (CP) 378 SJRP 15/03/2004 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 0,5 2 0,03
379 SJRP 25/03/2004 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 0,5 2 0,06

P7 (CR) 349 HSPE 01/11/2004 2 2 5 2 2 6 5 277 A 1 0,125 0,125 0,03
350 HSPE 06/12/2004 2 2 5 2 2 6 5 277 A 1 0,125 0,125 0,03

P8 (CR) 275 Brasilia 09/08/2004 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 0,5 2 0,03
276 Brasilia 28/10/2004 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 0,125 2 0,03

& CP: Candidemia Persistente — CR: Candidemia Recorrente

PHSP = Hospital Sdo Paulo; R, Preto = Ribeiréo Preto; HSPE = Hospital do Servidor Publico Estadual; SJRP = S&o José do Rio Preto

¢ Fragmentos dos “housekeeping genes” estudados por MLST
4 Novos gendétipos ou novos “diploid sequence typings” (DSTs)




TABELAS

Tabela 4. Lista de fragmentos de genes amplificados no ensaio do MLST para C.

albicans com as sequéncias dos respectivos primers.

Gene Produto do Primers*® Fragmentos 5’ sequéncia 3
Gene sequenciados inicial sequéncia
(pb) incial
AATL Asparato Fwd 5'-ACTCAAGCTAGATTTTTGGC-3’ 373 ATTGAA CGTTTC
aminotransferase Rev 5-CAGCAACATGATTAGCCC-3’
ACC1 Acetil coenzima Fwd 5'-GCAAGAGAAATTTTAATTCAATG-3’ 407 TTTTGAGGTCA ~ TTCCACAAGA
carboxilase A Rev 5-TTCATCAACATCATCCAAGTG-3
ADP1 Permease ATP- Fwd 5'-GAGCCAAGTATGAATGATTTG-3’ 443 CACGTTGCAA GGAAATCCAA
dependente Rev 5-TTGATCAACAAACCCGATAAT-3
MPIb Manose fosfato Fwd 5'-ACCAGAAATGGCCATTGC-3' 375 TTTAAACC GGGAAGCA
isomerase Rev 5-GCAGCCATGCATTCAATTAT-3'
SYAL Alanil-RNA Fwd 5'-AGAAGAATTGTTGCTGTTACTG-3’ 391 TAAATCTAAA AGCTGTATCA
sintetase Rev 5-GTTACCTTTACCACCAGCTTT-3'
VPS13 Proteina Vacuolar Fwd 5'-TCGTTGAGAGATAATCGACTT-3' 403 CTTGATATG CAAATCATGG
Rev 5-ACGGATGGATCTCCAGTCC-3'
ZWF1 Glicose-6-fosfato Fwd 5'-GTTTCATTTGATCCTGAAGC-3' 491 AAACCAGG TTGAATTAC
desidrogenase Rev 5-GCCATTGATAAGTACCTGGAT-3'

*Para as dire¢des “Forward (Fwd)” ou “Reverse (Rev)”

Tabela 5. Apresentagéo dos resultados de sete fragmentos de “housekeeping genes”

com o numero de pares de bases sequenciados, nimero de genétipos e nimero de sitios

polimorficos identificados durante o estudo.

Gene Tamanho em pares de No, de gendtipos Numero de sitios
bases (pb) identificados polimérficos
AAT1 373 18 13
ACC1 407 12 5
ADP1 443 12 9
MPIlb 375 12 11
SYAl 391 14 11
VPS13 403 18 13
ZWF1 491 15 11
Total 2,883 101 73
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TABELAS

Tabela 6. Tabela geral dos isolados de 61 pacientes com episddios de candidemia por

C. albicans com as informacdes do centro médico ou cidade de isolamento, tipagem molecular

por Tipagem ABC e MLST incluindo todos os genotipos, DSTs e clados em que as cepas foram

categorizadas. Foi informado se o paciente foi ou néo a ébito.

Paciente  No. Tipagem Obito
CDC Centro Genes do MLST * DST® ABC Clado
AAT1 ACC1 ADP1 MPIb SYAl V]ZS ZWF1
1 54 31 10 36 66 185 111 1168 B 16 N&o
54 31 10 36 66 185 111 1168 B 16

2 13 55 14 4 54 6 6 15 1177 A 8 Sim
3 18 13 13 85 50 32 15 1169 B 3 Néo
4 32 santa 20 6 51 36 5 1178 A 1 Néo
5 38 Maria 2 5 5 12 2 6 154 1170 A 1 Sim
6 42 25 6 34 24 37 1179 A 8 Sim
7 50 70 14 6 4 35 10 8 1180 B 4 Sim
8 59 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 sim
9 65 21 17 21 19 27 83 22 601 5 12 N&o
10 76 curitiba 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 Sim
11 77 21 17 21 19 27 83 22 601 B 12 Néo
78 21 17 21 19 27 83 22 601 B 12 N&o

12 82 2 5 5 2 2 6 16 104 A 1 Sim
13 93 2 8 2 2 2 6 5 1181 1 sim
14 102 42 5 5 19 2 5 1182, 1 sim
15 108 . 5 5 2 B4 i A 1 N&o
16 118 ?SS;; 5 6 2 2 20 5 515 A 1 N&o
17 130 paylo) 13 10 15 2 2 37 15 1183 g 3 sim
18 131 13 10 15 6 7 37 15 344 B 3 Sim
19 132 33 14 38 2 78 122 5 1184 B 8 Sim
20 148 2 3 5 9 2 6 5 435 A 1 sim
2 160 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 sim
22 172 2 2 6 2 2 5 118 A 1 Sim
23 173 Campinas 108 5 5 2 2 5 1172 A 1 Sim
24 181 60 3 3 3 3 39 95 1186 A 9 Sim
25 192 8 5 5 2 2 5 572 A 1 N&o

193 8 5 5 2 2 6 5 572 A 1

26 205 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 N&o
27 225  Ribeiro 47 14 57 28 44 30 136 1173 A 17 N&o
28 228 Preto 13 7 15 6 7 32 15 957 B 3 Sim
29 233 2 5 5 2 2 6 5 69 A Sim
30 235 . 47 14 57 28 4 30 5 1187 A 17 Sim
31 244 (‘égf je 2 5 2 2 5 277 A 1 Sim
32 245  Janeiro) 5 5 2 2 5 69 A 1 N&o
33 248 60 3 3 3 3 39 3 1188 A 9 N&o
34 249 2 5 2 4 2 24 5 1189 A 1 N&o
35 250 109 7 10 4 65 110 155 1174 A solitario  Sim
36 261 Vitéria 2 5 5 27 2 71 5 1190 A Sim
37 265  Brasilia 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 N&o
38 266 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 N&o
39 272 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 N&o
40 275 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 N&o



TABELAS

276 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1
a1 283 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 Sim
42 286 2 2 5 4 2 6 5 1191 A 1 Sim
43 299 2 5 6 2 2 6 5 519 A 1 Sim
44 305 2 5 5 4 2 6 5 444 A 1 Sim
45 306 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 N&o

307 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1
46 314 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1 N&o

315 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1

316 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1

317 2 5 5 2 2 24 5 24 A 1

318 13 7 15 6 7 55 156 1175 B 3

319 13 7 15 6 7 55 156 1175 B 3

320 35 2 4 3% 4 4 1192 A 2
47 321 2 7 6 3 6 27 37 1193 A 8 Sim
48 328 8 2 5 2 2 6 5 1047 A 1 sim
49 331 21 17 21 19 27 271 22 1194 B 12 N&o
50 337 62 3 3 3 39 95 018 A 9 Sim
51 349 . 2 5 2 2 6 5 277 A 1 Sim

HSPE

350 (Sa0 2 2 5 2 2 6 5 277 A 1
52 361 Ppaulo) 60 3 3 3 3 39 95 1186 A 9 Sim
53 363 31 5 6 2 2 6 5 1195 C 1 Sim
54 364 HLfgpéf' 13 74 15 6 7 37 5 1176 A 3 Sim
55 366 (Rio de 47 14 52 28 44 30 6 119 A 17 N&o
56 370 Janeiro) 8 5 2 2 2 24 5 1197 A 1 No
57 371 13 11 15 15 50 37 15 1198 A 3 Sim
58 372 47 3 52 28 a4 4 6 1199 A 17 N&o
59 378 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1 N&o

379 2 5 5 2 2 6 5 69 A 1
60 384 s José 55 14 4 3 6 45 15 365 A 8 Sfm
61 386 Rio Preto' 25 7 6 3 6 27 37 90 A 8 Sim

"'s, José Rio Preto: S3o José do Rio Preto

4 Fragmentos dos “housekeeping genes” estudados por MLST
°DST: Diploid sequence typing

¢ HSP: Hospital S&o Paulo

¢ UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro

¢ HSPE: Hospital do Servidor Pablico Estadual
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TABELAS

Tabela 7. NUumero de DSTs Unicos por centro médico definidos pela metodologia de

MLST entre as cepas de C. albicans isoladas de pacientes com candidemia.

No. No. de isolados No. de DSTs Unicos
centro Centros médicos ou cidade por centro
01 Santa Maria 5 5
02 Curitiba 5 4
03 Hsp - sd0 Paulo 7 7
04 Campinas 6 6
05 Ribeirdo Preto 5 5
06 UFRJ - Rio de Janeiro 4 3
08 vitéria 4 4
09 Brasilia 5 2
12 HsPE - séo Paulo 1 13°
13 Lagoa — Rio de Janeiro 4 4
14 5 5

Sé&o José do Rio Preto
%um paciente apresentou trés cepas distintas de C. albicans durante um dnico episédio de candidemia

Tabela 8. Numero de novos genétipos encontrados entre as cepas de C. albicans de

pacientes com episodios de candidemia.

No. Centro ou Cidade Genes do MLST ?
centro AAT1 ACC1 ADP1 MPIb SYA1 VPS13 ZWF1

01 Santa Maria 1 1 1
02 Curitiba
03 HSP — Séo Paulo 1
04 Campinas
05 Ribeirdo Preto 1 1
06 UFRJ - Rio de Janeiro
08 Vitéria 1° 1°
09 Brasilia
12 HSPE - Séo Paulo 1
13 Lagoa — Rio de Janeiro 1
14 S&o José do Rio Preto

Total 2 1 1 1 5

4 Fragmentos dos “housekeeping genes” estudados por MLST
L cepa isolada de um anico paciente

Tabela 9. Porcentagem de cepas de C, albicans categorizadas nos 17 clados

conhecidos.
total® Clados %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17  “solitario”
61 56 15 10 15 0 0 0 10 6,5 0 0 5 0 0 0 15 6,5 15

® Foi analisada somente 1 cepa por paciente para a construgéo desta tabela
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TABELAS

Tabela 10. Distribuicdo e porcentagem dos genétipos por Tipagem ABC dos isolados

de 61 pacientes incluidos no estudo.

Subgrupo ABCD (n) % Clados

Tipo A 50 82 1,2,3,8,9, 17, “solitario”
Tipo B 10 16,5 1,3,4,8,12, 16
Tipo C 1 15 1

Tipo D* 0 0 -

 Gendtipo tipo D define a identificagdo como C. dubliniensis

Tabela 11. Correlagdo entre a Tipagem ABC e clados definidos por MLST de acordo

com cada centro médico.

Centro médico ou cidade Tipagem ABC (n) Clados
01 — Santa Maria A (3) 1,8
B (2) 3,16
02 — Curitiba A(3) 1,8
B (2) 4,12
03 — HSP*® A (5) 1
B (2) 1,12
04 — Campinas A (4) 1
B (2) 3,8
05 — Ribeirédo Preto A (4) 1,9, 17
B (1) 3
06 — UFRJ® A (4) 1,17
08 — Vitdria A (4) 1, 9, “solitario”
09 - Brasilia A (5) 1
12 - HSPE® A (10) 1,2,8,9
B (1) 12
13 - Lagoa“ A (3) 1,3 17
CcC(@) 1
14 — Sao José do Rio Preto A (5) 1,3,8 17

4HSP: Hospital S&o Paulo

® UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro
® HSPE: Hospital do Servidor Publico Estadual

“ Hospital da Lagoa
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TABELAS

Tabela 12. Variagdo de valores de concentragfes inibitérias minimas (CIM), ClMs,
CIMg e porcentagem de resisténcia frente aos antifingicos testados para isolados de C.

albicans em 61 pacientes com candidemia.

(hg/ml) (hg/mL)  (ug/mL) (hg/ml)
Anfotericina B 0,125-1,0 0,5 1,0 0
Fluconazol 0,125 -64 0,25 0,5 1,5(1)
Itraconazol 0,03-0,5 0,03 0,03 0
5-fluorocitosina 0,125 - >64 0,25 2 1,5(@)
Voriconazol 0,03-4 0,03 0,03 1,5(@)

4Variacéo dos valores, representando os limites inferior e superior das CIMs de cada antifangico
® CIMso, definida como a concentracao inibitéria minima de antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% das
amostras testadas
¢ CIMgo, definida como a concentrag&o inibitéria minima de antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% das
amostras testadas
d Porcentagem de resisténcia

Tabela 13. Correlagdo de CIMs elevadas para 5-fluorocitosina e fluconazol versus

gendtipos e clados de MLST e gendtipos de Tipagem ABC.

N° Centro Clado Tipagem
CDC Médico CIM 5FC® DST (MLST) ABC
(ng/mL)

59 Curitiba 4 69 1 A
102 HSP*? >64 1182 1 A
148 Campinas 4 435 1 A
266 Brasilia 8 24 1 A
328 HSPE*® 4 1047 1 A
370 Lagoa® 4 1197 1 A
372  SJRio Preto® 16 1199 1 A

N° Centro CIM Clado Tipagem

CDC Médico Fluco ¢ DST (MLST) ABC
(ng/mL)
305 HSPE* 64 444 1 A

& Centros médicos: HSP = Hospital S&o Paulo — HSPE = Hospital do Servidor Publico Estadual — Lagoa = Hospital da
Lagoa — SJ Rio Preto = S&o José do Rio Preto

® 5FC: 5-fluorocitosina

¢ Fluco: fluconazol
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TABELAS

Tabela 14. Variagcdo no nimero de genétipos e sitios polimérficos dos fragmentos de

genes analisados entre estudos que utilizaram MLST.

No. de Variagao No. de sitios polimérficos ¢
genes No. de no No. de sobre o total de pb
Estudos * (ano) avaliados isolados genétipos ° sequenciadas (%)
Bougnoux et al, (2002) 6 42 10a?24 68 de 2354 (2,9%)
Tavanti et al, (2003) 8 75 6al6 87 de 3131 (2,8%)
Robles et al, (2004) 7 29 5a12 61 de 2834 (2,1%)
Tavanti et al, (2005) 7 416 10a21 109 de 2883 (3,8%)
Chen et al, (2006) 7 51 6al6 83 de 2883 (2,9)
Chowdhary et al,(2006) 7 37 7al2 70 de 2883 (2,4%)
Presente estudo (2009) 7 74 12 a18 76 de 2883 (2,6%)

% Ap6s o ano de 2006, nenhum outro estudo descreveu estas informacdes talvez devido a estabilidade na
proporg¢éao, variagao de genoétipos e numero de sitios polimorficos,

L Variagdo no nimero de gen6tipos em MLST

° Namero de sitios polimorficos para metodologia de MLST
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FIGURAS

Figuras de 1 a 10

Sequéncia obtida do isolado 59 para o gene AAT1 (Forward)

ATTGAARTGGAATGATATTCCATTGGCTCCACCAGACAARATTTTGGGTATTTCTGAAGCTT
ATAACAATGATTCTAACCCTCAAAAARTCAATTTGGGGGTTGGTGCTTATAGAGATAATTCY
GGTAAACCAATTATTTTCCCATCAGTTAAAAAAGCTGAAGAAATTTTATTGGGTAAAGAAACT
GAAAAGGAATATACTGCCATTGTTGGTTCCAAAAATTTCCAATCAATTGTGAAAAATTTCATT
TTCAACAATTCTAATAAAGATGCCAATGGTAAACAATTAATTGATGATGGTAGAATTGTTACT
GCTCAAACCATCTCTGGTACTGGATCACTTAGAGTTATCGCTGATTTCTTGAATCGTTTC

Figura 1. Produto do sequencimento do fragmento do gene AAT1 (forward) do isolado 59 para
definicdo do nimero do genétipo utilizando o website do MLST para C. albicans. As letras em

vermelho significam a presenca de heterozigose naqueles SNPs especificos.
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FIGURAS

MLST &6t

Tuesday 16th June 2009

DATA ANALYSIS

Candida albicans - consensus - single Locus Sequence Query
DATABASES £

Please choose the allele you wish to query -
C.albicans

AAT1a -

AT TGRARTGGARTGATATTCCATTGGCTCCACCAGACARARATTTTGGGTATITCTGAAGC

TAGAATTGTTACTGCTCARACCATCTCTGGTACTGGATCACT
CTTGRATCGTTTC

GITATCGCTGATTT

Simple Hesults
ar

View mismatches(BETA) |
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Tuesday 16th June 2009

DATA ANALY SIS

Candida albicans - consensus - single Locus Sequence Quer?
DATABASES =
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([SEARCH RESULTS :YOUR ALLELE NUMBERS 2 I
C.albicans Please choose the allele you wish to query -
AAT1a -

Simple Results
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Figura 2. Website oficial do MLST (http://calbicans.mlst.net/) para comparacéo da sequéncia do

fragmento do gene a qual se pretende obter um nimero de gendtipo.
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FIGURAS

Friday 26th June 2009

DATA ANALY SIS

Candida albicans - consensus - Allelic Profile Query
DATABASES

Please enter your guery below (the figure below each box represents the number of unigue
alleles in the current database for that locus)-

C.albicans AAT13 ACCH ADP1 MPlb SYAT VPS13 ZWF1b
2 5 5 2 2 6 5
119 79 97 99 150 194 198

Please select Query type:

Exactornearestmatch

Please choose which dataset to interrogate:

i Query entire database ] DI’[ Query list of distinct STs
Profile Query Locus Query
Please choose— - Please choose— -

B EEEEEEEEEEEEEEEEIEEE @ B

A, y
Muit > wequence lyp Friday 26th June 2009

DATA ANALYSIS
Candida albicans - conse S - Allelic Profiles query results
DATABASES
& Your sequence type is 69
Y
& B.pseudomallei Strain ST Serotype AATia ACC1 ADP1 WPib SYA1 VPS13 ZWFib
= C.albicans 2 5 5 2 2 6 5
& Calabrat 211020 69 : ‘ - - -

Figura 3. Adicao dos gendtipos encontrados para a determinacdo do DST. Esta figura mostra
como sao adicionados os genétipos obtidos, levando a uma combinagdo que gera o DST,

guando este corresponde a uma combinacao de gendétipos ja existente na base de dados.
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Figura 4. A figura ilustra um cromatograma parcial de um dos isolados para o

fragmento SYAL. Os sitios heterozigéticos estdo representados pela presenca de dois picos
em uma determinada posi¢do e detectados visualmente, pois 0s programas de computadores
ndo sdo capazes de detectar a presenca de mais de um nucleotidio para cada posicdo. Na
figura existem trés sitios heterozigoticos sendo eles vistos em cada uma das linhas e
representados pela letra N (em cor laranja). Nas linhas proximas as posi¢ées 110, 150 e 190
nota-se a presenca destes picos A/C, A/G e C/T, respectivamente. Utilizando o sistema de
codigo internacional IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) substituimos
por letras que indiguem que existe polimorfismo naquele sitio. A seguir estdo os cédigos do

IUPAC: A+C=M/ C+G=S /| A+G=R / C+T=Y [ A+T=W / G+T=K.
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FIGURAS
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Figura 5. Dendrograma UPGMA mostrando a distancia genética entre as cepas de C.
albicans de pacientes com candidemia tipadas por MLST. A linha tracejada mostra o ponto de
corte igual a 0,1 que foi utilizado para estabelecer a distancia genética que auxilia no
delineamento dos clados. Os circulos vermelhos representam as cepas controle de cada clado.

Este dendrograma pode ser visualizado com maiores detalhes no Anexo 2.
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Figura 6. Representacdo dos diferentes dendrogramas UPGMA mostrando as distancias
genéticas entre as cepas nos diferentes fragmentos de genes estudados. Em (A) estdo todos os sete
fragmentos, (B) o fragmento AAT1, (C) o ACCL1, (D) o ADP1, (E) o MPIb, (F) o SYAL, (G) o VPS13 e (H) o
fragmento ZWF1. No dendrograma (A) estdo marcadas com um circulo vermelho 4 das 7 cepas
classificadas no clado 3. Nos dendrogramas posteriores é possivel identificar a disposi¢cdo destas cepas
em diferentes agrupamentos. Podemos observar que ndo existe nenhuma correlagdo entre os

dendrogramas de cada fragmento individualmente.
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Figura 7. A ilustracdo mostra a figura gerada pelo programa eBURST 3.0
apresentando o complexo clonal 1 que agrupou 15 DSTs entre todos os outros analisados

neste estudo.
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Figura 8. A ilustragdo mostra a figura gerada pelo programa eBURST 3.0 mostrando a
presenca do complexo clonal 1 ao centro e a disposi¢éo espacial de todos os outros DSTSs, que
foram representados quando estabelecemos que todos eles deveriam ter ao menos 1 dos 7
gendtipos iguais. Os DSTs que apresentam-se conectados entre si sdo aqueles que possuem 6

gendtipos iguais entre eles.
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Figura 9. Gel de eletroforese do produto de PCR utilizado para tipagem molecular por
Tipagem ABC para identificacdo de bandas de tamanho ~450 pb para genétipos A e 840 pb

para gendtipos B. Genétipo C é definido com a presenca de ambas as bandas.
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Figura 10. Apresentacdo do dendrograma UPGMA construido a partir da metodologia
do MLST, mostrando a distdncia genética entre 21 cepas de C. albicans de 6 casos de
pacientes com episodios de candidemia persistente e 2 casos de pacientes com candidemia
recorrente. A linha tracejada mostra o ponto de corte para célculo da distancia igual a 0,1 que
foi utilizada para auxiliar no delineamento dos clados. O paciente P5 apresentou trés isolados
distintos distribuidos no clado 1, clado 2 e clado 3.
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A tipagem molecular baseada em Multilocus Sequence Typing (MLST) € uma
ferramenta muito atil no entendimento de epidemiologia, filogenia e distingéo intra-
especifica de isolados de bactérias e fungos provenientes de infec¢des invasivas. O
MLST foi desenvolvido por Maiden et al. (1998) primeiramente para a espécie de
bactéria Neisseria meningitidis, e posteriormente aplicado para outras espécies de
bactérias e adaptado para C. albicans por Bougnoux et al. (2002), sendo esta a
primeira aplicagcdo deste método para um microrganismo dipléide. Hoje, esta
metodologia também ¢é utilizada para C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e
Cryptococcus neoformans variedade grubbii com a vantagem de ter disponivel uma

base de dados para comparacédo e compartilhamento dos resultados.

A metodologia do MLST apresenta elevado grau de resolugdo podendo
caracterizar grande nimero de isolados rapidamente. Nao ha nenhuma subjetividade
na andlise do sequenciamento como ocorre comumente na interpretacdo das técnicas
baseadas em padrdes de bandas de fragmentos de DNA. Além disso, todos os
resultados do sequenciamento podem ser armazenados em uma base de dados global
disponivel na internet oferecendo facil acesso a grupos de pesquisa de todo mundo
(Chowdhary et al. 2006; Odds et al. 2007a; Odds, Jacobsen, 2008). Talvez a Unica
ressalva que devemos salientar € que a leitura visual dos cromatogramas para
deteccdo das heterozigoses pode ser cansativa e passivel de erros quando se analisa

um grande numero de amostras.

No presente estudo, as cepas de C. albicans foram caracterizadas
genotipicamente pelas metodologias do MLST e Tipagem ABC, sendo os isolados
clinicos proveniente de pacientes com candidemia de 11 hospitais publicos de 9
cidades brasileiras. Este € o primeiro estudo brasileiro de nosso conhecimento a
aplicar estas técnicas para tipagem molecular em amostras clinicas de leveduras
provenientes de infeccdo de corrente sanguinea coletadas em diferentes centros
médicos. O grupo escocés liderado por Odds et al. (2007a) publicou um artigo onde
foram analisadas cepas da América do Sul, incluindo cepas isoladas no Brasil. A
origem geografica e material clinico de isolamento das leveduras ndo foram bem
caracterizados, dificultando uma analise mais apurada relacionada a frequéncia de

genotipos de C. albicans no continente sul americano.

Até o més de agosto de 2009, o site oficial do MLST http://calbicans.mist.net/

incluia na base de dados o total de 1.791 isolados do mundo inteiro, com 1422 DSTs
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distintos para C. albicans. Para o Brasil, estdo depositados somente os dados de 39
isolados de C. albicans com 25 DSTs distintos. Os dados desta estatistica ainda ndo
incluem os achados apresentados neste presente estudo. Em nossa colecédo foram
tipados por MLST o total de 74 isolados de 61 pacientes com candidemia. Nossas
informacgfes contribuirdo para elevar a mais de 100 o numero de isolados de C.
albicans presentes na base de dados do MLST incluindo os 32 novos DSTs. Os novos
DSTs mencionados foram observados em mais de 50% do total de pacientes incluidos
nesta casuistica, embora ainda ndo se saiba qual € o real valor destes achados no

cenario nacional ou dentro do contexto mundial.

Cada DST é determinado pela combinacdo de 7 diferentes gendtipos
correspondentes a 7 fragmentos de “housekeeping genes” estudados. Embora tenha
sido encontrado um grande namero de novos DSTs neste estudo, a taxa de novos
gendtipos foi muito menor, apenas 10 novos gendtipos. De acordo com Odds,
Jacobsen, (2008) a taxa de novos gendtipos vem diminuindo para C. albicans em
descompasso com o maior numero de isolados sequenciados, como € evidenciado na
base de dados do MLST. Parece claro que existe uma tendéncia na conservacao
destes gendtipos dentro da populagdo havendo mudangas somente nas combinacdes
entre estes possiveis gendtipos. Por outro lado, diferentes combinac¢des de gendétipos
podem gerar novos DSTs, mesmo na auséncia de novos polimorfismos, fato que
explica a discrepancia entre a inclusdo de iniumeros DSTs inéditos apesar dos

genotipos conservados.

7

Na Tabela 14 é possivel verificar em 7 estudos, incluindo a presente
casuistica, o numero de variacbes de gendtipos que no geral foi de 5 a 24
independente do fragmento analisado. Estes valores alteram de acordo com o numero
de isolados e pares de bases dos fragmentos de genes sequenciados. Nesta tabela,
os polimorfismos encontrados entre os isolados mostram que aproximadamente 97%
do genoma de fragmentos de “housekeeping genes” para C. albicans é altamente
similar, sendo o numero de sitios polimérficos encontrados variando de 61 a 109 (2,1 a

3,8%) entre 2354 e 3131 bases sequenciadas.

A determinacédo das diferencas entre gendtipos e DSTs dos isolados por MLST
€ importante, mas isto ndo evidencia quais sdo as verdadeiras distancias genéticas
gue agrupam ou separam os isolados de uma populacdo de C. albicans. Por isso, faz-

se necessario a aplicacdo de uma analise estatistica para definicdo de grupamentos
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gue pontuam qual o grau de similaridade e diferencas entre os grupos estudados.
Estes agrupamentos séo visualizados em andlises de MLST com a constru¢do de
dendrogramas que medem a distancia genética entre eles. Uma questdo para ser
investigada € qual o significado biolégico das diferencas encontradas nas sequéncias

dos fragmentos de genes dos isolados clinicos (Odds, Jacobsen, 2008).

Estes agrupamentos podem ser distribuidos em clados. Como dito na
introducdo desta dissertacdo, o termo clado é utilizado errbneamente na tipagem
molecular em espécies de Candida para definir grupos e ndo para ancestralidade

como seria 0 mais correto de se utilizar (Soll, Pujol, 2003).

Utilizamos em nossa analise o programa eBURST, que definiu o complexo 1
como o principal grupamento do nosso estudo reunindo somente alguns DSTs de
isolados clado 1. Este programa parece ser melhor empregado quando aplicado para
um grande numero de isolados e ndo em pequenas popula¢cdes amostrais como a do
presente estudo (Odds et al. 2006). O eBURST é util como ferramenta para agrupar os
isolados, mas pouco eficiente na analise filogenética para espécies de Candida (Odds
et al. 2007a).

Cepas de C. albicans clado 1 sdo as cepas mais comumente encontradas em
todo o mundo (Soll, Pujol, 2003; Odds et al. 2007a; Odds et al. 2007b; MacCallum et
al. 2009). Alguns estudos sugerem que isolados clado 1 podem ser melhor adaptados
do que outras cepas de outros clados para colonizar ou infectar hospedeiros humanos
(Odds et al. 2007a; Odds, Jacobsen 2008).

No presente estudo, a maioria dos isolados foram pertencentes ao clado 1
(56%). Foi encontrado um unico isolado (1,5%) representante do clado 2 e clado 4.
Seis isolados foram pertencentes ao clado 3 (10%). Resultados parecidos obtiveram
Soll, Pujol, (2003) e Odds et al. (2007a) quando reuniram cepas de C. albicans de
diferentes sitios bioldgicos provenientes do continente sul americano nas respectivas
proporg¢des: clado 1 com 54% / 39,5%; clado 2 com 0% / 0%; clado 3 com 23% / 3,7%;

e clado 4 com ~5% para cada estudo.
Takakura et al. (2008) aplicaram o MLST para 217 cepas de C. albicans

recuperadas de sangue e secregdo vaginal de amostras do Japdo, Inglaterra/Pais de

Gales e EUA. Os autores encontraram a prevaléncia dos principais clados entre os
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paises, variando de 35% a 49% dos isolados como pertencentes ao clado 1; 5% a

29% como clado 2; 4% a 26,5% como clado 3; e 7,5% a 10% como clado 4.

Um Unico estudo de vigilancia de candidemia realizado na Escocia por Odds et
al. (2007b) aplicou a metodologia do MLST para 128 isolados de pacientes com
infeccdo de corrente sanguinea por C. albicans encontrando 27% dos isolados
classificados como clado 1; 23% como clado 2; 9,5% como clado 3; e 12% como clado
4.

Esta evidente que clado 1, clado 2, clado 3 e clado 4 representam a maioria
das cepas de C. albicans de importancia clinica em todo o mundo (Soll, Pujol, 2003;
Odds et al. 2007a; Odds et al. 2007b; Takakura et al. 2008). Entretanto, vale ressaltar
gue as cepas clado 2 parecem ser muito raras na América do Sul, ndo tendo sido
achado nenhum isolado clado 2 em nenhum dos dois estudos que incluiram cepas da
América do Sul (Soll, Pujol, 2003; Odds et al. 2007a). Em nosso estudo, foi encontrado
um unico isolado clado 2. Ndo h& nenhuma hip6tese que indique qual é o fator
envolvido para a escassez de cepas de C. albicans clado 2 no continente sul

americano, a ndo ser expecular sobre a barreira geogréfica natural.

Um Unico isolado clado 4 foi encontrado em nossa colec¢édo de cepas. Blignaut
et al. (2002) denominaram grupo SA para discriminar cepas comuns da Africa do Sul.
Soll, Pujol, (2003) descreveram que 50% das cepas de C. albicans isoladas na Africa
foram pertencentes ao grupo SA. Recentemente, Odds et al. (2007a) determinaram
gue as cepas grupo SA se enquadram no clado 4. Além da classificagdo como clado 4,
estes autores ainda observaram que este clado é mais comum na Inglaterra e Escécia

(~30%) do que no continente africano (~25%).

Pujol et al. (2002) sugeriram a denominacdo de grupo E para os isolados,
aparentemente comuns somente no continente europeu. Odds et al. (2007a)
observaram que as cepas classificadas como grupo E poderiam ser enquadradas no

clado 4 e clado 11.

Exceto pelo grande numero de isolados clado 1, os Unicos isolados que
representaram 10% da nossa colecdo foi o clado 3 e clado 8. Isolados clado 8
representaram 16% na América do Sul dentre as cepas de C. albicans tipadas por

Odds et al. (2007a). Além dos clados citados, nossos isolados se enquadraram dentro
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de mais 6 clados (clado 2, clado 4, clado 9, clado 12, caldo 16 e clado 17) além do

isolado categorizado como “solitario”.

Odds et al. (2007a) constataram que 3% das cepas de C. albicans da cole¢éo
deles ndo se enquadravam dentro dos 17 clados estabelecidos denominando-os

“solitarios”. No presente estudo, um unico isolado foi classificado como “solitario”.

Em nosso estudo procuramos observar a distribuicdo das cepas de C. albicans
nos diferentes centros médicos. Na maioria dos centros médicos estudados, a
diversidade genotipica notada entre os isolados foi grande, ndo havendo prevaléncia
de nenhum dos DSTs encontrados. Observamos que no Hospital de Base do Distrito
Federal em Brasilia, as cinco cepas estudadas foram categorizadas em 2 DSTs: 3
isolados DST 69 e 2 isolados DST 24. Todas as cepas deste hospital foram
categorizadas em um Uunico clado, tendo seus 5 isolados inseridos como clado 1.
Interessante notar que os dois Unicos DSTs encontrados nos pacientes deste hospital
apresentam apenas 5 nucleotidios de diferenca em um Unico fragmento do gene
VPS13, revelando que as cepas de C. albicans dos isolados estudados naquele centro
sdo relativamente proximas, ainda que estas tenham sido coletadas com diferenca de
8 meses entre os pacientes. Na tentativa de esclarecer esta pequena diversidade de
genotipos encontrada no Hospital de Base de Brasilia, hipotetizamos 2 situagdes (i)
trata-se de 2 cepas endémicas naquele hospital proveniente de mesma de fonte,
causando candidemia ou (ii) pode tratar-se de uma situacdo de evolucéo convergente
em que cepas nao-relacionadas estdo sujeitas a pressoes de selecao similares, a qual
pode resultar em gendtipos semelhantes. Entetanto, ndo podemos confirmar nenhuma
destas hipdteses porque o numero de isolados estudados € limitado e estes DSTs sao
muito comuns em todas as partes do planeta, sendo descritos em varios estudos
(Tavanti et al. 2005; Odds et al. 2007a; Takakura et al. 2008; Wrobel et al. 2008).

Sabendo-se que a grande maioria das cepas de C. albicans com distribuicédo
mundial se enquadram em 4 clados principais, a pergunta que se faz atualmente é
quais sdo os fatores envolvidos na persisténcia destes principais clados na populacao
de C. albicans relacionada a infec¢cdo em seres humanos? Ndo ha como responder a
esta questdo nos dias de hoje, mas serd muito importante compreender as
particularidades dos isolados pertencentes a estes clados na epidemiologia das

infec¢Bes fungicas por C. albicans .
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Seguindo esta tendéncia, recentemente MacCallum et al. (2009) selecionaram
43 isolados de C. albicans escolhidos como sendo representantes dos 4 maiores
clados para verificar entre estes as diferencas na viruléncia utilizando modelos
animais. Infelizmente, os autores ndo encontraram nenhuma associagdo entre cepas
dos 4 clados com maior ou menor viruléncia em cobaias. Também néo foi observada
nenhuma diferenca significativa nas taxas de mortalidade dos isolados classificados

nos respectivos clados.

Outra tentativa em estabelecer padrbes de comportamento entre os isolados de
cada clado foi através da realizacdo de estudos comparando as populacdes de C.
albicans recuperadas de seres humanos e animais. Wrobel et al. (2008) e Jacobsen
et al. (2008b) mostraram que as cepas que infectam animais parecem se comportar
diferente daquelas encontradas em seres humanos. Em ambos estudos, os isolados
provenientes de animais foram distribuidos em sua grande maioria nos clados que nao
correspondiam os clados de 1 a 4, sugerindo que as cepas de C. albicans que

infectam animais e seres humanos sdo diferentes.

A Tipagem ABC classifica as cepas de C. albicans em somente trés genotipos
distintos, o que torna esta metodologia limitada para distingdo entre os isolados
clinicos de um surto ou da prevaléncia de algum clone dentro de um centro médico,
por exemplo. Nao existem estudos sobre a frequéncia destes genoétipos em infecgdes
de corrente sanguinea por C. albicans, mas de forma geral, a grande maioria dos

isolados séo do tipo A, seguido por tipo B e menos comum o tipo C.

Segundo alguns estudos, a variagdo nas taxas de distribuicdo dos gendtipos
para o tipo A ¢é de 43% a 62%, tipo B de 20% a 45% e tipo C de 9% a 13%.
(McCullough et al. 1999; Tavanti et al. 2005; Chen et al. 2006). No presente estudo
foram achados os gendtipos da tipagem ABC em sua maioria tipo A (82%) seguido por
tipo B (16,5%) e apenas um isolado tipo C (1,5%). Nao foi encontrando nenhum
isolado com gendtipo tipo D o que corresponderia a espécie C. dubliniensis. Nao h&a

nenhum estudo brasileiro reportando episodio de candidemia por C. dubliniensis.

A mortalidade geral ou atribuida a candidemia no Brasil apresenta indices
muito elevados de acordo com alguns estudos nacionais (Colombo et al. 1999, Costa
et al. 2000, Aquino et al. 2005, Colombo et al. 2006, Colombo et al. 2007, Gir&o et al.
2008, Franca et al. 2008). Nao foi possivel relacionar a taxa de mortalidade com

genotipos provenientes da tipagem molecular porque o numero de isolados para
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determinados genotipos foi baixo. De qualquer forma, vale a pena salientar que 58%
dos pacientes infectados com isolados clado 1 evoluiram para 6bito. Em contrapartida,
foi observado que cinco dos seis pacientes infectados com isolados clado 3 e os seis
pacientes infectados por isolados clado 8 foram a 6bito. Mais estudos sdo necessarios

para avaliar se isolados clado 3 e clado 8 s&o mais virulentos que isolados clado 1.

Parece haver estreita relagdo entre CIMs a antifingico e determinados
genotipos identificados por tipagem molecular por MLST e Tipagem ABC. Por
exemplo, foi observado por Blignaut et al. (2005) que a maioria dos isolados
resistentes a anfotericina B sdo do grupo SA (clado 4). Isolados clado 1 sdo achados
frequentemente como menos susceptiveis a 5-fluorocitosina (Pujol et al. 2004). Os
isolados clado 1 apresentam um mecanismo de resisténcia comum a este antifungico,
baseado na troca de aminoacidos (R101C) no produto do gene FUR1, uma enzima
ribosiltransferase. Esta mutacdo ndo é encontrada em isolados resistentes a 5-
fluorocitosina de outros clados (Dodgson et al. 2004; Hope et al. 2004, Odds,
Jacobsen, 2008; MacCallum et al. 2009). Todos os sete isolados encontrados em
nosso estudo provenientes de diferentes cidades brasileiras que apresentaram CIMs

>4ug/mL a 5-fluorocitosina eram pertencentes ao clado 1 tipo A.

Nao foi o objetivo deste estudo verificar o papel da resisténcia aos antifingicos
e a tipagem molecular dentro do contexto epidemiolégico das infec¢bes de corrente
sanguinea, até porque a taxa de resisténcia a azolicos € muito baixa no Brasil, como ja
foi apresentado na introducao desta dissertagdo. Ja citamos a correlagdo de isolados
clado 1 tipo A & diminuida susceptibilidade a 5-fluorocitosina. O Unico isolado
resistente a azélicos neste estudo foi por uma cepa classificada como clado 1 tipo A. O

paciente infectado por esta cepa foi a ébito.

Alguns isolados em nosso estudo foram provenientes de pacientes com
candidemia persistente ou candidemia recorrente. Candidemia persistente foi
observado em 6 pacientes e os isolados de 5 deles exibiram o mesmo gendétipo na
primeira e ultima coleta durante o episédio da candidemia. Em outro estudo realizado
por Shin et al. (2005) foi observado em 11 pacientes com candidemia que as cepas de
C. albicans coletadas sequencialmente apresentavam o mesmo padrdo quando

utilizada a técnica do PFGE.

Shin et al. (2007) examinaram as mudancgas no genétipos de 41 isolados

sequenciais de C. glabrata de 15 pacientes no periodo superior a 36 dias utilizando as

76



DISCUSSAO

metodologia de PFGE e MLST. Os isolados sequenciais de cada paciente
apresentaram pequenas diferencas no cariotipo em 40% dos pacientes por PFGE,
porém exatamente o mesmo genoétipo por MLST. O MLST detecta pequenas
mudancas de nucleotidios mas uma limitacdo deste método é que ele analisa somente
alguns fragmentos do DNA e n&o o genoma completo. A expectativa é que dentro de
alguns anos sera possivel analisar o0 genoma inteiro de microrganismos de interesse
médico (Odds, Jacobsen, 2008).

As pequenas mudancas entre 0s nucleotidios sdo vistas com o MLST e
denominadas microvariacbes que estdo relacionadas ao ganho ou perda de
heterozigosidade (LOH) em um ou mais genes estudados por esta metodologia
(Forche et al. 2005; Odds et al. 2006; Jacobsen et al. 2008c). N&o foi observado
nenhuma microvariacdo entre os isolados sequenciais de pacientes incluidos neste

estudo.

E importante notar que foi documentado um episédio de candidemia
persistente em um paciente que apresentou 3 cepas de C. albicans distintas (entre
sete cepas) coletadas de amostras de sangue no periodo de 10 dias. Para este
paciente (I) podemos dizer que este achado néo foi decorrente de microvariagcdo entre
as cepas porque existem grandes diferencas em todos os genes estudados para o
MLST e para a Tipagem ABC claramente observadas na construcdo do dendrograma
enquadrando as cepas em 3 diferentes clados; (Il) ndo ha evidéncias de troca de
amostras porque mais de uma amostra idéntica foi obtida para cada cepa, exceto pela
tltima amostra; (Ill) embora ndo seja definitivo, é possivel que o paciente tenha sido

realmente infectado por 3 cepas distintas de C. albicans durante a internacéo.

Apbés detectar a diversidade destas cepas, nés tentamos hipotetizar quais as
variaveis relacionadas a infec¢cdo por multiplos isolados. Este paciente foi exposto a
procedimentos invasivos quando submetido a algumas cirurgias abdominais no trato
gastrointestinal em um curto espacgo de tempo e talvez o fenbmeno da translocacao

microbiana possa ter ocorrido.

Outra questdo interessante envolvendo este paciente é que o Unico isolado
clado 2 deste estudo foi recuperado de sua sétima e Ultima coleta. Este € o primeiro
estudo brasileiro descrevendo a infec¢do de corrente sanguinea por uma cepa de C.

albicans clado 2.
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Candidemia recorrente foi definida como um episédio ocorrendo ao menos um
més apos a Uultima negativacdo da hemocultura. Dois pacientes com candidemia
recorrente mostraram solida evidéncia de que a mesma cepa foi envolvida nos
diferentes episodios de cada um deles. Estes achados também foram vistos em outros
estudos, onde isolados idénticos de vérias espécies de Candida foram responsaveis
por diferentes episédios de candidemia, o que foi confirmado com alguma ferramenta
molecular (Clancy et al. 2000; Neofytos et al. 2006). Neofytos et al. (2006) reportou 3
episédios de candidemia recorrente causados por C. parapsilosis em um paciente com
cancer. A tipagem molecular confirmou que todos os episddios ocorridos no periodo
de 8 meses foi causado pela mesma cepa. Clancy et al. (2000) investigaram 5
pacientes com candidemia recorrente e as cepas foram caracterizadas por “restriction
enzyme analysis of genomic DNA (REAG)” e ‘“inter-repeat PCR (IR-PCR)". Cada
episédio de candidemia foi causado pela mesma cepa da espécie de Candida inicial,

exatamente como no episadio inicial.

Em controvérsia com alguns achados, determinados estudos envolvendo
candidemia recorrente descreveram diferentes cepas relacionadas a diferentes
episédios de candidemia (Shin et al. 2001; Shin et al. 2007). Shin et al. (2001)
aplicaram a cariotipagem eletroforética em isolados sequenciais de C. parapsilosis de
pacientes com candidemia recorrente. Foi observado que os episédios de candidemia
recorrente foram causados por cepas diferentes em 6 dos 17 pacientes envolvidos
naquele estudo. Vale lembrar que o fendmeno da microvariacdo pode ter ocorrido

dentro daquelas casuisticas.

Por fim, nossa experiéncia com a metodologia do MLST mostrou que esta
ferramenta, quando aplicada em isolados provenientes de candidiase invasiva por C.
albicans, apresenta elevado poder discriminatorio exceto pela persisténcia dos DSTs
de C. albicans mais comum em alguns centros médicos como aqueles isolados no
Hospital de Base de Brasilia. De acordo com 0s nossos achados, mais de 50% dos
DSTs foram definidos como novos, sugerindo que pode haver particularidades
genéticas entre as cepas de C. albicans isoladas de infec¢bes de corrente sanguinea
no Brasil e na América do Sul. Confirmamos que isolados clado 2, ao contrario de
paises de outros continentes, € raro no Brasil. A alta taxa de mortalidade vista no
clado 3 e clado 8 é intrigante e precisa ser melhor investigado j& que nenhum estudo
conseguiu correlacionar os agrupamentos genéticos de C. albicans versus viruléncia e

mortalidade associadas a infecgéo por este agente.
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CONCLUSHES

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

1. Atipagem molecular por MLST mostrou que os isolados deste estudo foram
distribuidos em nove clados: 1, 2, 3, 4, 8, 9, 12, 16 e 17, além do isolado
categorizado como “solitario”. Houve predominio de isolados clado 1 que
incluiu 56% das amostras. Diferente de outras regibes geogréficas do

planeta, cepas classificadas como clado 2 séo raras no Brasil.

2. Observou-se alta frequéncia de novos DSTs em nossa casuistica onde
mais de 50% dos pacientes foram infectados por DSTs de C. albicans

nunca reportados antes.

3. A Tipagem ABC confirmou que tipo A € o0 mais frequente em nosso meio

correspondendo a 82% dos isolados.

4. Foi documentado caso raro de um paciente com candidemia persistente
infectado por 3 cepas de C. albicans distintas, recuperadas em um curto

periodo de internacéo (10 dias).

5. Foi possivel observar que isolados clado 1 tipo A relacionaram-se a CIMs

elevadas para 5-fluorocitosina.

6. Observou-se maiores taxas de mortalidade em pacientes infectados com
cepas de C. albicans clado 3 (80%) e clado 8 (100%) quando comparada
com isolados clado 1. A relacdo causal entre estes achados devem ser

confirmados em outras investigacoes.
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ANEXOS

Anexo 1. Posi¢bes dos sitios polimérficos e genétipos identificados para (A) AAT1, (B) ACC1,
(C) ADP1, (D) MPIb, (E) SYAL, (F) VPS13 e (G) ZWF1. Na primeira linha, estdo demonstrados
os nucleotidios do DST 69 (que foi escolhido por ser o DST mais encontrado e para servir de
controle) A seguir, os sitios polimérficos dos DSTs representativos das cepas de C. albicans de
61 pacientes que diferem do DST controle. O ponto simples significa que os nucleotidios dos
DSTs dos pacientes foram idénticos ao DST controle.

A) Fragmento do gene AAT1

DSTs (n) Posicao do nucleotidio

7 19 28 40 70 89 124 300 325 336 352 361 373
69 A A T R T R Y G C C C C G
24 (4)
69 (10) .. . . . . .
90 (1) .. Y 6 . A T
93 (1)
104 (1)
277 (2) .. . .
344 (1) .. . A
365 (1) .. c G
435 (1)
444 (1)
515 (1)
519 (1)
572 (1)
601 (2) .. .
918 (1) R . Y
957 (1)
1047 (1)
1168 (1)
1169 (1)
1170 (1)
1171 (1) .. . . .
1172 (1) .. . . . . . R
1173 (1) .. Y . Y
1174 (1) .. Y
1175 (1)
1176 (1) .. .
1177 (1) .. c
1178 (1) R . .
1179 (1) .. Y
1180 (1) .. Y
1182 (1)
1183 (1) .. .
1184 (1) .. c
1185 (1) .. . . . . . . . .
1186(2) .. Y . . A . . . Y . Y
1187 (1) .. . . . . . .
1188 (1) .. Y . . A . . . Y . Y
1189 (1)
1190 (1)
1191 (1) .. . . . . . . . . .
1192 (1) .. . A C A cC . . . Y
1193 (1) .. . . .
1194 (1) .. . A Y
1195(1) G . . . .
1196 (1) . Cc Y . Y
1197 (1) .. . G
1198 (1) .. . A .
1199 (1) .. Y . Y

> >
o -
o

o -
> -
- -

>
<
(¢}

>>O0>>>0>-

>00>-
o440 -

>>>>>>>
(e]
o

o -
(@]

OrTO0O00>0 > >
>
(e)
Py

=<
=<
>
=<

>
o -

>>0 > -
=

Os sitios heterozigdticos estéo representados nestas tabelas pelas letras K, M, S, R, Y e W, de acordo com o
sistema de codigo internacional IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). A seguir estao as letras
que correspondem a sitios polimorficos com o cédigo IUPAC: G+T=K / A+C=M / C+G=S / A+G=R / C+T=Y / A+T=W.
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B) Fragmento do gene ACC1

DSTs (n) Posicao do nucleotidio
7 210 280 316 391

69 M c Y c R
24 (4)
69 (10)
90 (1)
93 (1)
104 (1)
277 (2)
344 (1)
365 (1)
435 (1)
444 (1) . . . . .
515 (1) . . . . A
519 (1) . . . . A
572 (1)
601 (2)
918 (1)
957 (1)
1047 (1)
1168 (1)
1169 (1)
1170 (1)
1171 (1)
1172 (1)
1173 (1)
1174 (1)
1175 (1)
1176 (1)
1177 (1)
1178 (1)
1179 (1)
1180 (1)
1182 (1)
1183 (1)
1184 (1)
1185 (1)
1186(2)
1187 (1)
1188 (1)
1189 (1)
1190 (1)
1191 (1)
1192 (1) .
1193 (1) A T
1194 (1)

1195 (1) . .
1196 (1) A Y
1197 (1) . . .
1198 (1) A Y c Y
1199 (1) A . C

> >
-

40 -

o »

>> >0 -
< <
00o0A-
>

>>0>>-
O0-4004-

<4444 <-

— -
>>>>>>>>-

>>>>>>>>-
O0O00000O0 -

<

00 - >>>0>>-
=044 - O00O400 -
O>>>>>>-

(e)
>>0>>>>>-
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C) Fragmento do gene ADP1

DSTs (n)

Posicao do nucleotidio

35

40

46

109 125 166 205 225 232

69
24 (4)
69 (10)
90 (1)
93 (1)
104 (1)
277 (2)
344 (1)
365 (1)
435 (1)
444 (1)
515 (1)
519 (1)
572 (1)
601 (2)
918 (1)
957 (1)
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1168 (1)

1169 (1)
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1188 (1)

1189 (1)
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1192 (1)

1193 (1)
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D) Fragmento do gene MPIb

DSTs (n)

Posicao do nucleotidio

27

34

36

66

72

88

234

237

238

276

289

69
24 (4)
69 (10)
90 (1)
93 (1)
104 (1)
277 (2)
344 (1)
365 (1)
435 (1)
444 (1)
515 (1)
519 (1)
572 (1)
601 (2)
918 (1)
957 (1)

1047 (1)

1168 (1)

1169 (1)

1170 (1)

1171 (1)
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1187 (1)

1188 (1)

1189 (1)

1190 (1)

1191 (1)

1192 (1)
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E) Fragmento do gene SYA1l

DSTs (n) Posicao do nucleotidio

25 61 100 142 160 185 186 307 351 352
69 A G C A T G C Cc C ¢C
24 (4)
69 (10) . . . . . .
90 (1) c R T G G T
93 (1)
104 (1)
277 (2) . . . . . .
344 (1) M R Y R Y Y
365 (1) c R T G G T
435 (1)
444 (1)
515 (1)
519 (1)
572 (1) . . . . . .
601 (2) M A T G C A
918 (1) cC R Y R Y .
957 (1) M R Y R Y Y
1047 (1) . . . . . .
1168 (1) M R Y R C K
1169 (1) M R Y R Y
1170 (1)
1171 (1)
1172 (1) . .
1173 (1) . R . . . Y .
1174 (1) Mo Y R Y T
1175 (1) M R Y R Y Y
1176 (1) M R Y R Y Y
1177 (1) c R T G ¢cC T
1178 (1) Mo Y R Y . .
1179 (1) cC A T G cC Y T
1180 (1) M R Y R C Y
1182 (1)
1183 (1) . . . . . . . .
1184 (1) M A T G C MY y
1185 (1) . . . . .
1186(2) cC R Y R Y .
1187 (1) . R . . . Y
1188 (1) cC R Y R Y
1189 (1)
1190 (1)
1191 (1) . . . . . . .
1192 (1) M A Y R C K T
1193 (1) c R T G ¢cC . T
1194 (1) M A T G C A
1195 (1) . .
1196 (1) R Y
1197 (1) . . . . .
1198 (1) M R Y R Y .
1199 (1) R Y
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F) Fragmento do gene VPS13

DSTs (n)

Posicao do nucleotidio

49 134 212 217 241 281 282 320 322 326 328 370 375

69
24 (4)
69 (10)
90 (1)
93 (1)
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G) Fragmento do gene ZWF1

DSTs (n) Posicao do nucleotidio
23 31 43 49 55 262 274 337 379 439 482

69 A Y W T T C A Y Y A W
24 (4)

69 (10) L. L. . . .
90 (1) M C Y c R T A
93 (1) . . .
104 (1) L. c cC T
277 (2) T T L c c A
344(1) M T Y Y T A
365(1) M T Y Y T A
435 (1)

444 (1)

515 (1)

519 (1)

572 (1) R . . .
6012) C C T C C . . c T A
918 (1) . .Y Y M R T A
957 (1) M T Y Y T A
1047 (1) . . . ... . . . . .
11681) M C A C C M R C T R A
1169(1) M T Y Y . T A
1170 (1) c cC

1171 (1) c cC

1172 (1) L. . . . . .
1173 (1) cC A . C . G T T . A
1741) . C A Y C M R C T R A
175(1) C C T C c T A
176 (1) . A . .
1177(1) M T Y Y T A
178(1) . . L. . . .
1179(1) M C Y c R . T A
1180(1) M C c c c T A
182(1) . A . .
1183(1) M T Y Y T A
1184(1) M T Y Y T A
1185 (1) R . . .
1186(2) Y Y M R . T A
1187 (1) .Y R T T A
1188 (1) Y v R T A
1189 (1)
1190 (1)
191(1) . . L. .
1192(1) M C Y v . c . .
1931) M C . Y C R . T A
1941) C C T C cC c T A
1195 (1) . . . . .
1196 (1) Y R T T A
1197 (1) . A . .
1198(1) M T Y Y . . T A
1199 (1) Y R T T A
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ANEXOS

Anexo 2. Dendrograma da Figura 6, apresentado de forma ampliada para facilitar a
visualizacao de todos os isolados
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ANEXOS

Anexo 2. (Continuagédo)
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Dendrograma UPGMA mostrando a distancia genética entre as cepas de C. albicans de
pacientes com candidemia tipados por MLST. A linha tracejada mostra o ponto de corte igual a

0,1 utilizada para determinar a distancia genética que auxilia no delineamento dos clados.
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ANEXOS

Anexo 3. Tabela das concentragfes inibitérias minimas (CIM) expressas em pg/mL para 5
antifingicos de 61 pacientes incluidos neste estudo com informacdes adicionais sobre o

ndmero no estudo da rede nacional de vigilancia de candidemia (RNVC) e data das coletas das

amostras.
N°e CDC N° protocolo Data da Coleta N° Banco Ne LEMI ? Anfo-B Fluco Itra 5FC Vorico
hemocultura CIM em pg/mL

1 1 01-0001-01-01  14/03/2003 12802 6050A 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
2 2 01-0001-01-02  01/04/2003 1280B 6050B 0,25 0,125 0,03 0,125 0,03
3 13 01-0012-01-01  27/05/2003 13892 6455A 0,25 0,25 0,03 0,125 0,03
4 18 01-0016-01-01  07/06/2003 13922 6458A 0,25 0,5 0,03 0,125 0,03
5 32 01-0033-01-01  25/01/2004 19172 7887A 0,25 0,5 0,03 0,5 0,03
6 38 01-0048-01-01  02/10/2004 23922 8853A 0,5 0,25 0,03 0,125 0,03
7 42 02-0001-01-01  24/02/2003 ppd/8 5879-A 0,25 0,5 0,03 0,5 0,03
8 50 02-0015-01-01  14/10/2003 ppd/8 7009 0,5 0,25 0,03 0,25 0,03
9 59 02-0030-01-01  27/11/2003 1949 7922 0,25 0,5 0,03 4 0,03
10 65 02-0040-01-01  26/06/2004 2251 8562 0,5 0,25 0,03 0,25 0,03
11 76 02-0053-01-01  29/10/2004 2545 9126 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
12 77 03-0004-01-01  09/04/2003 12512 5981B 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
13 78 03-0004-01-02  11/04/2003 1251B 5995A 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
14 82 03-0008-02-01  27/06/2003 1254C 6335 1 0,125 0,03 0,25 0,03
15 93 03-0065-01-01  03/10/2003 1533 6872 0,5 0,125 0,03 0,25 0,03
16 102 03-0092-01-01  26/11/2003 1622 7303 0,5 0,25 0,03 >64 0,03
17 108 03-0104-01-01  08/01/2004 1746 7581 0,25 0,5 0,03 0,5 0,03
18 118 03-0152-01-01  08/04/2004 2021 8075 0,125 0,5 0,03 1 0,03
19 130 03-0193-01-01  13/12/2004 2497 9047 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
20 131 04-0001-01-01  27/07/2003 1432 6552 0,25 0,5 0,03 0,25 0,03
21 132 04-0003-01-01  27/07/2003 1434 6554 0,25 0,25 0,03 0,25 0,03
22 148 04-0041-01-01  19/02/2004 1872 7812 0,25 0,25 0,03 4 0,03
23 160 04-0059-01-01  27/05/2004 2133 8342 0,5 0,5 0,03 0,25 0,03
24 172 04-0080-01-01  25/11/2004 2432 8919 0,5 0,125 0,03 1 0,03
25 173 04-0082-01-01  26/12/2004 2534 9115 0,25 0,25 0,03 0,125 0,03
26 181 05-0013-01-01  09/06/2003 13672 6327 0,25 0,125 0,03 0,125 0,03
27 192 05-0033-01-01  06/10/2003 15702 7053A 0,25 0,25 0,03 2 0,03
28 193 05-0033-01-02  09/10/2003 15708 7053B 0,5 0,125 0,03 2 0,03
29 205 05-0051-01-01  23/01/2004 1931 7901 0,125 0,5 0,03 2 0,03
30 225 05-0102-01-01  10/12/2004 25182 9085A 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
31 228 05-0103-01-01  13/12/2004 25192 9086A 0,25 0,25 0,03 0,125 0,03
32 233 06-0005-01-01  30/04/2003 14002 6489A 0,25 0,25 0,03 0,5 0,03
33 235 06-0007-01-01  27/05/2003 1402 6491 1 0,125 0,03 0,25 0,03
34 244 06-0043-01-01  15/06/2004 2139 8363 0,5 0,5 0,06 2 0,06
35 245 06-0046-01-01  09/09/2004 2346 8757 1 0,125 0,03 0,25 0,03
36 248 08-0003-01-02  28/03/2003 12388 5973 0,5 0,125 0,03 0,125 0,03
37 249 08-0007-01-01  05/04/2003 1265 6012 0,5 0,25 0,03 0,125 0,03
38 250 08-0008-01-01  24/04/2003 1299 6103 1 0,125 0,03 0,125 0,03
39 261 08-0028-01-01  03/05/2004 2079 8203 0,5 1 0,03 0,5 0,03
40 265 09-0017-01-01  07/02/2004 1827 7719 0,25 0,5 0,03 0,25 0,03
41 266 09-0019-01-01  12/02/2004 1850 7764 0,5 0,5 0,03 8 0,03
42 272 09-0042-01-01  13/06/2004 2097 8268 1 0,25 0,03 16 0,03
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43
a4
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

275
276
283
286
299
305
306
307
314
315
316
317
318
319
320
321
328
331
337
349
350
361
363
364
366
370
371
372
378
379
384
386

09-0048-01-01
09-0048-02-01
09-0058-01-01
12-0005-01-01
12-0036-01-01
12-0056-01-01
12-0058-01-01
12-0058-01-02
12-0067-01-01
12-0067-01-02
12-0067-01-03
12-0067-01-04
12-0067-01-05
12-0067-01-06
12-0067-01-07
12-0068-01-01
12-0074-01-01
12-0078-01-01
12-0085-01-01
12-0094-01-01
12-0094-02-01
12-0115-01-01
13-0003-01-01
13-0011-01-02
13-0016-01-01
13-0021-01-01
14-0001-01-01
14-0008-01-01
14-0027-01-01
14-0027-01-02
14-0036-01-01

14-0041-01-01

09/08/2004
28/10/2004
31/10/2004
19/09/2003
04/04/2004
09/06/2004
15/06/2004
19/06/2004
20/07/2004
22/07/2004
23/07/2004
25/07/2004
26/07/2004
28/07/2004
29/07/2004
18/07/2004
04/08/2004
31/08/2004
28/09/2004
01/11/2004
06/12/2004
29/12/2004
13/11/2003
01/04/2004
29/06/2004
03/11/2004
10/08/2003
13/11/2003
15/03/2004
25/03/2004
05/03/2004
24/05/2004

2260
2381
2386
1506
PPP/22
2100
PPD/22
PPD/22
PPD/22
PPD/22
PPD/22
PPD/22
PPD/22
PPD/22
PPD/22
21872
2198
22962
2333A/B/C
2365
2434
2476
1626
2063
2177
2406
1600
1618
19822
19828
20712

21072

? Laboratorio Especial de Micologia (LEMI)

8587
8842
8846
6795
7998A
8271
8277A
8277B
8461A1
8461B1
8461C1
8461D
8461 E1
8461F1
8461G1
8451A
8482
8641A
8731A/B/C
8815
8925
9003
7309
8181
8433
8882
7222
7275
8022A
8022B
8189A
8297A

0,5

0,5

0,25

0,5

0,25
0,5
0,5

0,25

0,25

0,25
0,5
0,5

0,5

0,5
0,125
0,25
0,5
0,25

64

0,25
0,5
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,5
0,5
0,5
0,5
0,25
0,125
0,125
0,125
0,25
0,125
0,125
0,25
0,5
0,5

0,5

0,125

0,125

0,06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,5
0,25
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,06
0,03

0,125

0,125

0,5

0,25

0,25
0,25
0,25

0,25

0,25
0,25
0,125
0,125
0,125
0,5
0,125

0,125

0,25

0,5

0,125
0,125

0,125

0,03
0,03
0,03
0,03

0,03

0,06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,06
0,03

0,03
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Liberdade €& uma palavra que o sonho humano
alimenta, ndo ha ninguem que expligue e ningueém que
nao entenda.

(Cecilia Meireles)



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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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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