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RESUMO GERAL

A internacdo de pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) é considerada um fator de risco
para o0 desenvolvimento de infeccGes relacionadas a assisténcia a saude, sobretudo as de etiologia
fangica. A suscetibilidade a essa infec¢do pode aumentar em condi¢des como neutropenia, lesdo da
mucosa, transplante de células-tronco hematopoiéticas ou de tecidos solidos, terapia
imunossupressora, uso de antimicrobianos de amplo espectro, tempo de internacdo prolongada e uso
de cateter venoso central. Além disso, a variagdo na viruléncia das espécies de leveduras dos géneros
Candida, Cryptococcus e Trichosporon pode influenciar no desenvolvimento e na gravidade dessas
infeccOes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de viruléncia de leveduras
clinicas, quanto a formacdo e tratamento de biofilmes. Foram obtidos 87 isolados clinicos
pertencentes a 73 pacientes de ambos 0s sexos com idade variando de 18 a 88 anos, os quais foram
caracterizados por meio cromogénio, automacao (VITEK2) e por técnica de espectrometria de massa,
além da avaliacdo do perfil de susceptibilidade antifungica, producao e tratamento de biofilme. Foram
identificadas como: Candida tropicalis (24/87), C. albicans (23/87), C. parapsilosis (18/87), C.
glabrata (13/87), Cryptococcus neoformans (4), Kodamaea ohmeri (02/87), C. metapsilosis (1/87),
C. haemulonii (1/87) e Trichosporon inkin (1/87), e apresentaram padrdes de susceptibilidade
varidvel frente as oitos drogas testadas, sendo micafungina o antifungico que apresentou melhor
resposta in vitro. Quanto a capacidade de formacao de biofilmes, todos foram capazes de formar em
diferentes intensidades com destaque para os isolados de C. tropicalis e C. albicans. Quanto ao
tratamento dos biofilmes, fluconazol foi ineficaz no tratamento de C. albicans, Cryptococcus
neoformans, além das espécies emergentes C. haemulonii e Kodamaea ohmeri. Caposfungina
apresentou uma atividade frente aos biofilmes das espécies de C. albicans, C. tropicalis, C.
haemulonii e Cryptococcus neoformans. Para agéo da anfotericina B e cumarina podemos constatar
a eficacia destes farmacos frente aos biofilmes de todas espécies testadas. Portanto, os dados
encontrados neste estudo demostraram que as espécies de Candida ndo - C. albicans apresentam-se
como importantes agentes etioldgicos de leveduroses sistémicas superando o isolamento de Candida
albicans. A identificacdo polifasica divergiu entre algumas espécies, sendo o Maldi TOF MS a
ferramenta mais eficaz na caracterizacdo taxonémica. Todos os géneros estudados sdo capazes de
formar biofilmes e a anfotericina B e cumarina sdo potentes agentes nos tratamentos de biofilmes de
leveduras, entretanto, a cumarina apresenta menos efeitos citotdxicos. Portanto, algumas revisdes e
estudos mais aprofundados sdo necessarios, 0s quais Serdo essenciais para compreensdo e para
minimizar os impactos ocasionados por estas leveduras.

Palavras-chave: IRAS; Infec¢des Fungicas; Leveduras; Viruléncia; Antifungico; Cumarina.



ABSTRACT

The admission of patients to intensive care units (ICU) is considered a risk factor for the development
of infections related to healthcare, especially those of fungal etiology. Susceptibility to this infection
may increase in conditions such as neutropenia, mucosal damage, hematopoietic stem cell or solid
tissue transplantation, immunosuppressive therapy, use of broad-spectrum antimicrobials, prolonged
hospital stay, and use of a central venous catheter. In addition, the variation in virulence of yeast
species from the Candida, Cryptococcus and Trichosporon genera can influence the development and
severity of these infections. Thus, the aim of this study was to evaluate the virulence potential of
clinical yeasts, regarding the formation and treatment of biofilms. Eighty-seven clinical isolates were
obtained from 73 patients of both sexes, aged between 18 and 88 years, which were characterized by
chromogen, automation (VITEK2) and by mass spectrometry technique, in addition to the evaluation
of the antifungal susceptibility profile. , production and treatment of biofilm. They were identified as:
Candida tropicalis (24/87), C. albicans (23/87), C. parapsilosis (18/87), C. glabrata (13/87),
Cryptococcus neoformans (4), Kodamaea ohmeri (02/ 87), C. metapsilosis (1/87), C. haemulonii
(1/87) and Trichosporon inkin (1/87), and showed patterns of variable susceptibility to the eight drugs
tested, with micafungin being the antifungal that showed the best response in vitro. As for the ability
to form biofilms, all were able to form at different intensities with emphasis on the isolates of C.
tropicalis and C. albicans. As for the treatment of biofilms, fluconazole was ineffective in the
treatment of C. albicans, Cryptococcus neoformans, in addition to the emerging species C.
haemulonii and Kodamaea ohmeri. Caposfungin showed an activity against biofilms of C. albicans,
C. tropicalis, C. haemulonii and Cryptococcus neoformans species. For the action of amphotericin B
and coumarin we can see the effectiveness of these drugs against the biofilms of all species tested.
Therefore, the data found in this study showed that Candida species non - C. albicans are important
etiological agents of systemic yeasts, overcoming the isolation of Candida albicans. Polyphase
identification diverged among some species, with Maldi TOF MS being the most effective tool in
taxonomic characterization. All genera studied are capable of forming biofilms and amphotericin B
and coumarin are potent agents in yeast biofilm treatments; however, coumarin has less cytotoxic
effects. Therefore, some revisions and more in-depth studies are needed, which will be essential for
understanding and to minimize the impacts caused by these yeasts.

Keywords: HCAI; Fungal Infections; Yeasts; Virulence; Antifungal; Coumarin
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) tém aumentado
substancialmente, sobretudo as de etiologia fangica e especialmente em pacientes internados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Essas infeccdes em sua maioria sdo causadas por espécies de
leveduras incluindo as do género Candida, Cryptococcus e Trichosporon, as quais estdo envolvidas
em diversos quadros clinicos e sao responsaveis por infec¢Ges sistémicas, por muitas vezes com curso
clinico fatal (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013). As leveduroses representam a quarta causa mais
comum de infec¢des oportunistas, constituindo uma condicdo grave com mortalidade atribuivel em
até 75% dos casos (MOLINA et al., 2012). Dentre as leveduras, as espécies de Candida sdo os agentes
de etiologia fungica mais frequentemente isolados e responsaveis por até 80% das infec¢des fungicas
relacionadas a assisténcias a satde (BASSET] et al., 2017; SAENE et al., 2009).

Nas infeccdes por leveduras devem ser considerados o bindmio parasita hospedeiro, ou seja,
os fatores predisponentes, relacionados ao hospedeiro, além da patogenicidade e do potencial de
viruléncia das espécies envolvidas. Desta forma, a expresséo de fatores de viruléncia esté fortemente
relacionada a gravidade clinica dos pacientes e a presenca de dispositivos invasivos como o0 uso de
cateter venoso central, sonda vesical, ventilagdo mecanica, uso de imunossupressores, periodo de
internacdo prolongado, prescricdo de antimicrobianos, bem como o proprio ambiente das UTI’s, o
qual favorecem uma selecdo natural de microrganismos, e a colonizacdo por espécies resistentes
(BASSETTI, et al. 2017; VIEIRA et al., 2017). Neste sentido, a severidade das doencas de base e
suas consequéncias no estado geral dos pacientes de UTIs, associada aos diversos graus de
imunossupressao, tornam esses individuos mais susceptiveis a essas infecgdes, sobretudo por espécies
de leveduras. O potencial de viruléncia dessas leveduras, se traduz a partir da capacidade deste
microrganismo na adesao, infeccéo e promoc¢éo da doenca localizada ou disseminada. Neste contexto,
0 evento inicial de adesdo as células do hospedeiro é considerado a etapa inicial na patogénese das
leveduroses (BENNETT, et al. 2018).

Ademais, espécies de leveduras possuem a habilidade de formar estruturas multicelulares
conhecidas como biofilmes, os quais fortalecem a ades&@o aos tecidos infectados ou as superficies
inertes como dos dispositivos médico-invasivos, promovendo resisténcia aos tratamentos e recidivas
(CAVALHEIRO etal, 2016; DORIA et al., 2016; VIVEK, et al.2015;). Biofilmes representam o mais
prevalente tipo de crescimento microbiano na natureza e sdo cruciais para o desenvolvimento de
infeccOes fungicas, estando associados com alto nivel de resisténcia aos antifungicos e as defesas do
hospedeiro. Infecgdes causadas por leveduras em grande parte estdo relacionadas com a formacéo
destas estruturas igualmente consideradas como fator de viruléncia (PIERCE, et al. 2015; TURAN et

al. 2018). A formacdo ocorre em um processo sequencial que envolve aderéncia a um substrato e
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adesdo intercelular, proliferacdo de células, aumento da populacdo do patégeno e inducdo da
formacdo de estruturas invasivas (FANNING et al., 2012).

A exposicdo aos fatores de risco relacionados & candidemia pode ser controlada através da
avaliacdo de fatores de viruléncia, bem como do perfil de susceptibilidade dos agentes etiologicos
aos antifangicos disponiveis no mercado, entretanto a presenca de cepas resistentes tem dificultado a
escolha do tratamento adequado, tornando essencial a busca por alternativas terapéuticas sintéticas
ou naturais no combate as leveduroses (PAIS et al, 2016; ALASTRUEY-IZQUIERDO, et al. 2015;
CLSI, 2012; CLSI, 2008;).

Desta forma as cumarinas sdo 0s compostos majoritarios encontrados em vegetais do género
Pterocaulon, sendo que a maioria apresenta em sua estrutura quimica o grupamento 6,7-
metilenodioxi, o qual possui uma extensa variedade de efeitos biolégicos incluindo anticoagulante,
estrogénico, fotossensibilizante, anti-helmintico, vasodilatador, moluscicida, sedativo, hipnético,
analgésico, hipotérmico, antioxidante e antitumoral, antifungica e controle de biofilme de
Escherichia coli (MORABITO et al., 2010; YANG, 2010; CHIMICHI et al., 2002; OJALA et al.,
2000; JIMENEZ-OROZCO et al., 1999; RAJ et al., 1998; HOULT e PAYA, 1996; NOGUCHI et al.,
1995; DEXEUS et al., 1990).

Assim, 0s ensaios e conhecimento acerca da producdo dos biofilmes fingicos permitirdo
direcionamento para novos tratamentos, minimizando os altos indices de morbimortalidade sobretudo
em pacientes de UTI, viabilizando dados que servirdo de alvo para pesquisas futuras com produtos

sintéticos e/ou naturais com exceléncia antifingica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial de viruléncia de leveduras isoladas de amostras clinicas, quanto a

formacéo e tratamento de biofilmes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Diagnosticar leveduroses sistémicas de pacientes internados em Unidades de Terapia
Intensiva;

e Avaliar a colonizacéo por leveduras em dispositivos médicos invasivos obtidos dos pacientes
internados em UTIs;

e Auvaliar a capacidade de formacao de biofilme fangico pelos isolados de leveduras obtidas das
amostras clinicas e de dispositivos médicos — invasivos;

e Quantificar a atividade dos biofilmes formados pelas leveduras obtidas de amostras clinicas;

e Estabelecer o perfil de susceptibilidade antifungica in vitro de células de leveduras;

e Tratar os biofilmes formados frente as drogas padrdes e ao derivado cumarinico.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 INFECCOES FUNGICAS RELACIONADAS A SAUDE EM UNIDADE DE TERAPIA
INTENSIVA (UTI)

Nas ultimas décadas, as Infec¢Bes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) tém se tornado
frequente nas unidades de terapia intensiva em todo o mundo, apesar dos inUmeros avancos nas
intervencdes diagndsticas e terapéuticas. As IRAS séo infec¢des adquiridas durante a hospitalizacédo
e que ndo estavam presentes e nem em periodo de incubagdo por ocasido da admissdo do paciente,
consistindo uma das mais frequentes e importantes complicagfes em pacientes internados em UTIs
(BASSETTI et al., 2017). A presenca de infeccdo em pacientes criticos apresenta desafios unicos,
pois pode influenciar diretamente a morbimortalidade desses individuos (BASSETTI et al., 2017,
2014).

No Brasil, estima-se que as IRAS sejam responsaveis por aproximadamente cerca de 45.000
Obitos e por perdas anuais da ordem de bilhGes de reais aos cofres publicos (ALMEIDA et al., 2012;
PAPAS, 2012).

A UTI é uma érea critica, restrita, de extrema importancia e destinada a internacdo de
pacientes graves, que requerem atencao especializada de forma continua e integrada, uso de materiais
especificos e tecnologias necessarias ao diagndstico preciso, monitorizacdo e tratamento dos
pacientes criticamente doentes. Tal setor constitui um nivel de atendimento a salde de alta
complexidade no ambiente hospitalar, atuando de forma decisiva quando hé instabilidade de 6rgaos
e risco de morte ao paciente (DE SOUSA et al., 2016, 2014).

Segundo os dados do Ministério da Saude, pacientes internados em UTIs tém de 5 a 10 vezes
mais chances de contrair uma infeccdo e que, podem representar cerca de 20% do total das infec¢bes
em uma unidade hospitalar (COUTINHO et al., 2015).

Das diversas infecgOes prevalentes em UTIs, a infeccdo fungica invasiva sempre foi
considerada infrequente e pouco notificada, entretanto, nos dltimos anos, tem se observado um
aumento nessa notificacdo e incidéncia, podendo ser atrelado ao melhor conhecimento dessas
infeccOes. Atualmente, as infec¢bes fangicas sistémicas constituem um grande problema nessas
unidades, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. As frequéncias
relativas com as quais os fungos causam infeccdes estdo diretamente relacionadas a intensidade da
imunossupressao (BASSETTI et al., 2014, PERLROTH et al., 2007).

Os fungos podem sobreviver em ambientes extremos, mas apenas 150 a 200 das milhares de

espécies de fungos sdo patogénicos para humanos. A incidéncia de infec¢bes fungicas sistémicas é
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muito maior em individuos com diminuicdo na imunidade celular e humoral, condicdes
predisponentes como a presenca de dispositivos invasivos, mediante a quebra das barreiras de defesas
naturais; uso de antibioticoterapia de amplo espectro, sobretudo quando aplicada empiricamente;
tempo prolongado de permanéncia hospitalar; falha nos processos de assisténcia aos pacientes,
dificultando a implementacdo das medidas adequadas na prevencdo e controle de infeccbes
(MOLINA et al., 2012).

Uma caracteristica compartilhada por todos os fungos causadores de infeccbes é o
desconhecimento da equipe médica, dificuldade em estabelecer o diagnostico, a vida parasitaria e
isolamento do agente etiologico. Estudos demonstram que o perfil epidemioldgico dessas doencas
tem mudado a cada ano, se tornando crescente o isolamento de espécies emergentes, sobretudo
agentes de leveduroses sisttmicas (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2017).

3.2 LEVEDUROSES SISTEMICAS

As infecces fangicas relacionadas a saude tém emergido consideravelmente desde a década
de 80, e varias espécies de patogenicidade conhecidas e oportunistas vem sendo isolados em pacientes
como potenciais agentes etiologicos para estas infeccdes, principalmente nas UTIs. Entre os fungos,
destacam-se as leveduras predominantemente as dos géneros Candida, Cryptococcus e Trichosporon
(PFALLER E DIEKEMA, 2007).

3.2.1. Género Candida

As leveduras do género Candida se apresentam como comensais em humanos, presente em
diversos sitios corpdreos e amostras clinicas, tais como, orofaringe, cavidade bucal, pele, mucosa
vaginal, secre¢des bronquicas, urina, fezes, entre outros. Sabe-se, que essas leveduras fazem parte da
microbiota dos seres humanos, e que, infec¢des fungicas sistémicas causadas por tais microrganismos
sdo consideradas micoses oportunistas, uma vez que, a cepa que coloniza, posteriormente, pode
tornar-se patogénica. Alem da limitagdo dos nutrientes, essas leveduras estabelecem uma relagéo de
competigdo com as bactérias da microbiota, desta forma, exercem uma presséo seletiva, o que acarreta
na diminuicdo dos microrganismos menos adaptados, resultando no equilibrio entre as populactes
microbianas nos tecidos colonizados (PAM et al., 2012).

Nas alteracBes no sistema imunoldgico, ocorre um desequilibrio entre 0s microrganismos
comensais da microbiota, conduzindo a debilidade os quais podem causar infecgdes superficiais em
pessoas saudaveis e, sistémicas graves, em pacientes criticos. O estabelecimento das micoses esta
mais associado ao sistema imunologico debilitado do paciente do que com a viruléncia das leveduras.

No ambiente hospitalar esses microrganismos sao considerados oportunistas e responsaveis por cerca
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de 80 a 90% das doengas fangicas (COLOMBO et al., 2017; COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
HOBSON, 2003).

E interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 200 espécies de Candida,
cerca de 20 séo reconhecidas como patogenos humanos. Os principais agentes de interesse medico
sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C.
lusitaniae. No entanto, tem sido relatadas infec¢es superficiais e invasivas por espécies emergentes,
como C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvergensis, C.
inconspicua, C. pseudorugosa, C. metapsilosis e C. orthopsilosis e mais recentemente C. auris
(CLANCY et al., 2017, MCCARTY e PAPPAS, 2016, GONCALVES et al., 2010, COLEMAN et
al., 1998).

Esses microrganismos, por sua vez, podem ter patogenicidade e viruléncia definidas pela sua
capacidade de causar e determinar a gravidade de uma doenca, mediada por diversos fatores. Dentre
eles podemos citar os fatores de viruléncia, como: aderéncia, producdo de tubo germinativo,
dimorfismo (formacdo de micélio), variacdo fenotipica, variagdo genotipica, formacdo de biofilme,
producdo de toxinas, producdo de exoenzimas (proteinase e fosfolipase), entre outros e desse modo,
tornam-se mais patogénicos (DORIA et al., 2015; BUTLER et al., 2009; SCHULZE; SONNEBORN,
2009).

O isolamento das espécies fungicas varia de acordo com a regiao, onde na América do Norte
a espécie mais isolada é C. albicans seguida de C. glabrata. Na Europa, Australia, América Latina e
Asia as espécies mais isoladas sdo C. parapsilosis e C. tropicalis. Na india, a maior prevaléncia é por
C. tropicalis (XIAO et al., 2015). No Brasil, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
guilhermondii e C. lusitaniae séo as espécies de Candida ndo-Candida albicans mais frequentemente
isoladas (MORENO-LOAIZA, et al. 2017; BASSETTI, et al. 2014; NUCCI; COLOMBO et al.,
2002). Esse aumento consideravel de espécies do género Candida, nos Ultimos anos tem sido
relacionado as condi¢Bes do parto, prematuridade e suas consequéncias, presenca de dispositivos
invasivos e uso de antibidticos de amplo espectro; porém, o maior e principal fator € a colonizacéo
prévia por estas leveduras (GIOLO; SVIDZINSKI, 2014; MIRANDA et al., 2012).

A caracterizacdo dos agentes etioldgicos auxilia no conhecimento da epidemiologia desta
micose, uma vez que se pode detectar recorréncia ou nova infeccdo por outra cepa. Os recursos
laboratoriais utilizados para o diagnostico das infec¢des fungicas séo indispensaveis. Contudo, néo
h& protocolos padronizados que sejam reconhecidos e que possam oferecer subsidios capazes de
predizer precocemente o risco de infeccbes pela presenga de leveduras detectadas em amostras
clinicas, mesmo considerando a probabilidade de uma colonizacdo evoluir para infeccdo de alta
morbidade e mortalidade em determinados casos clinicos (CHONG et al., 2006; RANGEL-

FRAUSTO et al., 1999). Neste contexto, as culturas resultantes de amostras, como: sangue, liquido
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cefalorraquidiano, liquido sinovial, material de abscesso coletado de forma estéril ou qualquer outro
espécime cirurgico, sdo consideradas representativas para o diagnostico de candidiase (PATEL et al.,
2010).

O diagnostico clinico, com base na sintomatologia e na anamese do paciente, nao é conclusivo,
pois 0s sinais e sintomas na candidisase oportunista sdo inespecificos. Febre e leucocitose seriam 0s
principais indicios de fungemia, porém 20% dos pacientes ndo desenvolvem hipertermia e apenas
50% apresentam leucocitose. Além disso, mesmo na presenca desses sinais ndo é possivel afirmar ser
uma infeccdo fungica considerando-se a semelhanca com os sinais de infeccdo bacteriana, o que
favorece os altos indices de mortalidade (BASSETTI et al., 2017; MCCARTY e PAPPAS, 2016).

As taxas de mortalidade por candidiase sistémica, permanecem inaceitavelmente altas nas
ultimas décadas. Estudos esclarecem estratégias preventivas para o controle da infeccdo que devem
ser enfatizadas, incluindo a higienizacdo das méos, medidas preventivas na insercdo e manutencédo de
dispositivos invasivos; e sobretudo, um adequado manejo terapéutico antifungico (SUTCU et al.,
2016; PFALLER e DIEKEMA, 2007).

Na Ameérica Latina, as taxas de mortalidade continuam a ser mais altas do que as observadas
nos paises do Hemisfério Norte, enfatizando a necessidade de melhoraria nas préaticas locais de
manejo clinico da candidiase sistémica e sua disseminacdo, incluindo o diagndstico precoce, controle
de fontes de infeccdo e terapia antifingica especifica (DOl et al., 2016).

E evidente uma clara mudanca na epidemiologia e no manejo clinico da candidiase sistémica
em pacientes internados em UTI. Pesquisas em todo o mundo apontam que a taxa de mortalidade
diminui com o conhecimento do patdgeno e a conducdo de uma terapéutica adequada (SILVA et al.,
2015; COLOMBO et al., 2014).

3.2.2 Género Cryptococcus

O género Cryptococcus € caracterizado por leveduras que apresentam capsula
mucopolissacaridica envolvendo a parede celular, raramente produzem pseudo-hifa ou hifa septada,
apresentam reproducdo assexuada por brotacdo, ndo fermentam carboidratos e realizam hidrdlise da
ureia. Em culturas exibem col6nias mucdides, lisas, de coloragdo branca a creme (ZARAGOSA et
al., 2009; BARNETT, 2000).

Até 1950, a criptococose foi considerada uma micose causada por uma unica e homogénea
espécie, C. neoformans. Contudo, estudos envolvendo polissacarideos capsulares revelaram a
existéncia de isolados com epitopos capsulares distintos, designados A, B, C e D. Cruzamentos
laboratoriais realizados entre individuos de mesmo sorotipo revelaram que individuos de sorotipos A

e D produziam basidiosporos esféericos, enquanto aqueles de sorotipos B e C produziam meiosporos
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ovoides ou baciliformes. Baseando-se nesta diferenca morfoldgica, atribuiu-se o nome C. neoformans
(teleomorfo: Filobasidiella neoformans) para individuos de sorotipos A e D e C. gattii (teleomorfo:
Filobasidiella bacillispora) para individuos de sorotipos B e C (KWON-CHUNG et al., 2002).

Estudos moleculares e filogenéticos envolvendo cepas de sorotipo A e D, mostraram que
isolados de sorotipos distintos se agrupavam separadamente. Entdo, novas variedades, C. neoformans
var. grubii e C. neoformans var. neoformans, foram propostas para acomodar cepas do sorotipo A e
D, respectivamente (KWON-CHUNG E VARMA., 2006; COGLIATI et al., 2000; FRANZOT et al.,
1999).

A criptococose é uma doenca infecciosa com distribuicdo mundial e com grande variedade de
apresentacdes clinicas causadas por leveduras encapsuladas patogénicas do género Cryptococcus. As
espécies consideradas mais frequentes que comumente causam doencas em humanos sdo C.
neoformans e C. gattii. C. neoformans foi identificada pela primeira vez como um patégeno humano
no final do século 19, mas ndo foi reconhecido como uma causa comum de doenca humana até o final
da década de 1970. (ARENDRUP et al. 2014). Nas ultimas décadas, conforme as populacdes
vulneraveis se expandiram, a meningite criptococica se tornou uma infeccdo de importancia global,
com até um milh&o de novas infecc¢Ges por ano e de significativa morbidade e mortalidade atribuiveis,
especialmente aos pacientes com infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e AIDS
(ARENDRUP. et al. 2014; NUCCI et al., 2010).

A criptococose por C. neoformans é a terceira infecgdo fangica oportunista mais comum na
América Latina (NUCCI et al., 2010) e os fatores predisponentes para esta doenca estdo associados a
deficiéncia no sistema imunoldgico incluindo tratamentos com corticosteroeides, transplante de
6rgaos, cancer, diabetes, linfocitopenia CD4" idiopatica e sarcoidose. Embora a maioria dos pacientes
com criptococose disseminada sejam imunocomprometidos, C. neoformans também causa doenca
em individuos aparentemente saudaveis (PERFECT, 2010).

A infeccdo por Cryptococcus se inicia com a inalacdo de células de leveduras desidratadas ou
de basidiosporos, que por apresentarem dimensdes reduzidas (1,5um-3,5um) atingem os alvéolos
pulmonares. Assim, as vias respiratorias representam a principal porta de entrada (BRIZENDINE et
al., 2011). Os propéagulos de Cryptococcus interagem com fagdcitos residentes nos pulmades, que irdo
internalizar as particulas infectantes através de fagocitose. Em individuos saudaveis, os fagdcitos
conseguem destruir 0os patdgenos e iniciar a resposta imune adaptativa, que inclui a liberacdo de
citocinas, ativagdo e recrutamento de outras células imunoldgicas e apresentacdo de antigenos
(GIBSON; JOHNSTON, 2015).

Devido a natureza sub-clinica da infeccdo em individuos imunocompetentes, informacGes
sobre resposta imune a C. neoformans s&o limitadas. Infec¢Ges por este patdgeno sdo ocasionalmente

identificadas através de exames médicos por outros sintomas ou condi¢cfes. A resposta imune ideal
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resulta na extingcdo completa da infec¢do. Contudo, ha casos em que o patogeno fica restrito ao interior
de granulomas estabelecendo uma infeccdo latente assintomatica (ROSE et al., 2014; SHIBUYA et
al., 2005).

Caso a infeccdo por Cryptococcus nao seja contida a nivel pulmonar, havera disseminacéo
para outros oOrgdos, principalmente para o sistema nervoso central existindo trés mecanismos
hipotéticos sobre a penetragdo das células de Cryptococcus sp., resultando em meningoencefalite.
Acredita-se que os macrofagos atuem como “cavalos de Troia” carreando o patogeno até o SNC sem
que o sistema imunoldgico perceba. Esta hipdtese é corroborada pela observacdo de que a deplecéo
de macrdgafos alveolares em ratos reduz significativamente a disseminacdo deste patdégeno para o
SNC (LIU etal., 2012; CHARLIER et al., 2009).

Embora o trato respiratério seja a porta de entrada, o SNC é o sitio mais acometido, pois C.
neoformans apresenta neurotropismo causando meningite ou meningoencefalite em pacientes
imunossuprimidos. Em individuos com Sindrome de Imunodeficiénca Adquirida (AIDS), este quadro
clinico pose ser observado quando a contagem de linfocitos T CD4+ € inferior a 100 células/uL
(HONG NGUYEN et al., 2010).

Lesdes cutaneas por C. neoformans geralmente representam a disseminagéo do fungo por via
linfatica ou hematogénica e podem ser multiplas ou isoladas, apresentando caracteristicas variadas
(papulas, pustulas, vesiculas, ndédulos, tlceras), embora a aparéncia semelhante a molusco contagioso
seja a mais relatada. Estas manifestacGes cutaneas sdo mais frequentes em pacientes infectados pelo
sorotipo D (MARTINEZ et al., 2001 TORTORANO et al., 1997; DROMER et al., 1996).

3.2.3.1 Complexo Cryptoccocus

O género Cryptococcus, em seu conceito atual, contém as leveduras dimorficas C.
amylolentus, C. bacillisporus, C. decagattii, C. deneoformans, C. deuterogatttii, C. neoformans, C.
gattii e C. tetragattii (LIU., et al. 2015). Espécies filamentosas C. depauperatus e C. luteus (LIU., et
al. 2015). Dados moleculares revelaram que os complexos de espécies de C. neoformans e C. gattii
eram inesperadamente geneticamente diversos (HAGEN et al., 2017). Com base em quatro genes,
calculou-se que C. neoformans / C. deneoformans separados do complexo de espécies de C. gattii 37
milhdes de anos atras, C. neoformans e C. deneoformans separaram-se 18,5 milhGes de anos atrés, e
C. gattii e C. bacillisporus se separaram 9,5 milhdes de anos atras (KWON-CHUNG., 2017; XU et
al . 2000).

Variag0es fenotipicas, ecologicas e geograficas também apoiam a criacdo de tdxons em nivel
de espécie nos complexos de espécies C. gattii e C. neoformans (Tabela 1) (KWON-CHUNG., 2017;
HAGEN et al., 2017). A proposta de dividir os dois agentes da criptococose em 7 hapldides e 4

espécies hibridas aneupldides / dipldides merece ampla discussdo antes da ado¢do. Como as sete
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espécies novas ndo sdo reconhecidas como clinicamente distinguiveis, a ado¢do universal do novo
sistema de nomenclatura deve ser adiada até que estudos mais detalhados empregando um maior
nimero de isolados revelem a relevancia clinica e biolégica da nova espécie. A adocdo da
nomenclatura proposta nesta conjuntura poderia separar a taxonomia da pratica clinica e, ao fazé-lo,
inibir o progresso de ambos os campos. (KWON-CHUNG., 2017)

Tabela 1. Novas propostas para complexos de espécies de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus

gattii
Nomenclatura atual Tipos Moleculares Nomenclatura sugerida
C. neoformans VNI/VNII/VNB C. neoformans
Var. grubii (AFLP1, AFLP1A,
AFLP1B,VNB)
C. neoformans / VNIV (AFLP2) C. deneoformans
Var. neoformans
AD hibrido VNIII (AFLP3) C. neoformans x C. deneoformans
hibrido
VGI (AFLP4) C. gattii
VGII (AFLP6) C. deuterogattii
C. gattii VGIII (AFLP5) C. bacillisporus
VGIV (AFLP7) C. tetragattii
VGIV/VGlllc C. decagattii
(AFLP10)
DB hibrido AFLP8 C. deneoformans x C. gattii hibrido
AB hibrido AFLP9 C. neoformans x C. gattii hibrido
AB hibrido AFLP11 C. neoformans x C. deuterogattii
hibrido

Fonte: KWON-CHUNG., 2017

3.2.3 Género Trichosporon

As espécies de Trichosporon sdo leveduras basidiomicetos, ndo encapsuladas, urease-
positivas, sem estado sexual conhecido. Sdo amplamente distribuidas no ambiente e regularmente
encontradas na microbiota da pele, particularmente nas areas peri-genitais, e ocasionalmente como

parte normal do trato gastrointestinal ou parte superior do trato respiratorio (MICELI et al 2011;
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COLOMBO et al., 2011). A caracteristica morfologica mais marcante é a formacao de blastoconidios
em forma de cilindro, além de pseudo-hifas, hifas septadas (COLOMBO et al., 2011).

O género Trichosporon passou por ampla reavaliacdo taxondmica, sendo hoje composto por
37 especies (MARTY et al., 2003). No entanto, apenas 16 espécies foram associadas a infeccao
humana (COLOMBO et al., 2011). A maioria das infec¢bes sdo causada por Trichosporon asahii
(74%), seguido por T. dermatis (12%) (RUAN et al., 2009). Em humanos, tem sido associado a
pneumonia por hipersensibilidade e piedra branca, particularmente em climas quentes e tmidos. No
hospedeiro imunocomprometido, infeccBes invasivas como fungemia, endocardite, peritonite e
meningite também foram relatadas. Os fatores de risco mais comuns para infec¢fes invasivas sdo
doenca hematoldgica maligna subjacente com neutropenia de longa duracdo (RUAN et al., 2009;
GIRMENIA et al 2005; FOURNIER et al., 2002) ou disfuncdo de neutréfilos, como doenca
granulomatosa cronica (WYNNE et al., 2004). A infec¢do progride rapidamente e pode ocorrer
faléncia de multiplos 6rgdos, como pulmdes, rins e cardiovasculares, sendo as lesdes cutaneas um
provavel sinal de infec¢do disseminada (KONTOYIANNIS et al., 2004; ROJAS; MAGDALENA,
2004). Os homens, sdo os que mais frequentemente contraem a infeccéo e os fatores predisponentes
sdo a presenca de cateter venoso central, permanéncia na UTI, dialise peritoneal, uso de
corticoesteroides e quimioterapia citotoxica (COLOMBO et al., 2011; RUAN et al., 2009;
GIRMENIA et al 2005; KONTOYIANNIS et al., 2004). A taxa de mortalidade é alta, variando de
60% a 80% (RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008).

Trichosporonose é uma infeccdo fangica invasiva rara, mas frequentemente fatal em pacientes
imunocomprometidos, particularmente aqueles com malignidades hematol6gicas. No entanto,
durante as duas ultimas décadas essa levedura emergiu como importante patdgeno oportunista
(GUEHO et al., 1994). Embora tricosporonose represente uma pequena porcentagem de todas as
infeccOes fungicas invasivas, espécies de Trichosporon tém sido relatadas como a segunda ou terceira
levedura mais comum em casos de fungemia (FOURNIER et al., 2002). Essas infeccdes tém se
tornado frequentes em pacientes com doengas hematologicas malignas, queimaduras extensas,
tumores solidos e aids, representando cerca de 10% de todos os casos confirmados de micoses
disseminadas (WALSH et al., 1990).

O diagnostico dessa infecgdo invasiva esta baseado na microscopia direta (para a deteccao de
estruturas fangicas na vida parasitaria) e cultura. Espécies de Trichosporon compartilham antigenos
com Cryptococcus e Aspergillus e um nimero de relatorios demonstraram reacdo cruzada para o
antigeno criptococico e/ou kits de antigeno galactomanano (LIAO et al 2012; FEKKAR et al., 2009;
LYMAN et al 1995; MELCHER etal 1995; MCMANU et al., 1985; CAMPBELL etal., 1985). Testes
moleculares, incluindo deteccdo direta em amostras de sangue ou amostras de tecidos fixados em

formol e incluidos em parafina, estdo sendo desenvolvidos, mas ainda ndo estdo padronizados
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(SHINOZAKI et al., 2013; HOSOKI et al., 2008). A identificacdo confiavel de espécies requer
identificacdo molecular com sequenciamento do ITS 1 + 2 (dominio D1 / D2) ou mesmo da regido
intergénica espagadora (IGS1) do rDNA e o0 MALDI-TOF-MS é uma ferramenta de identificagdo
promissora (com um extenso banco de dados) (ARENDRUP et al., 2017). A identificacdo adequada
do agente etiologico favorece a escolha do tratamento especifico.

Os az0is séo a classe farmacoldgica primaria para o tratamento de tricosporonoses invasiva
(SUZUKI et al., 2010; RUAN et al., 2009; MATSUE et al., 2006; ASADA et al., 2006; SERENA et
al.,2006). Vérias das espécies sdo resistentes in vitro a anfotericina B com (CIMs > 2 mg/L) e as
equinocandinas (CIMs > 16 mg/L) (CHAGAS-NETO et al., 2009). Em doentes com tricosporonose
sistémica e doencga hematoldgica subjacente foram notificadas taxas de resposta insatisfatoria (entre
16% e 24%) a anfotericina B e, por conseguinte, esta formulacdo ndo é recomendado para infec¢oes
invasivas por essa levedura (GIRMENIA et al 2005; FOURNIER et al., 2002, MARTY et al., 2003;
WALSH et al., 1990; HOY et al.,1986). Triazdis, por outro lado, foram encontrados ser superior a
outras classes de medicamentos antifingicos na profilaxia e tratamento (RUAN et al., 2009). A maior
parte da experiéncia publicada diz respeito ao uso de fluconazol. No entanto, variagdes na
suscetibilidade in vitro podem sugerir que nem todas as espécies e isolados sdo igualmente suscetiveis
a esse agente (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005). O voriconazol é o agente de escolha por
apresentar boa atividade in vitro contra a maioria das espécies e isolados de Trichosporon e tem sido
associado com bons resultados in vivo na maioria dos casos de estudos clinicos com animais (RUAN
etal., 2009; FOURNIER et al., 2002) Além do tratamento com triazol, a resolucéo da mielossupressao
e a remocdo de cateteres vasculares sdo outros fatores relacionados a sobrevida aumentada
(CHITASOMBA et al., 2012; MATSUE et al., 2006; ASADA et al., 2006; GIRMENIA et al 2005).

As terapéuticas sdo eficazes quando a doenca é detectada na fase inicial, sendo, portanto, o
diagndstico precoce um fator importante para 0 sucesso na gestao de pacientes com tricosporonose.
No entanto, dificuldades na identificacdo desses microrganismos conduzem a tratamentos tardios,
sendo muitas vezes o diagnastico é realizado pds-morte (MORETTI-BRANCHINI et al., 2001).

3.2.4 Diagnostico laboratorial de leveduroses

O diagndstico laboratorial das leveduroses se baseia na observagdo da estrutura fungica em
parasitismo através da analise microscopica direta da amostra biologica e na obtencdo do agente
etiologico em meios de cultura especificos (OLIVEIRA, 2014; KAUFFMAN et al., 2011).

De acordo com consenso Europeu para pesquisa e tratamento de cancer (EORTC/MSG), séo
atribuidos trés niveis de probabilidade para o diagnostico de infeccéo invasiva por fungos que acometem

pacientes imunossuprimidos, sdo elas: infeccdo comprovada, quando existe a demonstragéo de estruturas
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fangicas nos tecidos; infeccdo possivel, quando o somatdrio de fatores do paciente, historia clinica,
imagem e exames micolégicos corroboram o diagnostico; e provavel infeccdo, quando fatores do paciente,
historia clinica e imagem indicam micose, mas ndo ha observacao de estruturas flngicas tipicas ao exame
direto e isolamento do agente etiolégico. (DE PAUW et al., 2008).

Neste sentido, para realizacdo do diagnostico laboratorial micolégico se faz necessario que seja
realizado a partir de amostras clinicas estéreis como sangue e liquor, ou outras amostras como: urina,
escarro, fezes, fluidos diversos, fragmentos de tecidos, entre outros (OLIVEIRA, 2014). Esta analise
pode ser realizada a fresco, com ou sem adicdo de corante, clarificante ou contrastante, a depender
do material biologico (ANVISA, 2013). O exame microscopico direto € considerado o0 método mais
rapido e menos oneroso na realizacdo do diagnostico laboratorial micolégico (MURRAY et al.,
2012).

Os fungos, em sua maioria, ndo sdo exigentes em suas necessidades nutricionais e facilmente
desenvolvem-se em diferentes meios de cultura sintéticos facilitando seu isolamento em diferentes
condiges de incubagdo (KAUFFMAN, 2011). Na rotina laboratorial, utiliza-se Sabouraud Dextrose
Agar (HiMedia®) que é um meio ndo seletivo para cultura e manutencdo de fungos patogénicos e
ndo patogénicos. A seletividade € obtida através do uso de aditivos, como carboidratos e antibidticos
(PAPPAS et al., 2016).

Entretanto para identificacdo do agente etioldgico sdo utilizadas ferramentas diversas que
avaliam as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares desses microrganismos, como:
auxanograma, zimograma, meios de cultura cromogénicos, métodos soroldgicos, biologia molecular
e protedmica (MIMICA et al, 2009; RESENDE et al, 2004; LACAZ et al, 2002)

O auxanograma e zimograma sao provas onde sdo observadas a assimilacdo e fermentacéo
das fontes de carbono respectivamente e fazem parte dos métodos fenotipicos tradicionais para a
identificacdo de leveduras usadas em laboratérios do mundo todo, considerados métodos classicos e
padrdo ouro para essa finalidade, entretanto sistema automatizados ou semiautomatizados como
VITEK®2 e BD PHOENIX, tem substituidos essas técnicas tendo em vista que sdo mais rapidos,
contudo, sdo mais onerosos (VALENZA et al, 2008; SANGUINETT] et al, 2006).

Os meios de cultura cromogénios surgem como uma alternativa a auxiliar na triagem de
leveduras patogénicas, diferenciando as coldnias conforme a cor produzida e facilitando a deteccéo
de culturas mistas. Essa ferramenta pode também ser utilizada com o intuito de fornecer
preliminarmente um laudo répido para equipe medica, para que a intervencdo terapéutica seja
imediata. Ja Os métodos soroldgicos, sdo avaliadas a presenca de antigenos ou anticorpos anti-
Candida no soro, e também detectam constituintes da parede celular da levedura como manose e 1-
3-B-D-Glucan (MIMICA et al, 2009; OBAYASHI et al, 1995).
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No entanto, devido as limitacfes decorrentes do uso das técnicas diagnosticas tradicionais,
s80 necessérias ferramentas mais sensiveis, precisas e confiaveis. Nesse sentido, surgem as técnicas
moleculares como a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) e Maldi TOF MS.

A PCR é a técnica mais utilizada para este fim, pois através da amplificacdo do material
geneético permite rapida identificacdo dos fungos. Ja para fins epidemioldgicos, € utilizada a técnica
RAPD, por esse método de genotipagem pode-se analisar a similaridade entre isolados clinicos e se
microrganismos da mesma espécie sdo iguais, similares ou diferentes, discriminando subpopulactes
intraespécies, esse ensaio utiliza uma sequéncia pequena (nove a 10 pares de bases) como primers
aleatorios para a amplificacdo do DNA. Essa variacdo da PCR permite avaliar a correlacdo genética
entre isolados da mesma espécie (KANBE et al, 2002; LEHMANN et al, 1992).

O MALDI-TOF tem sido utilizado com sucesso na investigacao e identificacdo de proteinas
e peptideos, na identificacdo taxonémica de microrganismos, na genotipagem e analise de
polimorfismos no DNA, na investigacdo de modificacBes pds-transcricionais no RNA, dentre
inimeras outras aplicacdes. A técnicas é baseada ionizacdo por dessor¢cdo de moléculas as quais sao
avaliadas pela relacdo carga/massa, e através da identificacdo dos analitos, cada pico é comparado
com um banco de dados, resultado na identificacdo das espécies (CROXATTO et al, 2012; MARVIN
et al 2003).

Por se tratar de uma técnica de alta sensibilidade e de alto rendimento (uma amostra pode ser
analisada em poucos minutos), novas abordagens vém sendo desenvolvidas para atender a
necessidade de diagndsticos rapidos e precisos para diversas doengas, como o0 MALDI-IMS, que
permite a analise direta de uma seccdo de um tecido qualquer sem danifica-lo, facilitando a correlacédo
direta dos dados de espectrometria de massas com as caracteristicas morfologicas do tecido (CHO et
al 2013; BALLUFF et al 2011).

3.3 FATORES DE VIRULENCIA

A capacidade dos fungos causarem infeccdes esta associada a alguns fatores de viruléncia, 0s
quais sdo determinados geneticamente, porém expressos pelos microrganismos quando submetidos a
certas condic@es, tais como teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura. Essas condi¢Bes
sdo especificas para cada microrganismo e podem variar intra e interespecificamente (LACAZ et al.,
2002).

Durante algumas décadas acreditava-se que as leveduras participavam passivamente do
processo de patogénese das infeccdes fungicas. Assim, a debilidade orgénica ou imune do hospedeiro
era considerada Unico mecanismo responsavel para o estabelecimento da infec¢do oportunista. Esse

conceito vem sendo modificado, e assim ha consenso que esses microrganismos participam
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ativamente do processo fisiopatogénico da doenga, utilizando-se de mecanismos de agressao
denominados de fatores de viruléncia (TAMURA et al., 2007).

A patogénese da doenca flngicas invasiva € facilitada por um namero expressivo de fatores
de viruléncia, como a capacidade do fungo em se aderir as células hospedeiras, a formacdo de
biofilme, a secrecdo de enzimas hidroliticas, incluido proteases, fosfolipases, lipases, producédo de
capsula polissacaridea, melanina entre outras. Assim a deteccdo de tais fatores contribui para
prevencdo, para o diagndstico e tratamento. No entanto, algumas espécies de leveduras tém dados
insipientes quanto ao potencial de viruléncia e patogenicidade, sobretudo acerca da formacédo de
biofilme (TAMURA et al., 2007).

3.3.1 Biofilme

Estudos tém observado que 0s microrganismos praticamente ndo existem na sua forma livre
ou planctonica, nos tecidos do hospedeiro, mas se agrupam formando uma comunidade multicelular,
denominada biofilme, tanto sob os tecidos quanto em material médico invasivo e outras superficies.
Os biofilmes representam o tipo mais prevalente de crescimento microbiano na natureza e sao
importantes para o desenvolvimento e continuidade das infec¢bes fungicas, estando associados com
alto nivel de resisténcia aos antifungicos e as defesas do hospedeiro. (SOLL, 2008; DOUGLAS, 2004;
KUHN et al., 2002; RAMAGE et al., 2001).

O contato da levedura com o substrato, estabelece iniUmeras interacdes fisico-quimicos
tornando possivel a adesdo inicial do microrganismo a esta superficie. Ao ocorrer a completa adeséo,
0 biofilme sofre um processo de maturacdo. Em um biofilme maduro coexistem muitas
microcolénias, constituidas por distintas espécies de leveduras, que sdo envolvidas por uma matriz
extracelular na qual ocorre a passagem de &gua e nutrientes. Os biofilmes maduros, com um
crescimento de 24 a 48 horas, consistem em uma rede densa de células sob a forma de leveduras, de
hifas e pseudo-hifas, a depender da espécie fungica (DOUGLAS, 2004).

A matriz extracelular, produzida por células sésseis, é uma das caracteristicas mais importante
de um biofilme que influencia na viruléncia das espécies de leveduras, possui aspecto tridimensional
e hidratado. Em geral a matriz do biofilme compreende hidratos de carbono, proteinas, fosforo e
hexosaminas. No entanto, fatores ambientais como composi¢do e pH do meio, disponibilidade de
oxigénio, bem como a linhagem de fungos podem interferir na formacéo e composicao da matriz, a
exemplo dos biofilmes de Candida parapsilosis que contém grandes quantidades de hidratos de
carbono e apresentam baixo teor de proteinas, quando comparado com agregados de C. glabrata e C.
tropicalis (MATHE e VAN DIJCK 2013; DA SILVA et al. 2012; AL-FATTANI e DOUGLAS 2006;
BLANKENSHIP e MITCHELL 2006; DOUGLAS 2004).
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A presenca da matriz extracelular, ndo € um fator isolado, outras caracteristicas associadas,
como taxa de crescimento das células, expressdo de genes que conferem resisténcia ou presenca de
celulas persistentes que sdo capazes de escapar a agao de antifingicos e reconstituir novamente o
biofilme, determinam um fenémeno multifatorial para o desenvolvimento de resisténcia aos
antifingicos (MATHE e VAN DIJCK 2013; TAFF et al. 2013; MARTINEZ e FRIES 2010;
UPPULURI et al. 2009).

Biofilmes formados por leveduras representam um problema clinico crescente e esta associado
a taxas significativamente altas de mortalidade. Candida albicans € o agente mais relatado como
formador de biofilme fungico, no entanto, outros géneros como Cryptococcus sp. e Trichosporon sp.
mostraram estar implicados em infecgdes associadas ao biofilme. Ainda, a persisténcia deste fator de
viruléncia a terapia antifungica continua sendo a maior ameaga aos pacientes com biofilmes
(RAMAGE et al., 2009).

O género Cryptococcus, que compreende leveduras oportunistas encapsulada, demonstram a
capacidade de colonizar e subsequentemente formar biofilmes em derivacfes ventriculares, fistulas
de dialise peritoneal e vélvulas cardiacas, sendo cépsula polissacarideo o aporte principal de
carboidrato desses biofilmes (MARTINEZ & CASADEVALL 2006). Espécies de Trichosporon
também tem sido associadas a infeccBes relacionadas a implantes médicos, incluindo cateteres,
implantes mamarios e enxertos cardiacos, com formacéo biofilmes, o que tem elevado a viruléncia
dessas espécies no processo infeccioso (KRZOSSOK et al. 2004).

O Género Candida €é conhecido por construir biofilmes altamente estruturados e dindmicos
compreendendo varias formas morfologicas (leveduras, pseudo-hifas e hifas). As leveduras
pertencentes a esse género expressam diversos fatores de viruléncia que diferem das caracteristicas
comensais e que conferem a capacidade de colonizar e invadir o tecido do hospedeiro. Neste grupo
de fungos, a formacao de biofilme pode ser dividida em quatro etapas principais: adesao, proliferagéo,
maturacao e dispersdo (Figura 1) (LOHSE et al., 2018, WALL et al., 2019).

Na fase de adesdo, as células de levedura aderem a uma superficie e formam uma camada
basal que ird ancorar o biofilme. (FOX et al., 2015, ALIM et al., 2018).

Ap0s a fase adesdo a fase de proliferacdo celular, é caracterizada pelo inicio da filamentagéo
ou multiplicacdo das células de leveduras, levando ao surgimento de uma rede a qual é responsavel
pela estruturacéo geral dos biofilmes. A capacidade de algumas leveduras em formar hifas, bem como
a aderéncia dessas hifas umas as outras e a outras células, é essencial para o desenvolvimento dos
canais de manutencdes do biofilme (NOBILE et al., 2015).

Na fase de maturacdo; hd a produgdo da matriz extracelular (mix de glicoproteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucleicos) que atuam essencialmente como um adesivo, quem tem por

finalidade sustentar toda arquitetura do biofilme formado, bem como, conferir uma protecao adicional
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as células de leveduras. Mais de 500 proteinas presente na matriz extracelular ja foram identificadas,
sobretudo enzimas, como as enzimas de hidrolise, sugerindo que a matriz pode desempenhar um
papel ativo na quebra de biopolimeros (LOHSE et al., 2018). Outro componente presente nessas
matrizes € o B3 -1,3 glucano, o qual é responsavel por favorecer a resisténcia contra 0s az0is por meio
de sequestro da droga (NETT et al., 2010).

A etapa de disperséo ocorre pela liberacdo de células de leveduras da estrutura do biofilme,
que pode resultar na formacdo de novos biofilmes ou propagar para outros tecidos do hospedeiro.
(FINKEL e MITCHELL 2011).

Durante a formacéo do biofilme de leveduras, ocorre um sistema de comunicacao intercelular
conhecido como quorum sensing, que modula o desenvolvimento, permitindo crescimento e
disperséo das células de leveduras (MARTINEZ & FRIES 2010; HOGAN 2006). Algumas moléculas
deste sistema de comunicacdo, como tirosol e farnesol, sdo importantes na formacao do biofilme.
Enquanto tirosol promove a formacéo de hifas e biomassa na fase inicial do biofilme, o farnesol inibe
a formacao de hifas, impedindo o crescimento do biofilme e permitindo a dispersdo das células para
outros locais anatdmicos no hospedeiro humano (COSTA et al. 2013; FINKEL & MITCHELL 2011
MARTINEZ & FRIES 2010; RAMAGE et al. 2009).

Os mecanismos de formacdo de biofilme sdo similares entre as espécies de leveduras. No
entanto, algumas caracteristicas especificas de acordo com a levedura envolvida, como morfologia
celular, tipos de substrato e fontes de nutrientes podem ser observadas (COSTA et al. 2013). Biofilme
de C. glabrata formado em superficie de silicone quando na presenca de urina produz uma biomassa
mais intensa comparado com biofilme de C. parapsilosis e C. tropicalis, entretanto na presenca de
caldo Sabouraud dextrose, observa-se um escasso desenvolvimento do biofilme de C. glabrata
comparado as outras espécies (SILVA et al. 2010; SILVA et al. 2009). Em meios com altas
concentragdes de lipidios e glicose C. parapsilosis facilmente consegue formar biofilme (NOSEK et
al. 2009). A formacéo de biofilme de C. albicans pode ocorrer na superficie de qualquer material
médico hospitalar, enquanto o de C. tropicalis ocorre principalmente em cateter de latex e de silicone
(NEGRI et al., 2010; SILVA et al., 2009).

A geragéo de biofilme por C. albicans esta associado com a troca dimorfica de crescimento
de levedura para hifas, sendo a estrutura do biofilme formado por duas camadas distintas: uma camada
fina de levedura basal e uma camada mais densa de hifa (BAILLIE et al., 1999). Em contraste, as
estirpes de C. parapsilosis produzem um biofilme quantitativamente menor e estruturalmente menos
complexo que os de C. albicans (KUHN et al., 2002). A formacdo do biofilme ¢é precedida pela
aderéncia aos tecidos ou dispositivos médicos, resultando em uma mudanga na morfologia e

comportamento do microrganismo. Os biofilmes de C. parapsilosis podem ocorrer em diversos
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dispositivos médicos, incluindo cateter de acesso central e outros dispositivos invasivos, filtros e
tubulagGes de hemodiéalise, proteses intracardiacas e articulagdes protéticas (RAMAGE et al 2009).

Na auséncia de anticorpos especificos, a matriz do biofilme blogueia a ativacdo do
complemento, ao passo que se 0s anticorpos estiverem presentes, a matriz polimeérica, geralmente 0s
torna ineficazes. Tem sido demonstrado que a matriz do biofilme também é capaz de inibir a
quimiotaxia e degranulacdo de polimorfonucleares e macréfagos, sendo também capaz de deprimir a
resposta linfoproliferativa de mondcitos ativadores policlonais (MAH O'TOOLE, 2001).

Existem muitos dados que demonstram a resisténcia antifingica de espécies de Candida
formadoras de biofilme (D’ENFERT 2006). Apesar de sua estrutura menos complexa, biofilmes de
C. parapsilosis também apresentam resisténcia aos antifingicos convencionais como anfotericina B
e 0s compostos azolicos, semelhante aos biofilmes de C. albicans (KATRAGKOU et al., 2007;
RUZICKA et al 2007).

3.4 TERAPIA ANTINFUNGICA (DROGAS PADRAO)

Atualmente, trés grupos principais de antifungicos tém sido utilizados na pratica clinica no
manejo de infeccBes sistémicas por espécies de Candida: a) os poliénicos, representados
principalmente pela anfotericina B e suas formulacfes lipidicas; b) os triazolicos, sendo seus
principais agentes o fluconazol e voriconazol; e c¢) as equinocandinas, representadas pela

caspofungina, anidulaungina e micafungina (PAPPAS et al., 2012).
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Fonte: SANTOS, et al 2018

3.4.1 Poliénicos

As drogas poliénicas pertencem a uma classe de antifingicos naturais produzidos por espécies
de Streptomyces, tendo como principal representante a anfotericina B. Devido ao amplo espectro de
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acdo (leveduras, fungos filamentosos e dimorficos) e a sua atividade fungicida, a anfotericina B ainda
é considerada o antifngico de primeira linha para o tratamento de diversas infec¢BGes fungicas
invasivas em pacientes hospitalizados (PAPPAS et al., 2012; WALSH et al., 2008). A anfotericina B
se liga de maneira irreversivel ao ergosterol da membrana citoplasmatica dos fungos, resultando na
formacéo de poros e, posteriormente, na lise da célula fungica (ODDS et al., 2003).

Entre os isolados de Candida, a ocorréncia de resisténcia secundaria a anfotericina B ainda é
considerada pouco frequente (PFALLER et al., 2010; DA MATTA et al., 2007; PFALLER,;
DIEKEMA, 2007). Contudo, alguns casos de resisténcia a terapia com este farmaco tém sido
documentados (KROGH-MADSEN et al., 2006; NOLTE et al., 1997). A espécie de Candida com
maior documentacdo em relacdo a resisténcia é C. lusitaniae. Apesar dos estudos mostrarem que
isolados de C. lusitaniae apresentam baixa frequéncia de resisténcia “in vitro” (PFALLER et al.,
2010; CHEN et al., 2009; ZAOUTIS et al., 2005). Ainda, espécies de Trichosporon também tem sido
relatada como resistentes ao tratamento com Anfotericina B (ARENDRUP et al., 2014).

Embora seja considerada um antifangico de amplo espectro de atividade, a anfotericina B
apresenta alta toxicidade para o hospedeiro. A nefrotoxicidade € o principal efeito colateral
ocasionado pelo uso deste farmaco, fator que tem limitado sua utilizacdo clinica (PAPPAS et al.,
2009; PASQUALOTTO, 2008). Com o objetivo de diminuir a toxicidade da formulacao
convencional da anfotericina B, diversas formulagcbes lipidicas deste composto (lipossomal,
complexo lipidico, dispersdo coloidal, intralipidica e conjugada) encontram-se disponiveis para o
tratamento de infecgdes fangicas invasivas, apresentando menor toxicidade quando comparadas a
anfotericina B desoxicolato (PFALLER et al., 2010). Entretanto a grande maioria dos hospitais
publicos brasileiros, devido ao alto custo das demais formulacfes, tem a sua disposicdo apenas a
anfotericina B desoxicolato para tratamento das infec¢Ges fungicas invasivas. (ARENDRUP et al.,
2014) Outros farmacos também séo utilizados no tratamento de fungemia, como os triazélicos, os
quais apesar de exibirem menores efeitos colaterais vém apresentando o desenvolvimento de graus
variados de resisténcia. (ARENDRUP et al., 2014)

3.4.2 Triazolicos

Os triazdlicos sdo antifungicos sintéticos, constituindo a maior classe de agentes antiflngicos.
O mecanismo de acdo dos triazélicos ocorre pela inibicdo da atividade da enzima 14-a-lanosterol-
demetilase (codificada pelo gene Ergll), responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol,
componente fundamental a integridade da membrana celular de células fungicas (ODDS et al., 2003).
Ao contrério da anfotericina B, a atividade dos triazélicos contra espécies de Candida é fungistatica
(PFALLER etal., 2010).
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Entre os triazolicos, fluconazol e voriconazol sdo atualmente os (nicos compostos
empregados na terapia das infec¢fes da corrente sanguinea por Candida, sendo também considerada
a terapia padrdo para o tratamento de candidiase orofaringea, esofagica e vaginal (PAPPAS et al.,
2009). Em infecgdes por espécies de Cryptococcus, fluconazol mostra uma alta eficacia para o
tratamento (MALIK et al., 1998), apresentando como vantagem, menores indices de toxicidade
quando comparado a anfotericina B. (ARENDRUP et al., 2014)

De forma geral, a resisténcia de Candida ao fluconazol é relativamente baixa entre os isolados
de corrente sanguinea, porém sua ocorréncia tem aumentado nas Ultimas décadas (PFALLER et al,
2010; PFALLER; DIEKEMA, 2007;). Em uma revisao de Pfaller et al. (2007) foram analisados 0s
resultados de testes de sensibilidade ao fluconazol de 13.338 amostras de Candida. Nesta pesquisa,
foi observada que a resisténcia ao fluconazol entre esses isolados esté representada principalmente
por C. glabrata e C. krusei, as quais apresentaram resisténcia em 9% e 40% dos isolados,
respectivamente. (ARENDRUP et al., 2014)

Uma nova geragdo de triazolicos, entre eles o voriconazol e posaconazol, foi desenvolvida a
partir de modificagbes quimicas introduzidas nas moléculas do fluconazol e itraconazol,
respectivamente. O voriconazol e posaconazol sdo 0s principais representantes desta segunda geracao
dos azolicos, apresentando atividade antifungica contra as diferentes espécies de Candida,
Trichosporon e Cryptococcus, incluindo isolados intrinsicamente resistentes ao fluconazol, como
Candida glabrata e C. krusei (ARENDRUP et al., 2014; PFALLER et al, 2010; GUINEA et al., 2008;
PFALLER et al, 2006; SABATELLLI et al., 2006).

3.4.3 Equinocandinas

As equinocandinas sao lipopeptideos semissintéticos com estrutura quimica de hexapeptideos
ciclicos ligados a uma cadeia lateral de acido graxo. Trés drogas - caspofungina, anidulafungina e
micafungina - chegaram a fase de investigacéo clinica. Destas, a primeira licenciada para uso clinico
foi a caspofungina, comercialmente denominada Cancidas®. Diferentemente da anfotericina B e dos
azolicos, as equinocandinas tém como alvo a parede celular, inibindo a enzima ligada a sintese de [3-
(1,3)-D-glucana (ESTES et al, 2009; DERESINSKI; STEVENS, 2003). Equinocandinas agem in
vitro sobre diversas leveduras e fungos filamentosos, porém em infeccGes experimentais é relevante
somente sua atividade sobre especies de Candida e de Aspergillus. Para este ultimo agente, ela é
apenas fungistatica (MORACE et al, 2009; DIAKEMA et al., 2002; ESPINEL-INGROFF, 1998;).
Espécies de Cryptococcus e Trichosporon sdo intrinsicamente resistentes a essa classe de antifingico
(ARENDRUP et al., 2014)
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Os efeitos adversos sdo menos frequentes comparados a anfotericina B e a interacdo com
outros medicamentos é menor do que com as drogas azdlicas. Contudo, a administragdo
exclusivamente endovenosa e o restrito espectro de acdo limitam o uso clinico das equinocandinas, e
mais especificamente da caspofungina, a infeccbes mais graves por Candida, como nos casos de
candidemia. (ARENDRUP et al., 2014)

A caspofungina, anteriormente conhecida como MK-0991 e L-743,872, é um farmaco semi-
sintético derivado de pneumocandina Bo, isolada do fungo Glarea lozoyensis (MASCHMEYER;
GLASMACHER, 2005). Tem acdo fungicida sobre diferentes espécies de Candida, incluindo as
amostras resistentes ao fluconazol e anfotericina B. C. guilliermondii € menos sensivel e algumas
amostras desta espécie sofrem acdo apenas fungistatica (ESPINEL-INGROFF, 1998).

Segundo Arathoon et al. (2002), caspofungina pode eventualmente provocar rea¢fes durante
a infusdo, pois sua estrutura polipeptidica possibilita o surgimento de sintomas decorrentes da
liberacdo de histamina. Outros efeitos adversos foram observados, como febre, cefaléia, nauseas,
vomitos, eosinofilia, elevacdo de enzimas hepéticas e tromboflebite. No tratamento da candidiase
orofaringiana ou esofagica, a caspofungina mostrou eficacia compardvel a da anfotericina B
convencional (ARATHOON et al., 2002) e do fluconazol (VILLANUEVA et al., 2002). O sucesso
terapéutico também foi comparavel entre a anfotericina B convencional e a equinocandina em casos
de candidemia e peritonite por diversas espécies de Candida (MORA-DUARTE et al., 2003).

Anidulafungina é um agente antiflngico que, apresenta notavel atividade antiflngica contra
amplo espectro de especies de Candida, incluindo cepas resistentes a anfotericina B e triaz6licos
(CANTON, 2001).

Estudos clinicos ndo demonstram diferencas significativas de acdo antifungica entre
anidulafungina e fluconazol, em especial no tratamento de infeccGes invasivas e ndo invasivas por
Candida, incluindo candidemias. E bem tolerada, e interagdes farmacoldgicas e efeitos adversos
sérios ndo tém sido relatados, podendo ser usada em combinacdo com outros agentes antifungicos e
co-administrada com drogas imunossupressoras. Seus maiores efeitos adversos sdo nausea, vémito,
diarreia moderada, elevacéo transitoria de enzimas hepaticas e dor de cabega (MENICHETT]I, 2009).

A atividade antifingica da anidulafungina, eficicia clinica, seguranca e caracteristicas
farmacocinéticas transformam-na em um apropriado composto antifungico alternativo para terapia
de infeccOes fungicas invasivas e ndo-invasivas causadas por leveduras ou fungos filamentosos
(MENICHETTI, 2009).

A terceira equinocandina foi micafungina introduzida no tratamento das infeccdes fungicas
invasivas, principalmente em pacientes imunocomprometidos, recém-nascidos com baixo peso e
pacientes com neoplasias. O mecanismo de acdo é comparado ao da anfotericina B lipossomal e

demais equinocandinas, o qual apresenta bom espectro de atividade contra diferentes espécies de
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Candida, demonstrando baixa toxicidade e alta taxa de eliminacdo (DUPONT, 2010; INFANTE-
LOPEZ & ROJO-CORNEJO, 2009; QUINDOS et al., 2009;).

3.5 SUSCEPITIBILIDADE A DROGAS ANTIFUNGICAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO
DE LEVEDUROSES INVANSIVA

O estudo da susceptibilidade a antifingico pode ser usado na descoberta de novas drogas, em
estudos epidemiologicos, na definicdo de novas terapias para o combate das infeccdes causadas por
microrganismos patogénicos, sobretudo as de etiologia fungica. Alguns fungos ndo possuem resposta
adequada as terapias consideradas padrfes e podem requerer 0 uso de novos compostos com atividade
antifingica, uma vez que a continuidade do tratamento com as drogas classicas induz o
desenvolvimento de resisténcia e elevado grau de toxicidade (PFALLER et al., 2010; WALSH et al.,
2004; REX et al., 2001).

Apesar de serem consideradas menos invasivas e virulentas que as cepas de C. albicans,
algumas espécies Candida ndo-Candida albicans tem menor sensibilidade aos antiflngicos
comumente usados (KRCMERY; BARNES, 2002), visto que tem sido descrito um aumento na
incidéncia de espécies Candida ndo-Candida albicans na etiologia da candidemia (BONFIETTI et
al., 2012; COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Acredita-se que o maior indice de isolamento de C. glabrata nos EUA e de C. parapsilosis no
Brasil e em outros paises se deve ao uso do fluconazol de forma empirica e em terapias profilaticas
(GALBAN; MARISCAL, 2006). O extenso tempo de utilizacdo destes agentes promove uma pressao
seletiva sobre as populacGes de leveduras (LIN et al., 2005). Pfaller et al. (1999) identificaram que
2,9% dos isolados europeus eram resistentes ao fluconazol, seguido de 2,5% das cepas dos EUA,
2,4% na America Latina e 1,6% no Canada.

A maior parte dos relatos de resisténcia das leveduras é atribuida ao fluconazol e
equinocandinas com cepas isoladas de pacientes com imunodeficiéncia humana (HIV) ou que
anteriormente foram tratados com essas classes de antifungicos (ARENDRUP et al., 2014; PFALLER
et al., 2010; GALBAN; MARISCAL, 2006). O fluconazol é eficaz contra as variadas espécies de
leveduras, contudo, Candida krusei possui resisténcia intrinseca ao fluconazol, ao passo que Candida
glabrata pode apresentar-se com sensibilidade reduzida a tal farmaco. (PAPPAS et al., 2009).

A resisténcia aos azolicos também pode ser resultado da exposicao prévia a estes compostos
devido a presenga no meio ambiente, atraveés, residuos agricolas (SNELDERS et al., 2009). O uso
massivo de azdis na agricultura podem resultar em cepas resistentes inclusive da microbiota fangica,
esta perturbacdo da microbiota pode ocasionar em mutagdes genéticas dessa populagéo, resultando

em patdgenos potencialmente resistentes. De acordo Snelders et al. (2009), essa resisténcia nao é
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restrita ao paciente com exposi¢do hospitalar prévia deste farmaco, sendo o meio ambiente um
importante determinante na geragdo de resisténcias secundaria de cepas e hospedeiros.
(CHOWDHARY et al., 2014).

A identificacdo das espécies de leveduras envolvidas nas infec¢bes invasivas e 0
conhecimento do uso prévio de antifungicos sdo de fundamental importancia, pois pode sugerir a
provavel resisténcia in vitro ao fluconazol e a outros farmacos. A anfotericina B constitui-se num
recurso extremo para o tratamento de infecgdes flngicas, sendo a resisténcia a esse farmaco ainda
pouco frequente. Contudo, existem relatos de isolados de Candida ndo-Candida albicans,
principalmente C. krusei, em que tal fenémeno ¢é identificado, além de isolados de Trichosporon, ja
Candida auris tem sido a espécies mais preocupante atualmente, sobretudo no Brasil, que
prioritariamente utiliza em seus guidelines fluconazol e anfotericina B, e essa espécie tem se
demonstrado totalmente resistente aos referidos farmacos (ARENDRUP et al., 2014; PAPPAS et al.,
2009).

A susceptibilidade in vitro aos antifungicos pode ndo predizer o sucesso da terapia, mas a
possibilidade de uma droga ou sua concentracdo falharem é observado quando uma cepa € resistente.
Existem varios fatores que além da susceptibilidade in vitro influenciam no tratamento: a
farmacocinética e farmacodinamica do medicamento em questdo, o grau de debilidade do paciente, 0
potencial de viruléncia do patogeno e a acessibilidade do farmaco ao local de infeccdo. Uma boa
resposta imunoldgica do paciente € de grande valia, visto que os azélicos ndo sdo fungicidas, mas
fungistaticos (TAPIA et al., 2003).

3.6 CUMARINAS

O género Citrus (Rutacae) € originario principalmente em Taiwan, o sul da China, India,
Vietnd e Maléasia. Varias espécies de Citrus tém sido utilizadas como alimento, e sua casca, folhas e
raizes também tém sido utilizadas na medicina popular ou como especiarias em Taiwan. Entretanto
tem sido relatado que espécies de Citros contém varios compostos com propriedades medicinais
como: flavonoides, tetranortriterpendides, monoterpenoides e varias cumarinas bioativas. Assim
como nos Citrus as cumarinas sdo 0S compostos majoritarios presentes nas espécies de Pterocaulon,
sendo que a maioria apresenta em sua estrutura quimica o grupamento 6,7-metilenodioxi (WU E
FURUKAWA 2018).

Cumarinas sdo compostos fenolicos de origem natural resultantes do metabolismo secundario,
amplamente distribuidas nos vegetais (predominantemente nas Angiospermas), mas também podem
ser encontradas em fungos e bactérias. Apresentam uma extensa variedade de efeitos bioldgicos

incluindo anticoagulante, estrogénico, fotossensibilizante, anti-helmintico, vasodilatador,
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moluscicida, sedativo, hipnético, analgésico, hipotérmico (HOULT e PAYA, 1996; OJALA et al.,
2000), antioxidante (RAJ et al., 1998; MORABITO et al., 2010) e antitumoral (DEXEUS et al., 1990;
NOGUCHI et al., 1995; JIMENEZ-OROZCO et al., 1999; CHIMICHI et al., 2002; YANG, 2010).
Atividades antiviral (ZEMBOWER et al., 1997; PATIL et al., 2010), antibacteriana (MAXWELL,
1993; CHIMENTI et al., 2010) e antifungica (STEIN et al., 2006; THATI et al., 2007; SINGH et al.,
2010) tém sido amplamente investigadas. Exemplos de cumarinas com atividade antimicrobiana sdo
herniarina, escopoletina, 7-amino-4-metil-cumarina.

Estudos realizados com a planta Conium maculatum tém mostrado que furanocumarinas séo
0s compostos antifungicos predominantes, além da umbeliferona (FATMA et al., 2004). A atividade
antifingica da escopoletina , proveniente de Ulmus pumila e Ulmus campestris, também foi verificada
(VALLE et al., 1997). Flavonoides e cumarinas tém sido isolados das partes aéreas de Tordylium
apulum, dentre elas pode se destacar as diidrofuranocumarinas com atividade antifungica (KOFINAS
etal., 1998).

Segundo os estudos de Sardari et al (1999) diversas cumarinas estruturalmente simples,
furanocumarinas e cumarinas de origem sintéticas foram testadas quanto a atividade antifingica
frente a leveduras. Angelicina uma furanocumarina isolada de Diplotaenia damavandica, bem como
seus derivados, apresentaram satisfatdria atividade antifungica, e o grupamento OH livre no C-6 é
essencial para a atividade frente ao fungo testado e que o grupamento benzil no C-5 diminui a
atividade.

Outro estudo avaliou a atividade antifungica de cumarinas comerciais, obtidas por sintese e
isoladas da planta mexicana Tagetes lucida contra fungos filamentosos. A triagem dessas cumarinas
indicou que a presenca de grupamento metdxi na posicdo C-7 é fundamental para a atividade e que
0s grupamentos dimetoxi nas posicdes C-6 e C-7 favorecem essa atividade (CESPEDES et al., 2006).
Por sua vez, substituicbes em C-3 reduzem a atividade antifungica assim como a introducdo de
cadeias longas em C-7 (AHMED et al., 2005; TELES et al., 2006; IRANSHAHI et al., 2008).

As cumarinas também foram avaliadas no tratamento de diversas condigdes clinicas
resultando no emprego de variados regimes de dose. As doses recomendadas variam de 8 mg/dia para
tratamento de constricdo venosa até 7.000 mg/dia para terapia antineoplasica (MARSHALL et al.,
1994). Elas sdo rapidamente absorvidas sofrendo metabolismo hepatico CYP2A6 a 7-
hidroxicumarina, sendo excretada na urina, na forma de conjugados glicurénicos e sulfatados. Sendo
a principal via de metabolismo das cumarinas em primatas € por hidroxilagdo (PEARCE et al., 1992).

Alteracdes funcionais no figado tém sido relatadas em uma pequena propor¢do de pacientes
que tende a reverter a normalidade quando o tratamento € suspenso. A hepatotoxicidade foi observada
em ratos e em camundongos, mas ndo em humanos e esse fato esta provavelmente associado a

predominancia da via de detoxificacdo atraves da 7-hidroxilagdo. Em ratos e camundongos as
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principais alteracbes observadas foram nos rins e pulmdes. Os dados disponiveis sugerem que as
cumarinas nao sao agentes genotdxicos, nenhuma evidéncia de cumarina indutora de genotoxicidade

foi observada em estudo in vivo em ratos e Drosophila melanogaster (LAKE et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este foi um estudo epidemioldgico do tipo exploratério e prospectivo que inclui casos de
candidiase sistémicas em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva atendidos no
periodo de agosto de 2017 a abril de 2019. O estudo foi realizado obedecendo as diretrizes e normas
regulamentares de pesquisa envolvendo seres humanos de acordo com a Resolugéo n°® 466/2012 do
Ministério da Saude sendo sua realizacdo foi iniciada apds a aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE. Os riscos ao paciente,
quando houveram, foram minimos uma vez que foram minimizados pela realizacdo da coleta das
amostras por profissionais habilitados. O material bioldgico obtido foi utilizado na rotina para
diagnostico e tratamento dos pacientes. Em relacdo aos riscos referentes aos documentos que
poderiam ser utilizados na pesquisa, poderia ocorrer quebra de sigilo ou extravio do material. O Unico
risco direto foi, seria, constrangimento no momento da assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE), para minimizar este risco a abordagem inicial foi realizada pela equipe de
psicologia da unidade de terapia intensiva. No entanto, foi esclarecido ao paciente sobre o direito de
ndo querer participar da pesquisa ou de desistir em qualquer etapa da mesma. Os pacientes
participantes da pesquisa tiveram como beneficios diretos a rapidez e precisdo no diagndstico
micoldgico, nos quais, levam a uma melhor decisdo clinica para um tratamento mais eficaz,
melhorando, assim, a qualidade de vida dos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva,
também foram fornecidos subsidios (informacGes) para maiores esclarecimentos sobre a doenca. Os
preceitos éticos preconizados na resolucdo 466/2012 da CONEP foram respeitados e as informacgoes
pertinentes as condutas éticas da pesquisa, constardo no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Além de garantir a privacidade do sujeito envolvido na pesquisa. Quando necessario foi utilizado os
portuarios dos pacientes os mesmos foram solicitados no Servico de Arquivo Médico e Estatistica —

SAME, para complementacdo da pesquisa.

4.2 CRITERIO DE INCLUSAO

Foram incluidos nesta pesquisa 0s participantes que estiverem internados em UTI e que
possuiam solicitacdo médica para diagndstico micologico. Além disso, foram incluidos no projeto
apenas 0s pacientes que concordarem em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) ou que, nos casos em que 0 participante esteja inapto ou incapaz, o seu responsavel legal
assine. Foram acompanhados os pacientes atendidos no Hospital das Clinicas HC-UFPE e Hospital
Getulio Vargas (HGV-PE).
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4.3 CRITERIO DE EXCLUSAO
Pacientes externos a Unidade de Terapia Intensiva, pacientes que apresentaram quadro
infeccioso compativel com infeccdo bacteriana ou viral e aqueles que ndo aceitarem participar da

pesquisa mediante a recusa do TCLE.

4.4 OBTENC}AO DAS AMOSTRAS CLINICAS E DOS DISPOSITIVOS MEDICO INVASIVOS
As coletas foram realizadas em pacientes (n=100) internados em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) do Hospital das Clinicas de Pernambuco e Hospital Getulio Vargas da cidade do
Recife-PE. As amostras foram coletadas e processadas a depender do material bioldégico. Amostras
de sangue, foram coletadas em dias consecutivos, assepticamente por puncdo venosa em tubos
Vacutainer ® com EDTA e posteriormente, acondicionadas em tubos contendo meio Brain Heart
Infusion-BHI. Para as amostras obtidas por biopsia, fluidos biolégicos como liquido céfalo
raquidiano, lavado brénquico alveolar, secrecdo de feridas, entre outros, estas foram acondicionadas
assepticamente e encaminhadas para o Laboratorio de Micologia do Centro de Biociéncias para
realizacdo do diagnostico laboratorial micoldgico através de exame direto e cultura. Paralelamente,
as amostras dos dispositivos médicos invasivos como cateter, sondas entre outros, em uso pelos
pacientes, foram obtidas para isolamento de leveduras que possivelmente estiverem colonizando o

material.

4.4.1 Realizacdo do diagndstico micoldgico e isolamento fungico a partir dos dispositivos
medicos invasivos

Apbs a obtencdo das amostras clinicas (pacientes e dispositivos), foram preparadas laminas
sem adicdo de corante ou clarificante e, quando necessario, foram clarificadas com solu¢do aquosa a
20% de Hidroxido de Potéssio-KOH, contrastadas com Nankin e/ou coradas com Giemsa.
Concomitantemente, as amostras foram semeadas em duplicata na superficie de meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas
atemperatura de 30° C e 37° C por até 15 dias. Ap0s o surgimento das colonias estas foram purificadas
e identificadas.

4.4.2 Purificagéo dos isolados

Para purificacdo dos agentes etiologicos, foram colocados fragmentos da colonia em agua
destilada esterilizada suplementada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo 0,2 mL foram
semeados por estria na superficie do meio SDA com antibiético contido em placas de Petri.
Posteriormente, as unidades formadoras de col6nias serdo repicadas para tubos de ensaio contendo

mesmo meio, para posterior identificacao.
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4.5 ldentificagdo dos isolados clinicos e obtidos dos instrumentos médico-invasivos

A identificacdo foi realizada através de kits comerciais CHROMagar™ (COL et al., 2009,
Mimica et al., 2009), além da observacéo caracteristicas macroscépicas, microscopicas e fisioldgicas
das culturas (identificacdo morfofisiologica) segundo Barnett et al. (2000), as espécies tiveram ainda
sua taxonomia confirmada atraves da espectrometria de massa MALDI TOF (PUTIGNANI et al.,
2010; VEEN et al., 2010).

4.5.1 Identificacdo pelo CHROMagar Candida (COL et al., 2009, MIMICA et al., 2009)

A partir das amostras de leveduras foram preparadas suspensdes em dagua destilada
esterelizada. Em seguida, sera ajustada a turbidez para concentracdo correspondente ao padrdo 2 da
escala de McFarland. Posteriormente, as referidas suspensdes foram semeadas no meio CHROMagar
Candida contido em placas e incubadas a 37 °C durante 48 horas. A leitura seguiu as cores

relacionadas as espécies a exemplo de C. albicans (cor verde), C. tropicalis (azul) e C. krusei (rosa).

4.5.2 lIdentificacdo automatizada pelo Vitek 2 Compact

Para analise automatizada, foram preparadas suspensdes através da transferéncia de colonias
das leveduras para 3,0 ml de solucgéo salina (solugédo aquosa a 0,45% a 0,50% de NaCl, pH 4,5 a 7,0)
estéril (Sigma). A turvacdo foi ajustada de acordo com a escala (1,80 - 2,20) de McFarland. As
suspensdes das leveduras foram colocadas no cassete junto com o0s respectivos cartbes de
identificacdo e postas no aparelho de vacuo integrado. Em seguida, o cassete contendo as suspensdes
foi colocado manualmente no equipamento (Vitek2® Compact, bioMérieux) na cdmara de vacuo. Os
resultados obtidos foram transportados para um sistema Optico de reacdo de leitura, o qual é
conjugado ao computador onde os dados foram transferidos e processados. Os cartdes inoculados,
vedados e incubados foram mantidos a 35,5 °C + 1,0 °C (MONDELLI et al., 2012).

4.5.3 ldentificagdo morfofisioldgica

Morfologia das células vegetativas crescidas em meio liquido e sélido

A forma das células vegetativas como critério taxonémico foram verificadas através de
laminas contendo fragmentos da cultura (crescimento em meio agar Sabouraud dextrose) corados
com azul de Aman (lactofenol blue) e observadas quanto as diferentes morfologias. O comprimento
e a largura das células foram medidos e os valores obtidos da medicéo de pelo menos 20 células foram
determinados (LODDER, 1970).
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Formacéao de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporo

A verificagdo da formacgdo de pseudomicelio, micelio verdadeiro e clamiddsporos foram
realizadas em &gar-fuba (CornMeal agar, fazendo-se duas estrias paralelas, as quais foram recobertas
com laminula esterilizada. Para evitar a dessecacao do meio, o procedimento foi realizado em camara
Umida e a visualizacdo das estruturas atraves foi feita apds 24h, 48h e 72h (LODDER, 1970).

Hidrolise da Uréia

As amostras com até 48h de crescimento foram semeadas em agar uréia e incubadas a 37°C. Os tubos
foram examinados a cada meia hora por até quatro horas a fim de verificar a mudanca de cor (amarelo
para vermelho), indicando producéo de urease (BARNETT; PAINE; YARROW, 2000).

4.5.4 lIdentificacdo por espectrometria de massa MALDI-TOF

Os isolados foram submetidos a analise direta por espectrometria de massa (MALDI-TOF;
MALDI Autoflex, BrukerDaltonics, Bremen, Germany). O cultivo e manutengéo dos isolados foram
em meio de cultura Dextrose Peptona Extrato de Levedura (YEPD). Para padronizagdo células da
bactéria Escherichia coli, foram utilizadas como calibrante, cultivadas e mantidas em meio agar
Luria-Bertani (LB), ainda, foi cultivado em YEPD e incorporado nas analises Trichophyton rubrum
controle externo. Durante o procedimento as incubacdes foram padronizadas em 20h e as linhagens
se desenvolverdo aerobicamente a 37°C. Todas as culturas foram analisadas antes do uso quanto a
pureza e foram novamente repicadas pelo menos uma vez antes da analise pelo MALDI TOF MS.

A partir do cultivo celular, foi realizado o procedimento de extracdo proteica. Onde foi
adicionado 300 pL de agua em cada microtubo (1,5mL) e transferido uma aliquota dos
microrganismos para o tubo, seguida de agitacdo por vortex. Foi adicionado 900 pL de Etanol e
agitado por vortex completamente, em seguida as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 5
minutos. Todo o excesso de etanol foi removido e foi adicionado 50uL de acido formico a 70% e
homogeneizado, logo em seguida foi adicionado 50 pL de acetonitrila a 100% e foi agitado vortex
completamente. A amostra foi centrifugada a 6000 rpm por 5min e partir dai, 1 pL do sobrenadante
foi colocado sobre os 48 anéis da placa de aco; ap0s secagem rapida, foi adicionado 1 pL de matriz-
composto organico capaz de absorver radiagdo na regido do espectro onde o laser opera (75mg/mL
de acido a-ciano-4-hidroxicindmico-CHCA em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de acido
trifluoroacético-TFA) e deixado secar a temperatura ambiente.

As amostras foram cristalizadas em temperatura ambiente (20 £ 2 °C) e transferidas em
duplicata para testar a reprodutibilidade do isolado. Durante as andlises todas as solugdes foram
preparadas e estocadas a +5 °C (Putignani et al., 2010; Veen et al., 2010). Os espectros para

determinacdo do perfil protéico dos isolados foram obtidos através de um laser de nitrogénio (337
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nm), onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente acima do limiar para a producao de ions.
E. coli DH5a com conhecidos valores de massa das proteinas ribossomais foi usada para calibragéo.
A variacdo de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com pulso de 104 ns
em uma voltagem de +20 KV. Espectros finais foram gerados através da soma de 20 tiros de laser
acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, levando a um total de 10.800 disparos de
laser somados por espectro. A lista de picos obtidos foi exportada ao software Biotyper™ (Biotyper
system, versdo 3.0) onde as identificacOes finais foram alcangadas. Identificacdo através do software

Biotyper™ foi baseada apenas na presenca ou auséncia de cada pico no espectro.

46 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE CELULAS
PLANCTONICAS

Os testes de sensibilidade antifingica in vitro foram realizados seguindo o protocolo descrito
no documento M27-A3, M60 e M59b (CLSI, 2008/2017/2020). O isolado de C. parapsilosis ATCC
22019 foram utilizados como controle. O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sddio, pH 7,0 £ 0,1, com acido morfolino propano
sulfonico (MOPS; 0,165 mol. L; Sigma-Aldrich). Os agentes antiflingicos utilizados foram o
fluconazol (Pfizer) preparado em &gua deionizada, a anfotericina B (Bristol-Myers Squibb), a
Caspofungina (Merck Sharp &amp; Dohme), micafungina (Astellas Pharma Tech CO) e
anidulafungina (Pfizer), e escoparone 6-7dimethoxicumarina (SIGMA/MERCK) todos diluidos em
Dimetil-sulfoxido.

As leveduras clinicas e isoladas dos instrumentos foram mantidas em meio SDA e incubadas
a 35°C. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solucdo salina, e a densidade ajustada de
acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um espectrofotdmetro a
530 nm. O volume do indculo foi ajustado para 5,0 mL de solucdo salina esterilizada e,
posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentraco de 2-5x102 céls/mL.
Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagdo planas de 96 pogos (TPP;
Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado aos po¢os com as drogas a serem testadas, e as placas
foram incubadas a 35°C durante 24.

As Concentracdes Inibitorias Minimas (CIMs) foram determinadas com inibicdo de 100%
para anfotericina B e escoparone 6-7dimethoxicumarina e >50% em relagdo ao pogo controle para o

fluconazol, a capofungina, a micafungina e a anidulafungina.
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4.7 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME EM SUPERFICIE DE
POLIESTIRENO

As leveduras foram cultivadas em Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) a 37°C overnight,
em seguida foram suspensas em meio RPMI tamponado com HEPES e ajustada para concentracao
de 10° células/ml. Posteriormente 100 pL serdo adicionadas em pogos das placas de poliestireno
contendo 96 pogos, sendo mantidas a 37°C por 24 horas. Em seguida, os pogos foram lavados trés
vezes com tampdo fosfato (PBS) para remover células ndo aderentes. E entdo foram incubadas
durante 48h a 37°C para posterior avaliacéo.

A quantificacdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de reducéo de sal de tetrazélio, onde
20 pL, na proporgédo de 5 pL para 1mL de tampdo PBS, esterilizado por filtragdo em membrana
(Millipore, poros de 0,22um) foi adicionado a cada pogo da placa de microtitulacdo, inclusive nos
controles. As placas foram incubadas na auséncia de luz a temperatura de 37°C, por 18 horas.
Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado 200 pL de isopropanol (FREMOSIER et
al., 1999; BERRIDGE; HERST; KROM et al., 2007). As placas foram mantidas em repouso por 15
minutos e em seguida foram transferidos 100 pL do contetudo de cada poco para nova placa de
microtitulacdo afim de proceder a leitura em leitor de microplacas com 540 nm de comprimento de
onda (RAMAGE et al., 2002; KROM et al., 2007; PIERCE et al., 2008).

4.8 TRATAMENTO DE BIOFILME FUNGICO

Foram selecionados os melhores produtores de biofilme de cada espécies e a partir da
formacdo deste nos pocos das placas de poliestireno com periodo de incubacdo de 48 horas, como
descrito anteriormente no item 5.6. Em cada placa foi preparado um controle negativo (pogo sem
formac&o de biofilme, pogo n°1 com RPMI), um controle de 100% de crescimento (com suspenséo
de células em RPMI). Depois de formado, o biofilme foi lavado com 100uL de PBS estéril por trés
vezes para remoc¢do das células ndo aderentes. A seguir, nos po¢os 2 a 11 foi colocada solucédo de
100pL de solucédo de antifungico em dilui¢do seriada e no pogo 12, novamente RPMI, incubando-se
a 37°C durante 48 horas.

Decorrido o tempo de incubacéo, a droga foi aspirada e cada poco lavado trés vezes com PBS
estéril. Na sequéncia, serd colocado em todos 0s pocos 20 pL do corante de viabilidade celular (MTT-
Sigma Chemical, St. Louis, MO). Apds incubagdo de 18h no escuro, o corante foi removido, 0 poco
lavado e adicionado isopropanol (200 pL). Posteriormente, foram retirados 100 pL de cada pogo,
transferindo-se para nova placa. A absorbancia do conteddo dos pocos da placa foi lida a 540nm. A
reducdo de crescimento foi comparada ao pogo 12, que corresponde a 100% de crescimento, livre de
droga (HAWSER; DOUGLAS, 1994; DE LOGU et al., 2005).
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4.9. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados referentes a producéo e tratamento de biofilme foram analisados estatisticamente
pela analise de variancia (ANOVA) e pds teste de Tukey, com o nivel de significancia de P <0,05.

Através do software Graphpad prism 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIAGNOSTICO DE LEVEDUROSES SISTEMICAS E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Durante o periodo de Julho de 2017 a Marco de 2019, foram coletadas 391 amostras
provenientes de 260 pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva dos Hospitais das
Clinicas e Getulio VVargas ambos hospitais situados no municipio do Recife/PE (Fig 1). O diagndstico
micologico foi baseado na presenca de estruturas em parasitismo nas amostras clinicas, sendo
observadas células de leveduras ovais, hialinas e/ou encapsuladas, brotantes e artrosporadas ao exame
direto e no isolamento em cultura (Fig 2).

Foram obtidas 87 cepas de leveduras o que implica numa incidéncia de leveduroses de 22%
aproximadamente, sendo 14 cepas oriundas do Hospital das Clinicas e 73 do Hospital Getalio Vargas
estas pertencente a 73 pacientes, onde 41 eram do género masculino, com idade variando dos 18 aos
88 anos, com mortalidade atribuivel de 67% (n=49) (Tabela 2; Fig 3). Nenhum dos pacientes
avaliados tinha sido transferido de outro setor de internagdo nas 48 horas anteriores ao episddio de
levedurose. As principais doencas de base apresentadas pelos pacientes foram de origem
cardiovascular, diabetes mellitus, neoplasias, hepatite, doenca de Crohn e pancreatite. As condicGes
de risco mais prevalentes foram uso de cateter venoso central, internacao superior a 15 dias, uso de
nutricdo parenteral, procedimento cirurgico, uso de antibidticos de amplo espectro e uso de
medicacgdes imunossupressoras como corticosteroides. A maioria dos pacientes apresentaram quadros

de neutropenia, diante dos resultados do leucograma.

Amostras Clinicas
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emocultura onta de spirado iquido Pleura
(n=367) LCR (n=13) Cateter (n=7) Biopsia (n=2) Renal (n=1) (n=1)
W POSITIVO 75 4 4 2 1 1
W NEGATIVO 292 9 3 0 0 0

Figura 1 — Amostra Clinicas de pacientes internos em Unidades de Terapia Intensiva de

Hospitais terciarios do Recife
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Figura 2 — A- Presenca de células de leveduras em amostra de sangue; B — Isolamento priméario de hemocultura em meio
DAS; C- Purificacdo do isolamento primario; D- Coldnia central de Candida spp; E — Micrografia de Candida albicans com
presenca de micélio verdadeiro e leveduras; F - Micrografia de C. tropicalis com presenca de leveduras globosas; G-
Micrografia de C. parapsilosis com presenca de leveduras e pseudohifas; H- Micrografia de C. glabrata com presenca de
leveduras ovais; I- Macroscopia de Trichosporon sp; J- Micrografia de Trichosporon sp com presenca de leveduras
artrosporadas; L- Macroscopia de Cryptococcus sp; M- Micrografia de Cryptococcus sp com presenca de leveduras

encapsulada.

TABELA 2. Perfil epidemiolégico dos 73 pacientes com episodios de leveduroses sistémicas

em Unidade de Terapia Intensiva de Hospitais terciarios do Recife.

VARIAVEIS NUMEROS
Valores de pacientes 73
Idade anos (média) 58,73
Género (%) M =41
Permanéncia em UTI ~ 29,2 dias
Mortalidade n=49 (67%)
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Figura 3 — Distribuicdo do género e faixa etéaria de paciente internos em Unidades de
Terapia Intensiva de Hospitais terciarios do Recife

As IRAS em UTIs estdo em sua maioria associadas a gravidade clinica dos pacientes e a realizacao
de procedimentos invasivos, como 0 uso de cateter venoso central, sonda vesical de demora,
ventilacdo mecanica, dentre outros. Além do uso de imunossupressores, e prescricao recorrente de
antimicrobianos como medida profilética, o que proporciona a selecdo de microrganismos resistentes,
impondo assim um grande desafio para o controle dessas infec¢des (OLIVEIRA et al, 2014).

O grupo de pacientes com leveduroses diagnosticados durante esta pesquisa apresentavam tais
condicdes de risco prevalentes bem como foram expostos a diversos fatores predisponentes. Em sua
maioria, 0s estudos relatam que a corrente sanguinea é o sitio de infeccdo mais comum quando
associado a dispositivos implantados como o0s cateteres venosos centrais que se configuram como a
principal causa de infeccdo primaria da corrente sanguinea em pacientes internados em UTIs (REIS
et al, 2011). Dados que corroboram 0s nossos estudos onde 86% das infec¢Ges eram provenientes da
corrente sanguinea com associacao a dispositivos medicos invasivos.

O género masculino, foi 0 mais acometido, com faixa etaria variando de 18 a 88 anos. Estes dados
corroboram a Bassetti et al. (2015), em um estudo epidemioldgico nas UTIs de 13 hospitais europeu,
onde os pacientes com leveduroses confirmada tinham idade superior a 63 anos e 57% eram do género
masculino. Anteriormente Bassetti et al. (2013), realizou esse mesmo estudo em hospitais publicos
da Itdlia e Espanha, observando que a média dos pacientes internados, superior aos 60 anos; e 57%
destes correspondiam ao género masculino. Tais dados reforgam nossos achados quanto ao perfil

obtido em nossos estudos. Entretanto para Rodriguez et al. (2017), o género envolvido em episodios
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de infeccdo fungica sistémica ndo possui uma relacdo direta quanto a frequéncia do grupo acometido,
uma vez que fatores como idade avancada, doencgas de bases e até mesmo tempo de internacao
prolongado, podem ser fatores essenciais para desencadeamento dessa infeccao.

Para Cunha et al., (2005) a mortalidade geral dos pacientes com fungemia disseminadas, € de
aproximadamente 60%, ja Papas et al., (2018), destaca que candidemia associada a uma mortalidade
superior a 70%, tais estudo reforcam nossos dados onde observamos um a taxa de mortalidade por
leveduroses em pacientes de UTIs de 67%, e quando relacionado apenas candidemia essa taxa
superou o0s 70%.

O diagnostico das leveduroses ainda é um grande desafio para equipe medica tendo em vista
0s sinais e sintomas inespecificos dessas infecgdes, bem como a baixa sensibilidade e especificidade
do “padréo-ouro” para 0s casos de fungemia, uma vez que as hemoculturas, apresentam
uma sensibilidade de apenas 50% e seus resultados tém atrasos de pelo menos 72 horas apds a
suspeita, 0 que geram elevados diagnoésticos falso-negativo contribuindo para os altos indices de
mortalidade. Para Branddo-Neto, 2014, o uso de ferramenta como imunofluorescéncia e técnicas de
PCR (Polymerase chain reaction) sdo outra alternativa importante para auxiliar esses diagnosticos.
Somado a isto, acreditamos que a busca por testes rapidos de diagnésticos e o uso de inteligéncia

artificial sdo essenciais para minimizar os impactos ocasionados por estas infeccdes.

5.1.1 Abordagem polifésica para caracterizacdo taxonémica dos isolados clinicos de leveduras

Todos os isolados foram identificados através do semeio em CHROMagar Candida (Fig. 4),
sendo também realizada a assimilacdo de fontes de carbono por meio de automacdo através do
VITEK® e BD Phoenix, e posteriormente realizadas analises protedmicas por espectrometria de
massas através do MALDI-TOF. (Tabela 3)

Foram identificados 87 agentes etioldgicos sendo observada uma prevaléncia de Candida
tropicalis (24/87) seguida de C. albicans (23/87), C. parapsilosis (18/87), C. glabrata (13/87),
Cryptococcus neoformans (4), Kodamaea ohmeri (02/87), C. metapsilosis (1/87), C. haemulonii
(1/87) e Trichosporon inkin (1/87). (Fig. 5 e Fig 6)
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Tabela 3. Identificacdo polifasica de isolados de leveduras oriundas de Unidades de

Terapia Intensiva de Hospitais terciarios do Recife

CHROMagar VITEK MALDI TOF
1. HC 04 C. albicans Candida spp C. albicans
2. HC 48 C. albicans Candida spp C. albicans
3. HC 49 C. albicans Candida spp C. albicans
_ & |vove [Cahicas  |Celblans  [Rodemasachme
5. HGV 03 C. albicans C. albicans C. albicans
6. HGV 16 C. albicans C. albicans C. albicans
O L e N T

8. HGV 19 C. albicans C. albicans C. albicans
9. HGV 23.1 | C. albicans C.albicans C. albicans
10. HGV 23.2 | C. albicans C.albicans C. albicans
11. HGV 25 C. albicans C. albicans C. albicans
12. HGV 26 C. albicans C. albicans C. albicans

HGV 36 C. albicans C. albicans C. albicans
15. HGV 46 C. albicans C. albicans C. albicans
16. HGV 47 C. albicans C. tropicalis C. albicans
17. HGV 49 C. albicans C. albicans C. albicans
18. HGV 51 C. albicans C. albicans C. albicans
19. HGV 53.1 | C. albicans C. albicans C. albicans
20. HGV 53.2 | C. albicans C. albicans C. albicans

26. HC 11 C. tropicalis Candida spp C. albicans

27. HC 47 C. tropicalis Candida spp C. tropicalis
28. HC 50 C. tropicalis Candida spp C. tropicalis
29. HGV 08 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
30. HGV 09 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

33.

HGV 17.1

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis

34.

HGV 17.2

C. tropicalis

C. tropicalis

C. tropicalis
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35. HGV 17.3 | C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

36. HGV 21 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

37. HGV 27 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

38. HGV 31 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

39. HGV 34 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

40. HGV 35 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

41. HGV 37 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

42. HGV 39.1 | C. tropicalis Cryptococcus laurentii C. tropicalis

43. HGV 39.2 | C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

44, HGV 40 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

45, HGV 42 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

46. HGV 44 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

47. HGV 45 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

48. HGV 48 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

49, HGV 50 C. tropicalis C. glabrata C. tropicalis

50. HGV 55 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis

51. HGV 01.1 | Candida néo C. albicans C. parapsislosis C. parapsilosis

52. HGV 01.2 | Candida néo C. albicans C. parapsislosis C. parapsilosis

53. HGV 04 Candida ndo C. albicans C. parapsislosis C. parapsilosis

54, HGV 05 Candida nédo C. albicans Trichosporon inkin Trichosporon inkin
55. HGV 07 Candida ndo C. albicans C. parapsislosis C. parapsilosis

56. HGV 10.1 | Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata

57. HGV 10.2 | Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata

58. HGV 10.3 | Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata

59. HGV 12 Candida ndo C. albicans C. parapsislosis C. parapsilosis

60. HGV 14 Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata

61. HGV 20 Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata

62. HGV 22.1 | Candida ndo C. albicans Cryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans
63. HGV 22.2 | Candida ndo C. albicans Cryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans
64. HGV 24.1 | Candida ndo C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis

65. HGV 24.2 | Candida ndo C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis

66. HGV 28 Candida nédo C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis

67. HGV 29 Candida nédo C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis

68. HGV 30 Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata

69. HGV 32 Candida néo C. albicans C. famata / C.parapsilosis C. albicans

70. HGV 33.1 | Candida ndo C. albicans C. parapsislosis C. parapsilosis

71. HGV 38 Candida nédo C. albicans Cryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans
72. HGV 41 Candida nédo C. albicans C. parapsilosis C. parapsilosis

73. HGV 43 Candida nédo C. albicans C. glabrata C. glabrata

74. HGV 52 Candida ndo C. albicans Kodamaea ohmeri Kodamaea ohmeri
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75. HGV 54.1 | Candida ndo C. albicans C. parapsislosis C. parapsislosis
76. HGV 54.2 | Candida ndo C. albicans C. parapsislosis C. parapsislosis
77. HGV 56 Candida n&o C. albicans Cryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans
78. HGV 57.1 | Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata
79. HGV 57.2 | Candida ndo C. albicans C. glabrata C. glabrata
80. HGV 58 Candida néo C. albicans C. glabrata C. glabrata
81. HGV 59 Candida n&o C. albicans C. glabrata C. glabrata
82. HC 01 Candida néo C.albicans C. parapsilosis C. parapsilosis
83. HC 27 Candida néo C.albicans Candida spp C. parapsilosis
84. HC 30 Candida néo C.albicans Candida spp C. parapsilosis
I A e e T e I =
86. HC 38 Candida néo C.albicans Candida spp C. parapsilosis
87. HC 46 Candida néo C.albicans Candida spp C. glabrata

Figura 4 —Identificacdo de leveduras obtidas de pacientes com levedurose sistémica por meio
CHROMégar.

A taxonomia de leveduras é extremamente complexa, tendo em vista as metodologias
atualmente utilizadas para a classificacdo de espécies, que utiliza caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas e bioquimicas (DE HOOG et al., 2000). Em muitos casos, 0s taxonomistas tém grandes
dificuldades para determinar quais sdo as caracteristicas que realmente definem uma espécie ou
género. Em nosso estudo utilizamos uma abordagem polifasica para determinagdo das espécies de

leveduras.
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Foi evidenciado neste trabalho que C. tropicalis foi a espécie mais incidente (27,6%) no
universo de 87 isolados, seguido por C. albicans (26,4%). As espécies de Candida- ndo C.albicans
correspoderam & 71% dos casos. Em estudo realizado na india (CHAKRABARTI et al 2015),
considerando apenas os isolados de UTI, 80% correspondiam a espécies de Candida- ndo C.albicans.
A distribuicdo geral das espécies depende da distribuicdo geografica e das caracteristicas clinicas
associadas aos pacientes. A mudanca na epidemiologia das infecgdes por Candida em conex@o com
espécies de Candida - ndo C.albicans é clinicamente relevante, sobretudo entre que apresentam
resisténcia intrinseca ao antifungicos (LAMOTH et al 2018; TAKEUCHI e al 2002).

Nos Estados Unidos da América, um estudo realizado em 56 hospitais entre 1998 e 2006
constatou 1218 episodios de infec¢bes na corrente sanguinea por especies Candida. A espécie C.
albicans foi a mais prevalente, identificada em 611 casos (50,7%), seguida por C. parapsilosis
(17,4%), C. glabrata (16,7%) e C. tropicalis (10,2%). A proporc¢do de espécies de Candida - ndo
C.albicans aumentou significativamente (p <0,001) (GIL et al 2016).

Nas UTIs de hospitais europeus e australianos, C. glabrata é geralmente o isolado de Candida
ndo-C.albicans mais comum, responsavel por cerca de 20% das infec¢des. Além disso, C. glabrata é
menos virulenta que C. albicans e esta associado ao aumento da idade e a transplantes de 6rgéos
solidos. Os isolados de C. tropicalis sdo semelhantes aos de C. albicans em termos de viruléncia e
sdo comparativamente menos frequentes (aproximadamente 9%) (NOREEN et al 2015).

Na América do Sul, C. tropicalis € o isolado Candida - ndo C.albicans mais comum
(aproximadamente 20%), enquanto C. glabrata é isolado em cerca de 9% dos casos. Essas diferencgas
na distribuicdo das espécies podem ajudar a explicar as diferentes taxas de mortalidade associadas a
candidemia relatadas na Europa (50%) e na América do Sul (70%) (NOREEN et al 2015).

A relacéo entre as espécies de C. albicans e Candida- ndo C.albicans encontradas no presente
estudo estd de acordo com a maioria das publicacGes, cujas evidéncias sugerem uma mudanca nas
Gltimas décadas em relacdo as proporc¢des estimadas. Observa-se uma diminuicdo na proporcao de C.
albicans e um aumento em C. tropicalis e C. parapsilosis, principalmente em estudos nos EUA e na
Europa. Os resultados apresentados aqui refletem, no entanto, uma proporcdo maior de C. tropicalis
que C. parapisilosis, C. glabrata e outras especies.

Recentemente, C. auris tem surgido como importante patdgeno emergente em infeccdes
fungicas hospitalares. No Brasil, ja houve notificagdo de um caso, entretanto, as limitagdes nos
métodos laboratoriais podem encobrir a ocorréncia desse agente, pois muitas vezes vem sendo
caracterizada equivocadamente como C. haemulonii, C. famata e/ou Rhodotorula glutinis pelos
sistemas automatizados (CALVO et al., 2016).



SANTOS, FAG - Leveduroses Sistémica: Diagndstico Laboratorial 54

Em 2017 um estudo realizado por Sarma; Upadhyay, evidenciou a enorme dificuldade em
relacdo a identificacdo automatizada desse fungo. Entretanto, ndo apenas as espécies emergentes
requerem atencdo quanto ao diagndstico (OLIVEIRA et al., 2014).

Em nosso estudo espécies de C. tropicalis foram identificadas como C. glabrata, C. albicans
como C. famata e C. parapsilosis como C. albicans pelo método automatizado VITEK2. Assim
incorporacdo de técnicas protedmicas associadas com as técnicas ja disponiveis vém contribuindo
significativamente para o diagndstico com alta confiabilidade, eficacia e precisdo, culminando no
melhor progndstico para o paciente (OLIVEIRA et al., 2014).

Estudos demonstraram o desempenho de MALDI TOF MS para a identificacdo de espécies
de Candida. Pulcrano et al. (2013), avaliaram 82 leveduras, isoladas de infeccbes da corrente
sanguinea, onde todos isolados foram identificadas a nivel de espécie. Na pesquisa realizada por
Yaman et al. (2012), foram identificadas 281 leveduras isoladas a partir de culturas de sangue.

Em nosso estudo, MALDI-TOF MS, foi a ferramenta de diagnostico que favoreceu a melhor
confiabilidade e rapidez na identificacdo dos agentes etioldgicos, sendo possivel distinguir espécies
como as pertencentes ao Complexo C. parapsilosis que sdo fenotipicamente iguais, mas
genotipicamente diferentes.

Entretanto quando pensamos nos géneros Cryptococcus e Trischosporon, encontramos uma
limitacdo maior no que diz respeito a taxonomia uma vez que as ferramentas moleculares séo a forma
de identificacdo de espécies mais confidveis, seja pelo sequenciamento ou por espectrometria de
massa (ARENDRUP et al., 2017). Sendo essa identificacdo precisa a nivel de espécies o que pode

predizer o a escolha do tratamento especifico bem como sucesso terapéutico.
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Figura 5 - Incidéncia das espécies de leveduras clinicas de pacientes com
leveduroses sistémica, internados em Unidades de Terapia Intensiva
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B C. albicans (n=23) 1 4 3 2 1 1 2 2 1 2 1 3
W C. tropicalis (n=24) 2 1 4 1 1 1 4 3 2 1 2 1 1
W C. parapsilosis (n=18) 1 4 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1
C. glabrata (n=13) 5 1 1 1 1 4
B C. metapsilosis (n=1) 1
B C. haemulonii (n=1) 1
B Kodamaea ohmeri (n=2) 1 1
B Cryptococcus neoformans(n=4) 2 1 1
W Trichosporon inki (n=1) 1

Figura 6 - Espécies identificadas a partir de 87 amostras clinicas de pacientes com leveduroses sistémica, internados em Unidades de Terapia Intensiva
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5.2 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

Foram avaliadas as concentra¢des inibitorias minimas (CIM) dos 87 isolados frente a oito
antifangicos padrdes com valores de CIM variando de 0,125 > 64 ug/mL para fluconazol
apresentando 46/87 isolados sensiveis, 19/87 dose dependente e 22/87 resistente (CIM > 8 pug/mL),
Itraconazol apresentou CIM com variacao de 0,03 > 16 pg/mL sendo 61/87 isolados sensiveis 03/87
dose dependentes e 23/87 resistentes (CIM > 1 pg/mL); Voriconazol demostrou CIM variando de
0,03 > 16 pg/mL, sendo 36/87 isolados sensiveis, 22/87 dose dependentes e 29/87 resistentes (CIM
> 1 pg/mL), Cetoconazol apresentou CIM variando de 0,03 a 4 ug/mL sendo portanto todos os
isolados considerado sensiveis, Quanto as equinocandidas, micafungina aparentou MIC variando de
0,03 > 16 ug/mL, tendo 71/87 isolados sensiveis, 03/87 dose dependentes e 13 resistentes (CIM > 0,5
ug/mL), Anidulafungina apresentou variagdes de CIM 0,03 > 16 pg/mL, sendo 50/87 cepas sensiveis,
14/87 dose dependentes e 23/87 resistentes (CIM >0,5 ng/mL), Caspofungina apresentou CIM com
variagdo de 0,03 > 16 pg/mL, 58/87 isolado foram sensiveis, 10/87 dose dependentes e 19/87
resistentes (CIM > 0,5 pg/mL), Anfotericina B apresentou CIM 0,25 > 2 ug/mL, onde 79/84 cepas
foram sensiveis para este farmaco e 8/87 foram resistentes com CIM > 2ug/mL (Tabela 4).

O conhecimento da epidemiologia local, antifungigrama e o historico de exposi¢cao
antifungica do paciente sdo fundamentais para o gerenciamento adequado da terapéutica. O aumento
na incidéncia de espécies de Candida ndo — C. albicans tem tornado a terapia mais complicada, uma
vez que este aumento pode esta sendo influenciado pela profilaxia antifingica ou mesmo exposi¢do
prévia, estudos tem demonstrado que paciente que ndo foram expostos de forma empirica ao
fluconazol tem menos chances de desenvolver resisténcias ao referido farmaco (ROBBINS e al,
2017). Em nosso estudo podemos observar que aproximadamente 53% das cepas foram sensiveis ao
fluconazol, entretanto em sua maioria eram espécies de C. albicans, dados que corroboram também
os estudos de Berkow et al, 2017, onde demonstram que C. albicans tem uma baixa incidéncia de
resisténcia ao fluconazol, aproximadamente 0,5 a 2%, ja C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata,
por outro lado, tem taxas mais altas em 4-9%, 2-6% e 11-13%, respectivamente. A levedura
emergente C. auris pode exibir uma taxa de resisténcia ao fluconazol alta como 93%, isso também
reformas os estudos de Robbins et al, 2017, onde destaca que uso extenso do fluconazol como
profilatico tem resultado no desenvolvimento de resisténcia generalizada. De acordo com Alexander et
al., 2005 os pacientes que sdo expostos ao fluconazol, possuem potencial de desenvolver resisténcia
cruzada ao voriconazol, dados que reforcam em nossos estudos onde 86% dos isolados resistentes a
fluconazol também apresentaram padrdes de resisténcia a voriconazol.

O aumento na resisténcia dos antifingicos azollicos pode estar ligado a ocorréncia do

fendmeno trailing pode conferir erros graves na leitura da reacdo de inibi¢do que ocorre nos testes
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de sensibilidade. Um isolado com trailing pode demonstrar alta sensibilidade nas primeiras horas de
leitura, isto €, 24h e resisténcia apds este periodo (REVANKAR et al. 1998). Esse fenémeno pode
explicar os altos indices de resisténcia aos azois apresentados em nossos estudos, sobretudo em
espécies de C. tropicalis, entretanto a revisdo dos perfis de susceptibilidade e a busca de genes
mediadores dessas resisténcias sdo necessarios.

De acordo com as recomendacfes do ultimo lancamento diretrizes da Infectious Diseases
Society of America (IDSA) e da Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Doencas Infecciosas
(ESCMID), a terapia inicial direcionada para pacientes com candidemia ou candidiase invasiva
devem ser baseados nas equinocandinas (PAPPAS et al, 2016; BASSETT] et al 2012). Nas diretrizes
atualizadas da IDSA, o fluconazol continua sendo uma alternativa valiosa em pacientes selecionados
(aqueles que ndo estdo gravemente doentes e aqueles que ndo afetados por espécies resistentes de
Candida), enquanto para as diretrizes da ESCMID ele ndo € a primeira escolha (PAPPAS et al, 2016;
BASSETTI et al 2012). Segundo os estudos de Reboli et al, 2007, os quais compararam a ac¢do da
anidulafungina sobre o fluconazol foi demonstrada que anidulafungina apresentaram uma resposta
geral significativamente melhor (76% vs 60%; P = 0,01), e uma anélise post hoc adicional mostrou
melhores respostas globais (70,8% vs 54,1%), dados que corroboram nossos estudos quando
comparado os dois farmacos a equinocardina apresentou melhor resposta que fluconazol (62% vs
57.2%).

Os dados apresentados neste estudo demonstram que a Micafungina é a equinocadinas que
apresenta melhor respostas quando comparada as demais, o que estar de acordo com Suh et al, 2020
e Van der Geest et al 2016, onde em seus estudos apresentam que a taxa de resposta geral da
micafungina é comparavel a da anidulafungina. Entretanto apresenta maior seguranca e eficacia
enquanto monoterapia em pacientes gravemente enfermos com cancer e candidiase invasiva. Além
da farmacocinética da micafungina ser bem definida em pacientes ndo criticos e criticos atingindo
um estado estacionario no dia 3, sem a necessidade de uma dose de atague, em contraste com a
caspofungina e a anidulafungina.

Nos estudos de Mora-Duarte et al 2002 a caspofungina foi tdo eficaz quanto a anfotericina B
desoxicolato em pacientes com candidemia (82,6%), mas significativamente melhor tolerado. Alem
disso, a caspofungina mostrou eficacia no tratamento de segunda linha de candidiase invasiva ou
mucosa em pacientes que eram refratarios a outros antifingicos. Num estudo multicentrico Cornely
et al. 2007, observaram a eficacia da caspofungina no tratamento de candidiase profunda como
Peritonite ou abscesso por Candida, disseminada crénica candidiase e osteomielite. Os pacientes
mostraram-se bem taxas de resposta geral de até 80% . Dados que reforcam nosso estudo onde as
cepas de Candida aprsentaram uma resposta de aproximadamente 84% com eficacia semelhante a

anfotericina B.
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Segundo Nagayoshi et al, 2017, a resisténcia a anfotericina B parece incomum entre isolados
de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, por outro lado, falhas terapéuticas utilizando
anfotericina B sdo bastante documentadas em diversos episodios de infeccdo fungica sistémica
(FALCI et al 2015). Relatos sugerem que uma proporcao crescente de C. glabrata e C. krusei pode
evidenciar resisténcia a anfotericina B. Em nosso estudo, dois isolados de C. glabrata (14%)
apresentaram esse padréo, e em contraste os estudos de Nagayoshi et al 2017, 37% do isolados do
Complexo C. parapsislosis apresentaram resisténcia.

Outras leveduras como as género Cryptococcus e Trichosporon ndo apresentam uma
terapéutica bem defina, segundo Arendrup et al, 2014, O género Cryptococos € intrinsecamente
resistente as equinocandinas. O tratamento é realizado usando Anfotericina B isolada ou em
combinacdo e fluconazol e/ou fluconazol isolado, dados que sustentam nossos achados onde 75% das
cepas foram sensiveis a fluconazol e 100% Anfotericina B, 100% resistente a micafungina e
anidulafugina em contrates 25% apresentou padrdo de sensibilidade a caspofungina. J& para género
Trichosporon sugere que os azolicos é classe de drogas primaria para o tratamento da tricosporonose
invasiva e varias das espécies sao resistentes anfotericina B, dados q corroboram nossos estudos onde
os triazélicos apresentaram a melhor resposta frente a cepa estudada. Entretanto para ambos o0s
géneros sao necessarios estudos mais aprofundados acercar do perfil de susceptibilidade antiflngica,
uma vez que o padrdo generalista de tratamento definido para os géneros tem apresentado
discordancias entre algumas espécies e cepas.
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade antifingica frente as drogas padrées de isolados clinicos de pacientes com leveduroses sistémicas internados em
Unidades de Terapia Intensiva de hospitais publicos do Recife -PE

FLU ITRA VORI CETO MICA ANID CASPO ANF B

1. HC 04 C. albicans
2. HC 07 C. albicans
3. HC 08.2 C. albicans
4. HC 08.3 C. albicans
5. HC 11 C. albicans
6. HC 48 C. albicans
7. HC 49 C. albicans
8. HGV 03 C. albicans
9. HGV 16 C. albicans
10.  Hgv19 C. albicans
11.  HGgv23.1 C. albicans
12.  Hgv23.2 C. albicans
13. HGV 25 C. albicans
14. HGV 26 C. albicans
15. HGV 32 C. albicans
16. HGV 33.2 C. albicans
17. HGV 36 C. albicans
18. HGV 46 C. albicans
19. HGV 47 C. albicans
20.  HGVv49 C. albicans
21.  HGvs1 C. albicans
22. HGV53.1 C. albicans
23. HGV53.2 C. albicans
24.  Hcae C. glabrata
25. HGV10.1 C. glabrata
26.  HGV10.2 C. glabrata
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27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43,
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.

HGV 10.3
HGV 11
HGV 14
HGV 20
HGV 30
HGV 43
HGV 57.1
HGV 57.2
HGV 58
HGV 59
HGV 15
HGV 06
HC 01
HC 27
HC 30
HC 38
HGV 01.1
HGV 01.2
HGV 04
HGV 07
HGV 12
HGV 18
HGV 24.1
HGV 24.2
HGV 28
HGV 29
HGV 33.1
HGV 41
HGV 54.1
HGV 54.2
HC 32
HC 47

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. haemulonii
C. metapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsislosis
C. parapsislosis
C. tropicalis

C. tropicalis

0,125
> 64
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B R RN
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59.  HCs0 C. tropicalis > 64 > 16 >14 1 0,03 0,06 0,25 0,5
60.  HGvoO8 C. tropicalis 2 16 16 0,03 0,03 0,03 0,125 0,5
61. HGV 09 C. tropicalis 0,5 0,03 0,5 0,03 0,03 0,125 0,03 0,5
62.  HGV13 C. tropicalis 1 0,03 4 0,03 0,03 0,25 0,5 0,5
63. HGV 17.1 C. tropicalis 4 8 0,5 1 0,06 0,125 0,06 0,25
64. HGV 17.2 C. tropicalis 1 0,03 0,25 0,03 0,03 0,03 0,06 0,25
65.  HGV17.3 C. tropicalis 0,25 0,03 0,25 0,03 0,03 0,5 0,25 0,5
66.  HGv21 C. tropicalis 2 0,06 16 1 0,03 0,06 0,25 0,5
67. HGV 27 C. tropicalis 1 0,03 0,5 0,03 0,03 0,06 0,06 0,5
68. HGV 31 C. tropicalis 16 4 >16 1 0,03 0,03 0,06 1
69. HGV 34 C. tropicalis > 64 >16 >16 4 0,03 0,03 0,03 1
70. HGV 35 C. tropicalis 2 0,03 0,5 0,03 0,03 0,03 0,03 0,5
71.  HGV37 C. tropicalis 1 0,03 0,25 0,03 0,03 0,03 0,03 1
72. HGV 39.1 C. tropicalis > 64 8 >16 1 0,03 0,03 0,03 0,25
73. HGV 39.2 C. tropicalis 8 16 16 1 0,03 0,03 0,03 0,5
74. HGV 40 C. tropicalis 16 16 16 2 0,03 0,03 0,03 2
75. HGV 42 C. tropicalis 64 16 16 1 0,03 0,125 0,5 0,25
76. HGV 44 C. tropicalis 64 16 16 2 0,03 0,03 0,06 0,5
77. HGV 45 C. tropicalis 64 16 16 1 0,03 0,125 0,125 0,125
78. HGV 48 C. tropicalis 32 8 8 2 0,03 0,03 0,06 0,5
79. HGV 50 C. tropicalis 0,125 0,03 0,25 0,5 0,03 0,125 0,06 0,5
80. HGV 55 C. tropicalis 8 0,5 1 2 0,25 4 8 0,125
81. HGV 22.1 Cryptococcus neoformans 2 0,03 0,25 0,03 16 16 16 0,5
82.  Hgv22.2 Cryptococcus neoformans 2 0,03 0,5 0,03 16 16 16 0,25
83. HGV 38 Cryptococcus neoformans 0,125 0,03 0,125 0,03 8 8 1 0,06
84. HGV 56 Cryptococcus neoformans 64 0,125 4 0,125 >16 16 16 1
85. HGV 02 Kodamaea ohmeri 2 0,03 0,25 0,03 4 4 8 0,5
86. HGV 52 Kodamaea ohmeri 32 8 >16 4 1 8 16 0,5
87. HGV 05 Trichoporon inki 2 0,06 0,25 0,25 16 16 16 2

FLU = Fluconazol, ITRA = Itraconazol, VORI = Voriconazol, CETO = Cetoconazol, MICA = Micafungina, ANID = Anidulafungina, CASP O = Caspofungina,
ANF B = Anfotericina B

| | Sensivel | | Dose dependente | | Resistente |
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5.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME EM SUPERFICIE DE
POLIESTIRENO

Candida tropicalis
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Figura 7 - Atividade oxidativa da producdo de biofilme por isolados clinicos de Candida
tropicalis. Os dados representam a média e desvio padrdo da absorbancia do MTT durante a producao
do biofilme em dois experimentos independentes, em duas condicdes distintas com pelo menos trés
repeti¢des (n>12). Para a andlise, o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi realizado para todas
as médias obtidas ao nivel de 5% de significancia. Diferentes letras minusculas indicam diferenga
significativa na producdo do biofilme dentro de uma mesma espécie.
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Figura 8 - Atividade oxidativa da producdo de biofilme por isolados clinicos de Candida
albicans. Os dados representam a média e desvio padrdo da absorbancia do MTT durante a producao
do biofilme em dois experimentos independentes, em duas condi¢des distintas com pelo menos trés
repeticdes (n>12). Para a analise, o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi realizado para todas
as médias obtidas ao nivel de 5% de significancia. Diferentes letras minusculas indicam diferenga
significativa na producdo do biofilme dentro de uma mesma especie.
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Candida parapsilosis
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Figura 9 - Atividade oxidativa da producdo de biofilme por isolados clinicos de Candida
parapsilosis. Os dados representam a média e desvio padrdo da absorbancia do MTT durante a
producdo do biofilme em dois experimentos independentes, em duas condicGes distintas com pelo
menos trés repeti¢des (n>12). Para a analise, o teste de comparacdes multiplas de Tukey foi realizado
para todas as médias obtidas ao nivel de 5% de significancia. Diferentes letras minUsculas
indicam diferenca significativa na producdo do biofilme dentro de uma mesma espécie.
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Figura 10 - Atividade oxidativa da producdo de biofilme por isolados clinicos de Candida
glabrata. Os dados representam a média e desvio padrao da absorbancia do MTT durante a producao
do biofilme em dois experimentos independentes, em duas condi¢des distintas com pelo menos trés
repeti¢cdes (n>12). Para a analise, o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi realizado para todas
as médias obtidas ao nivel de 5% de significAncia. Diferentes letras mindsculas indicam diferenca
significativa na produgéo do biofilme dentro de uma mesma espécie.
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Cryptococcus neoformans
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Figura 11 - Atividade oxidativa da producdo de biofilme por isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans. Os dados representam a média e desvio padrdo da absorbancia do MTT durante a
producdo do biofilme em dois experimentos independentes, em duas condicGes distintas com pelo
menos trés repetigdes (n>12). Para a analise, o teste de comparac¢des multiplas de Tukey foi realizado
para todas as medias obtidas ao nivel de 5% de significancia. Diferentes letras minusculas
indicam diferenca significativa na producéo do biofilme dentro de uma mesma especie.
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Figura 12 - Atividade oxidativa da producéo de biofilme por isolados clinicos de Trichosporon
inkin, kodamaea ohmeri, C. haemulonii e C. metapsilosis. Os dados representam a média e desvio
padrdo da absorbancia do MTT durante a producéo do biofilme em dois experimentos independentes,
em duas condic¢des distintas com pelo menos trés repeticoes (n>12).
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A clivagem do MTT tem vérias propriedades desejaveis para 0 ensaio de sobrevivéncia e
proliferacdo celular. O MTT é clivado por todas as células vivas e metabolicamente ativas, mas ndo
por células mortas ou eritrocitos. A quantidade de formazan gerado é diretamente proporcional ao
numero de células em uma ampla faixa, usando uma populacéo de células homogénea. As células
ativadas produzem mais formazan do que as células em repouso, o que poderia permitir a medicdo da
ativacdo mesmo na auséncia de proliferacdo. Essas propriedades sdo todas consistentes com a
clivagem do MTT apenas por mitocondrias ativas (MOSMANN, 1983). Em nossos estudos a
utilizacdo do MTT foi essencial para quantificacdo dos biofilmes das diferentes espécies de leveduras
metabolicamente ativas, sendo todos isolados capazes de forma biofilmes em diferentes intensidades,
demonstrando que a viruléncia esta diretamente ligada a cepa e ndo ao género ou espécies.

Entre as espécies os biofilmes apresentam padrbes diferentes de acordo com a origem ou
material, nos estudos de Seneviratne et al 2008, os biofilmes de C. albicans s&o mais fluidos em
tecidos infectados que os biofilmes de outras espécies de Candida. Na superficie de plastico, exibem
uma rede densa de leveduras e células filamentosas. C. albicans também é considerada o maior
produtor de biofilme entre as espécies de Candida. Biofilmes de C. glabrata exibem uma matriz
extracelular com altos niveis de carboidratos e proteinas, enquanto C. parapsilosis a estrutura do
biofilme pode variar de acordo com a cepa, mas geralmente compreende morfologias de leveduras e
pseudo-hifas, produzindo uma multicamada compacta. C. tropicalis, estudos revelaram uma estrutura
composta principalmente por células em forma de levedura, embora algumas cepas tenham exibido
formas filamentosas, embora uma matriz com baixo teor de carboidratos e proteinas, sdo mais
resistentes ao desprendimento da superficie do que aqueles formados por C. albicans. Ao comparar
a producéo de biofilme por C. albicans, C. parapsilosis C. glabrata e C. tropicalis isolados de sangue
com isolados, uma produc&o significativamente maior é observada nos primeiros isolados para todas
as espécies, exceto para C. tropicalis. Em nossos estudos podemos observar essa diferenca de
producdo entre as espécies, sendo C. parapsilosis, C tropicalis C. albicans e C. glabrata os melhores
produtores respectivamente, diferentemente dos estudos apresentados C. tropicalis demonstrou uma
capacidade de formacdo de biofilme igual ou superior a C. albicans, entretanto estudo mais
aprofundados acercar de producdo de biofilme, matriz extracelular e diferentes materiais séo
necessarios para melhor compreenséo deste fator de viruléncia.

Quando observado a formacéo de biofilme pelo isolados de Cryptococcus podemos constatar
que todos foram capazes de produzir biofilme com intensidades diferentes, dados ¢ corroboram os
estudos Martinez et al 2015, onde as caracteristicas do desenvolvimento do biofilme de C.
neoformans foram descritas usando um modelo de placa de microtitulacdo, e formagao de biofilme
por este fungo exibiu fases coordenadas, como fixacdo de superficie, formacdo de microcolonia,

producdo de matriz extracelular e maturacéo.
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T. inkin também foi capaz de produzir biofilmes assim como estudos de Cordeiro et al 2015
onde observaram a producdo de biofilme por espécies de T. inkin, as quais apresentam maior

viruléncia e maior capacidade de formar biofilmes dentre o género.

5.4 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGIQAS DE ISOLADOS MELHORES PRODUTORES DE
BIOFILME FRENTE A DROGAS PADROES E DERIVADO SINTETICO DE CUMARINA

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade antifingicos frente as drogas padrdes e cumarina de leveduras
melhores produtores de biofilmes

Susceptibilidade Antifungica - pg/mL

COD. Microrganismo
FLU CASP ANF CUM
1. ATCC 90028 C. albicans 0,125 2 0,5 256
2. HGV 03 C. albicans 1 0,06 0,25 256
3.HGV 11 C. glabrata 1 0,06 0,5 512
4. HGV 15 C. haemulonii 2 0,06 1 256
5. HC 27 C. parapsilosis 0,25 2 2 512
6. HGV 40 C. tropicalis 16 0,03 2 512
7. HGV 22.1 Cryptococcus neoformans 2 16 0,5 256
8. HGV 02 Kodamaea ohmeri 2 8 0,5 256

5.5 TRATAMENTO DE BIOFILME FUNGICO
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Figura 13 - Atividade oxidativa do tratamento de biofilme por leveduras clinicas com Fluconazol,
Caspofungina, Anfotericina B e Cumarina. Os dados representam a média e desvio padrdo da absorbancia
do MTT durante o tratamento do biofilme em dois experimentos independentes, em duas condi¢des distintas
com pelo menos trés repetigdes (n>12). Para a analise, o teste de compara¢des multiplas de Tukey foi realizado
para todas as médias obtidas ao nivel de 5% de significancia. Letras mailsculas, mindsculas e repetidas
indicam diferenca significativa no tratamento do biofilme dentro de uma mesma espécie
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A resisténcia antiflngica por muitas vezes esta associada a expressdo de fatores de viruléncia
como a formacdo de biofilme. A aquisicdo de resisténcia durante a formacdo de biofilme foi
observada em um estudo onde biofilmes de 48 h de C. albicans os quais exibiram resisténcia cinco a
oito vezes maior a todos os antifungicos quando comparados as células plancténicas. A resisténcia
aumentada exibida por biofilmes de C. parapsilosis ao fluconazol, voriconazol, ravuconazol,
anfotericina B, nistatina, clorexidina e terbinafina também foi registrada (KUHN et al 2002). A
maioria dos estudos concordam que os azOis sdo 0s agentes antifungicos que apresentam fraca
atividade contra biofilmes de espécies de Candida, ambos biofilmes Candida albicans (NWEZE et
al 2012; KANEKO et al 2010) e biofilmes Candida ndo-C. albicans (isto €, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) (NWEZE et al 2012; MELO et al 2011). Embora o
fluconazol tenha sido extensivamente o azol mais estudado, estudos com outros azois como
voriconazol e itraconazol (MELO et al 2011; UPPULURI et al 2011; SEIDLER et al 2010) concluir
da mesma maneira. Ramage et al (2002), mostraram que biofilmes pré-formados ndo foram afetados
por altas concentracfes de fluconazol (> 1024 mg / I) (CUELLAR-CRUZ et al 2012). Em nosso
estudo também observamos que fluconazol foi ineficaz no tratamento de C. albicans, Cryptococcus
neoformas, além das espécies emergentes C. haemulonii e Kodamaea ohmeri, em contrapartida
apresentou atividade para C. glabrata e C. parapsilosis e atividade reduzida para C. tropicalis, neste
sentido nossos corroabam os estudos aqui apresentados no que diz respeito a C. albicans onde
observamos a resisténia intriseca ao referido antifungico, porém o padrédo para especies de Candida
ndo-C. albicans ainda é indeterminado, sugerindo estudo mais aprofundados sobretudo para espécies
emergentes.

Estudos tem demonstrado uma atividade notavel para caspofungina, micafungina (FERREIRA
et al 2009) e anfotericina B (DIDONE et al 2011), contra isolados de C. albicans e Candida nédo-
C.albicans. Ramage et al (2002) investigaram as relagdes temporais de fluconazol, anfotericina B
desoxicolato, e caspofungina contra biofilmes pré-formados de C. albicans in vitro. Eles mostraram
que o fluconazol exibiu pouco ou nenhum atividade contra os organismos sésseis ao longo de 48 h.
A anfotericina B e a caspofungina, no entanto, foram ambas ativas contra as células sésseis. Cada um
era dependente da concentracdo, exibindo atividade aumentada em concentragcdes mais altas. Kuhn
et al (2002) usaram um modelo de bioprotese para observar o atividade de varios agentes antifingicos
diferentes in vitro contra biofilmes pré-formados de espécies de Candida. Seus experimentos
demonstraram uma boa atividade de equinocandinas e formulagGes lipidicasde anfotericina B contra
biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis. Em um estudo in vitro Bachman et al (2002) mostrou uma
reducdo> 97% da atividade metabdlica das células sésseis em biofilmes pré-formados quando

expostos a caspofungina durante 48h em comparagdo com biofilmes ndo expostos. A microscopia



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 68
eletronica de varredura revelou que o proprio ECM foi danificado e que a maioria das células dentro
da matriz estavam mortos, embora a erradicacdo completa do biofilme nunca fosse alcangado. Lazzell
et al (2009) demonstraram a eficacia da caspofungina para o tratamento e prevencédo de biofilmes C.
albicans in vivo. Por outro lado, Ferreira et al relataram um menor atividade da caspofungina contra
cepas de C. parapsilosis e um efeito paradoxal para cepas de C. albicans e C. tropicalis. Nosso dados
demosntram que caposfungina apresentou uma atividade frente aos biofilmes das espécies de C.
albicans, C. tropicalis, C. haemulonii e Cryptococcus neoformans e assim como 0s estudos de
Ferreira et al (2009) C. parapsilosis apresentrou um padrdo semelhante a fluconazol, apresentando
atividade reduzida, de igual modo esse padréo foi observado para cepa de Kodamaea ohmeri, quando
0s observados os padrdes de anfoterina B podemos constata a eficicia deste farmaco frente aos
biofilmes de todas espécies testadas, sendo dos antifungicos disponivel a melhor escolha para
tratamento de biofilmes formados por leveduras clinicas.

No presente estudo, demonstramos que a escoparone 6,7-Dimethoxycoumarin (Cumarina),
tem uma propriedade antifangica e é eficaz contra biofilmes de leveduras clinicas com padrdes
semelhantes aos apresentados pela Anfotericina B, entretanto ndo apresenta os efeitos citotdxico
inerente a este farmaco, Lemos et al, (2020) demonstraram as atividades cumarinas naturais frente
biofilmes pré-formados de C. tropicalis podendo afetar a taxa de crescimento, bem como a formacéo
dessas estruturas complexas. Neste sentido, entendemos que a busca por alternativas, sejam elas,
naturais ou sintéticas, para tratamento de biofilme sdo essenciais para o estabelecimento de novo
padrdes terapéuticos, um vezes que as leveduras estdo emergindo como importantes patdgenos
humanos, e os biofilmes fungicos apresentando niveis intrinsecos de resisténcia contra a maioria dos
agentes antifungicos, neste sentido nossos resultados destacam a escoporone 6,7-Dimethoxycoumarin

com potencial aplicacdo para prevencdo e proliferacdo de biofilme de espécies de leveduras.
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6. CONCLUSOES

e Maldi TOF MS é uma técnica rapida e precisa para identificacdo de agentes de leveduroses;

e Técnicas automatizadas (VITEK® e BD Phoenix) de identificacdo apresentam dados poucos
consistentes;

e Candida tropicalis € a espécies de Candida ndo-C. albicans mais isoladas em Unidades de
terapia intensiva do Recife-PE;

e Isolamento de espécies de Candida ndo-C. albicans é superior as espécies de C. albicans em
Unidades de terapia intensiva do Recife-PE;

e Trichosporon inkin esta associado a casos graves e fatais de fungemia em paciente com
auséncia de neoplasias hematoldgicas;

e Micafungina é a droga de escolha para tratamento de candidemia, apresentando baixos indices
de resisténcia;

e Candida tropicalis apresentam altos indices de resisténcia ao fluconazol;

e Leveduras clinicas do género Candida, Cryptococcus e Trichosporon sdo capazes de formar
biofilmes de grau e intensidade diferentes;

e Espécies de C. parapsilosis, C tropicalis C. albicans e C. glabrata sdo bons produtores de
biofilmes;

e Escoparone 6-7dimethoxicumarina apresenta eficacia no tratamento de biofilmes formados

por leveduras clinicas



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 70
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHMED, A.A.; BISHR, M.; EL-SHANAWANY, M.A.; ATTIA, E.Z.; ROSS, S.A.; PARE, P.W.
2005. Rare trisubstituted sequiterpenes daucanes from the wild Daucus carota.
Phytochemistry. 66:1680-1684.

ALASTRUEY-IZQUIERDO et al. 2015. Susceptibility Test For Fungi: Clinical And Laboratorial
Correlations In Medical Mycology. Revista Do Instituto De Medicina Tropical De Sdo
Paulo. 19(Suppl 19):57-64

ALEXANDER, BD et al. 2005.Candida glabrata fungemia in transplant patients receiving
voriconazole after fluconazole. Transplantion. 80:868—871.

AL-FATTANI, M.A. AND DOUGLAS, L.J. 2006 Biofilm matrix of Candida albicans and Candida
tropicalis: chemical composition and role in drug resistance. Journal Medicine
Microbiology. 55: 999-1008

ALIM, D.; SIRCAIK, S.; PANWAR, S.L. 2018.The significance of lipids to biofilm formation in
Candida albicans: an emerging perspective. Journal Fungi. 4: 4: 2-18.

ALMEIDA, et al. 2012. First report of a clinical isolate of Candida haemulonii in Brazil. Medical
Mycology.67:1229-1231.

ANVISA. 2013. Manual de microbiologia clinica para o controle de infeccdo relacionada a assisténcia
a saude. Modulo 8: Detecgdo e identificacdo de fungos de importancia médica. Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): Brasilia— BRASIL.

ARATHOON, et al. 2002. Randomized, double-blind, multicenter study of caspofungin versus
amphotericin B for treatment of oropharyngeal and esophageal candidiasis. Antimicrob
Agents Chemother. 46: p.451-7.

ARENDRUP, M. C. et al. 2014. ESCMID and ECMM joint clinical guidelines for the diagnosis and
management of rare invasive yeast infections. Clinical Microbiology and Infection, 20:
S3:76-98.

ASADA N, et al. 2006. Successful treatment of breakthrough Trichosporon asahii fungemia with
voriconazole in a patient with acute myeloid leukemia. Clinical Infectious Diseases.43:39—
41.

BAILLIE, G. S., AND L. J. DOUGLAS. 1999. Role of dimorphism in the development of Candida
albicans biofilms. Journal Medicine Microbiology. 48:671-679.

BALLUFF, B., et al. 2011. MALDI imaging mass spectrometry for direct tissue analysis:
technological advancements and recent applications. Histochemistry and Cell Biology,
136(3):227-44



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagndstico Laboratorial 71

BARNETT JA, PAYNE RW, YARROW D. 2000. Yeasts: Characteristics and Identification, 3rd
edn. Cambridge University Press: Cambridge.

BASSETTI, M. et al. 2014. A multicenter study of septic shock due to candidemia: Outcomes and
predictors of mortality. Intensive Care Medicine. 40: 839-845.

BASSETTI, M. et al. 2017. Intensive care medicine research agenda on invasive fungal infection in
critically ill patients. Intensive care medicine. 43:1225-1238.

BENNETT, J. E.; POWERS, J.H. 2018. Candidemia in the ICU. Critical Care Medicine. 46:3:482-
483.

BERKOW EL and LOCKHART SR. 2017. Fluconazole resistance in Candida species: a current
perspective. Infection and Drug Resistance. 31;10:237-245.

BERRIDGE, M. V.; HERST, P. M.; TAN, A. S. 2005.Tetrazolium dyes as tools in cell biology: new
insights into their cellular reduction. Biotechnol. Annu. Rev. 11: 127-152.

BLANKENSHIP JR AND MITCHELL AP 2006. How to build a biofilm: a fungal perspective.
current opinion microbiology. 9: 588-594.

BONFIETTI, L.X etal. 2012.Ten-Year Study of Species Distribution and Antifungal Susceptibilities
of Candida Bloodstream Isolates at a Brazilian Tertiary Hospital. Mycopathologia. 174:389—
396.

BRIZENDINE KD, BADDLEY JW, PAPPAS PG. 2011. Pulmonary cryptococcosis. Semin Respir
critical care medicine. 32(6):727-34.

BUTLER, G AND RASMUSSEN, M.D., et al. 2009. Evolution of pathogenicity and sexual
reproduction in eight Candida genomes. Nature. 459: 657-662.

CALVO B etal. 2016. First report of Candida auris in America: Clinical and microbiological aspects
of 18 episodes of candidemia. Journal Infection. 73(4):369-74

CAMPBELL CK et al.1985. Cryptococcal latex antigen test positive in patient with Trichosporon
beigelii infection. Lancet.2:43-44.

CANTON, E.; VIUDES, A.; PEMAN, J. 2001.Systemic nosocomial infection by yeasts. Revista
iberoamericana micologia. 18:51-5.

CAVALHEIRO, M.; TEIXEIRA, M. C. 2018. Candida Biofilms: Threats, Challenges, and Promising
Strategies.Frontiers in Medicine, 5:1-15.

CESPEDES, C.L.; AVILA, J.G.; MARTINEZ, A.; SERRATO, B.; CALDERON-MUGICA, J.C;
SALGADO-GARCIGLIA, R. 2006. Antifungal and antibacterial activities of Mexican
tarragon (Tagetes lucida). Journal of Agricultural and Food Chemistry. 54:3521-3527.

CHAGAS-NETO TC et al. 2009. Bloodstream infections due to Trichosporon spp.: species
distribution, Trichosporon asahii genotypes determined on the basis of ribosomal DNA



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagndstico Laboratorial 72
lintergenic spacer 1 sequencing, and antifungal susceptibility testing. Journal Clinial
Microbiology. 47: 1074-1081.

CHAKRABARTI, A. etal. 2015. Incidence, characteristics and outcome of ICU-acquired candidemia
in India. Intensive Care Medical. 41:285-295

CHARLIER C. et al F. 2009. Evidence of a role for monocytes in dissemination and brain invasion
by Cryptococcus neoformans. Infection immunity. 77:120-127

CHEN, S. C et al. 2009. Candidaemia with uncommon Candida species: predisposing factors,
outcome, antifungal susceptibility, and implications for management. Clinical Microbiology
Infectious.15:662-9.

CHIMENTI, F.2010. Synthesis, selective anti-Helicobacter pylori activity, and cytotoxicity of novel
N-substituted-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-carboxamides.  Bioorganic &  Medicinal
Chemistry Letters.20:4922-4926.

CHIMICHI, S. et al. 2002. New geiparvarin analogues from 7-(2-oxoethoxy) coumarins as efficient
in vitro antitumoral agents. Tetrahedron Letters.43:7473-7476.

CHITASOMBAT MN et al. 2012. Rare opportunistic (non-Candida, non-Cryptococcus) yeast
bloodstream infections in patients with cancer. Journal Infectious. 64: 68-75.

CHO, Y.T., etal., 2013. Matrix-assisted laser desorption ionization/time-of-flight mass spectrometry
for clinical diagnosis. Clinica Chimica Acta, 415:266-75.

CHONG, P.P et al. 2006. Recurrent candidaemia in a neonate with Hirschsprung’s disease:
fluconazole resistance and genetic relatedness of eight Candida tropicalis isolates. Journal
of Medical Microbiology. 55: 423-428.

CHOWDHARY N. 2014. The methods and outcomes of cultural adaptations of psychological
treatments for depressive disorders: a systematic review. Psychol Medical. 44(6):1131-46

CLANCY CJ. 2017. Emergence of Candida auris: An International Call to Arms. Clinical Infectious
Diseases. 64:2:15:141-143,

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts; approved standard, 3rd ed. CLSI document M27-
A3. CLSI, Wayne, PA, 2008.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing of yeasts; CLSI document M27-S4. CLSI, Wayne,
PA, 2012.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts; CLSI document M60. CLSI, Wayne, PA, 2017.

COGLIATI, M et al. 2001. Origin of Cryptococcus neoformans var. neoformans diploid strains.
Journal Clinical. Microbiology. 39: 3889-3894.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 73

COL, A. P. et al. 2009. Identificacdo das leveduras do género Candida pelo método cromogeno
CHROMagar® Candida obtidas de pacientes com infec¢cdo das vias urinarias. RBAC,
Parang, vol. 41, n.4, p.279 — 281.

COLEMAN, D.C et al. 1998. Importance of Candida species other than Candida albicans as
opportunistic pathogens. Medical Mycology. 36: 156-65.

COLOMBO A.L et al. 2014. Prognostic factors and historical trends in the epidemiology of
candidemia in critically ill patients: an analysis of five multicenter centers sequentially
conducted over a 9-year Period. Intensive Care Medicine 40:1489-98.

COLOMBO A.L et al. 2017. Candida and invasive mould diseases in non-neutropenic critically ill
patients and patients with haematological cancer. The Lancet infectious diseases. 344-e356

COLOMBO AL, PADOVAN AC, CHAVES GM. 2011. Current knowledge of Trichosporon spp.
and Trichosporonosis. Clinical microbiology reviews.24: 682—-700.

COLOMBO, A. L et al. 2003. Susceptibility profile of 200 bloodstream isolates of Candida spp
collected from Brazilian tertiary care hospitals. Medical Mycology. 41: 235-239.

COLOMBO, A.L. AND GUIMARAES, T. 2003. Epidemiologia das infeccdes hematogénicas por
Candida spp. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 36: 599-607.

CONEP - Ministério da Saude Resolucdo n° 466/2012, 1-12. Disponivel em:
http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2012/Reso466.pdf>

CORDEIRO RA et al. 2015. Trichosporon inkin biofilms produce extracellular proteases and exhibit
resistance to antifungals. Journal of Medical Microbiology. 64:1277-1286

CORNELY OA et al. 2007. Caspofungin for the treatment of less common forms of invasive
candidiasis. Journal of Antimicrobial Chemotherapy.60:363-9.

COSTA AC et al. 2013. Methods for obtaining reliable and reproducible results in studies of Candida
biofilms formed in vitro. Mycoses 56: 614-622.

COUTINHO, L. R. P et al. 2015. Acolhimento na Atencdo Primaria a Saude: revisao integrativa.
Saude em Debate. 39: 105:514-524.

CROXATTO, A., G. PROD’HOM, AND G. GREUB. 2012. Applications of MALDI-TOF mass
spectrometry in clinical diagnostic microbiology. FEMS Microbiology Reviews. 36(2):380-
407.

CUELLAR-CRUZ M, et al. 2012. The effect of biomaterials and antifungals on biofilm formation by
Candida species: a review. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious
Diseases. 31(10):2513-2527.

D’ENFERT, C. 2006. Biofilms and their role in the resistance of pathogenic Candida to antifungal
agentes. Current drug targets. 7:465-470.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagndstico Laboratorial 74

DA MATTA, D. A et al. 2007. Antifungal susceptibility of 1000 Candida bloodstream isolates to 5
antifungal drugs: results of a multicenter study conducted in Sao Paulo, Brazil, 1995-2003.
Diagnostic Microbiol Infectious Diseases. 57:399-404.

DA SILVA W/ et al. 2012. Exopolysaccharide matrix of developed Candida albicans biofilms after
exposure to antifungal agents. Brazilian Dental Journal. 23: 716-722.

DE HOOG et al. 2000. The Atlas of Clinical Fungi. Journal of Organic Chemistry.

DE LOGU, A.; SADDI, M.; CARDIA, M. C.; BORGNA, R.; SANNA, C.; SADDI, B.; MACCIONI,
E. In vitro activity of 2-cyclohexylidenhydrazo-4-phenyl-thiazole compared with those of
amphotericin B and fluconazole against clinical isolates of Candida spp. and fluconazole-
resistant Candida albicans. J. Antimicrob. Chemother. 55: 692-698, 2005.

DE PAUW, B., et al 2008. Revised Definitions of Invasive Fungal Disease from the European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative
Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group
(EORTC/MSG) Consensus Group. Clinical Infectious Diseases 46 (12):1813-1821.

DE SOUSA AFL, OLIVEIRA LB, MOURA MEB. 2016. Perfil epidemiolédgico das infecgdes
hospitalares causadas por procedimentos invasivos em unidade de terapia intensiva. Revista
Prevencao de Infeccdo e Saude. 2(1-2):11-7.

DE SOUSA et al. 2014. Hemoculturas positivas de pacientes da unidade de terapia intensiva de um
hospital escola de Goiania — GO, entre 2010 e 2013. Estudos Goiania. 4(3):627-635.

DERESINSKI SC, STEVENS DA. 2003.Caspofungin. Clinical Infectous Diseases. 6:1445-57.

DEXEUS, F.H et al. 1990. Phase Il study of coumarin and cimetidine in patients with etastatic renal
carcinoma. Journal of Clinical Oncology. 8:325-329.

DIDONE L, OGA D, KRYSAN DJ. 2011. A novel assay of biofilm antifungal activity reveals that
amphotericin B and caspofungin lyse Candida albicans cells in biofilms. Yeast. 28(8): 561-
568.

DIEKEMA, D.J et al.2002. Epidemiology of candidemia: 3-year results from the emerging infections
and the epidemiology of lowa organisms study. Journal Clinical Microbiology. 40: 1298—
1302.

DOI, A. M.etal. 2016. Epidemiology and Microbiologic Characterization of Nosocomial Candidemia
from a Brazilian National Surveillance Program. PLoS ONE.. 1-9.

DORIA, A. et al. 2016. Estudo comparativo de hemoculturas e cateterespositivos para leveduras do

género candida deorigem hospitalar. Revista Univap.

DORIA, A.C.O.C et al. 2015. Comparative study of blood cultures and catheters which were positive

for yeast of the genus Candida from hospital origin. Revista Univasp. 21:8.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 75

DOUGLAS, J.L.2004. Candida biofilms and their role in infection. Trends in Microbiology.11: 30-
36,

DROMER F et al. 1996. “Individual and environmental factors associated with infection due to
Cryptococcus neoformans serotype D. French Cryptococcosis Study Group,” Clinical
Infectious Diseases, 23: 91-96.

DUPONT, B. 2010. Micafungine.. Journal of Medical Mycology. 20: 194-205.

ESPINEL-INGROFF A. 1998.Comparison of in vitro activities of the new triazole SCH56592 and
the echinocandins MK- 0991 (L-743,872) and LY 303366 against opportunistic filamentous
and dimorphic fungi and yeasts. Journal Clinical Microbiology. 36:2950-6.

ESTES, K. E.; PENZAK, S. R.; CALIS, K. A.; WALSH, T. J. 2009.Pharmacology and antifungal
properties of anidulafungin, a new echinocandin. Pharmacotherapy. v. 29: p. 17-30.

FALCI DR, DA ROSA FB, PASQUALOTTO AC. 2015. Comparison of nephrotoxicity associated
to different lipid formulations of amphotericin B: a real-life study. Mycoses. 58(2):104-12.

FANNING, S ANDMITCHELL, A.P. 2012. Fungal Biofilms. PLoS Pathog. 8(4): 1002585

FATMA, M.A.B.; ELTAYEB, E.A.2004. Antifungal compounds from induced Conium maculatum
L. plants. Biochemical Systematics and Ecology. 32:1097-1108.

FEKKAR A et al. 2009. Serum cross-reactivity with Aspergillus Galactomannan and Cryptococcal
antigen during fatal disseminated Trichosporon dermatis infection. Clinical Infectous
Disesseas 49: 1457-1458.

FERREIRA JA, CARR JH, STARLING CE, DE RESENDE MA, DONLAN RM. 2009. Biofilm
formation and effect of caspofungin on biofilm structure of Candida species bloodstream
isolates. Antimicrobial Agents Chemotherapy. 53(10):4377-4384.

FINKEL JS AND MITCHELL AP. 2011. Genetic control of Candida albicans biofilm development.
National Revist Microbiol 9: 109-118.

FOURNIER S et al. 2002. Use of voriconazole to successfully treat disseminated Trichosporon asahii
infection in a patient with acute myeloid leukaemia. Europe Journal Clinical Microbiology
Infectous Disesseas 21:892—-896.

FOX, E.P. etal. 2015. An expanded regulatory network temporally controls Candida albicans biofilm
formation. Molecular Microbiology. 96:1226-399,

FRANZOT, SP, SALKIN, IF, CASADEVALL, A. 1999. Cryptococcus neoformans var. grubii:
separate varietal status for Cryptococcus neoformans serotype A isolates. Journal Clinical
Microbiology. 37: 838-840.

FREIMOSER, F.M.; JAKOB, C.A.; AEBI, M.; TUOR, U. 2005. The MTT [3-(4,5- Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5- Diphenyltetrazolium Bromide] assay is a fast and reliable method for colorimetric
determination of fungal cell densities. Appl. Environ. Microbiol. 1999, 65: 3727-3729.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 76

GALBAN, B AND MARISCAL, F. 2006.Epidemiology of candidemia in ICU. Revista
Iberoamericana de Micologia. 23:12-5.

GIBSON JF AND JOHNSTON SA. 2015. Immunity to Cryptococcus neoformans and C. gattii
during cryptococcosis. Fungal Genetic Biology. 78:76-86

GIL ML, MURCIANO C, YANEZ A, GOZALBO D. 2016.Interdisciplinar I, Biotecmed ERI, et al.
Role of Toll-like receptors in systemic Candida albicans infections Burjassot , Spain , 3
Board of Governors Regenerative Medicine Institute and Research Division of.;278-302.

GIOLO, MP AND SVIDZINSKI, TIE 2014. Fisiopatogenia, epidemiologia e diagndstico laboratorial
da candidemia. Jornal Brasileiro de Patologia Médica Laboratorial. 46:225-234,

GIRMENIA C et al. 2005. Invasive infections caused by Trichosporon species and Geotrichum
capitatum in patients with hematological malignancies: a retrospective multicenter study
from Italy and review of the literature. 43: 1818-

GONCALVES, S.S et al. 2010. Prevalence rates and antifungal susceptibility profiles of the Candida
parapsilosis species complex: results from a nationwide surveillance of Candidaemia in
Brazil. Clinical Microbiology Infectious.16 (7): 885-7.

GUEHO, E et al.1994. Trichosporon on humans: a practical account. Mycoses. 37: 3-10.

GUINEA, J et al.2008. In vitro antifungal activities of isavuconazole (BAL4815), voriconazole, and
fluconazole against 1,007 isolates of zygomycete, Candida, Aspergillus, Fusarium, and
Scedosporium species. Antimicrob Agents Chemother. 52: 1396-400.

HAGEN F et al. 2017. Importance of Resolving Fungal Nomenclature: the Case of Multiple
Pathogenic Species in the Cryptococcus Genus. Clinical Science and Epidemiology.
2:00238-17

HAWSER, S.P.; DOUGLAS, L.J. Biofilm formation by Candida species on the surface of catheter
materials in vitro. Infect. Immun 62: 915-21, 1994.

HOBSON, R.P. 2003. The global epidemiology of invasive Candida infections is the tide turning?
Journal Hospital Infection 55: 159-68.

HOGAN D. 2006. Quorum sensing: alcohols in a social situation. Current Biology. 20:16(12):R457-
8.

HONG NGUYEN et al. 2010. “Outcomes of central nervous system cryptococcosis vary with host
immune function: results from a multi-center, prospective study,” Journal of Infection. 61:
419-426.

HOSOKI K et al. 2008. Early detection of breakthrough trichosporonosis by serum PCR in a cord
blood transplant recipient being prophylactically treated with voriconazole. Journal
Pediatric Hematologic Oncologic 30: 917-9109.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagndstico Laboratorial 77

HOULT, J.R.S.; PAYA, M. 1996. Pharmacological and biochemical actions of simple coumarins:
natural products with therapeutic potencial. General Pharmacology. 27:713-722.

HOY Jet al. 1986. Trichosporon beigelii infection: a review. Revist Infectius Disesseas. 8: 959-967.

INFANTE-LOPEZ, M. E AND ROJO-CONEJO, P. 2009. Utilidad clinica de la micafungina en el
tratamiento de las candidiasis invasoras en el neonato. Revista Iberoamericana de
Micologia. 26:56-61.

IRANSHAHI, M.; HOSSEINI, S.T.; SHAHVERDI, A.R.; MOLAZADE, K., KHAN, S.S.; AHMAD,
V.U. 2008. Diversolides A-G, guaianolides from the roots of Ferula diversivittata.
Phytochemistry. 69: 2753-2757.

JIMENEZ-OROZCO, F.A et al. 199. Cytostatic activity of coumarin metabolites and derivatives in
the B16-F10 murine melanoma cell line. Melanoma Research. 9:243-247.

KANBE, T. et al. 2002. PCR-based identification of pathogenic Candida species using primer mixes
specific to Candida DNA topoisomerase Il genes. Yeast. 19:973-89.

KANEKO Y, et al. 2010. Anti-Candida-biofilm activity of micafungin is attenuated by voriconazole
but restored by pharmacological inhibition of Hsp90-related stress responses. Medical
Mycology. 48(4):606-612.

KATRAGKOU, A et al. 2007. Differential activities of newer antifungal agents against Candida
albicans and Candida parapsilosis biofilms. Antimicrob. Agents Chemother. 52:357-360

KAUFFMAN, C. A., PAPPAS, P.G., SOBEL, J.D., DISMUKES, W.E. 2011. Essentials of Clinical
Mycology. Springer, ISBN 1441966390.

KOFINAS, C.; CHINOU, |.; LOUKIS, A.; HARVALA, C.; MAILLARD, M. 1998. Flavonoids and
bioactive coumarins of Tordylium apulum. Phytochemistry.48:637-641.

KONTOYIANNIS et al. 2004. Trichosporonosis in a tertiary care cancer center: risk factors,
changing spectrum, and determinants of outcome. Scandinavian Journal of Infectious
Diseases. v. 36, p. 564-5609.

KRCMERY, V AND BARNES, A. J. 2002. Non-albicans Candida spp. causing fungaemia:
pathogenicity and antifungal resistance. Journal of Hospital Infection. 50: 243-60.
KROGH-MADSEN et al. 2006.Amphotericin B and caspofungin resistance in Candida glabrata

isolates recovered from a critically ill patient. Clinical Infectious Diseases. 42:938-44.

KROM, B. P.; COHEN, J. B.; FESER, G. E. M.; CIHLAR, R. L. 2007.0Optimized candidal biofilm
microtiter assay. J. Microbiol. Methods, 68: 421-423.

KRZOSSOK S, BIRCK R, HENKE S, HOF H, VAN DER WOUDE FJ,BRAUN C. 2004.
Trichosporon asahii infection of a dialysis PTFE arteriovenous graft. Clinical Nephrology.
62: 66— 68.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 78

KUHN DM et al, 2002. Antifungal susceptibility of Candida biofilms: unique efficacy of
amphotericin B lipid formulations and echinocandins. Antimicrob Agents Chemother.
46:1773-80.

KUHN, D.M et al. 2002. Comparison of biofilms formed by Candida albicans and Candida
parapsilosis on bioprosthetic surfaces. Infectious Immunity, 70: 878-888.

KWON-CHUNG K J et al . 2017. The Case for Adopting the “Species Complex” Nomenclature for
the Etiologic Agents of Cryptococcosis. mSphere. 2 :00357-16

KWON-CHUNG, K.J., T. Boekhout, J.W. Fell and M.R. Diaz. 2002. Proposal to conserve the name
Cryptococcus gattii against C. hondurianus and C. bacillisporus (Basidiomycota,
Hymenomycetes, Tremellomycetidae). Taxon 51: 804-806.

KWON-CHUNG, KJ AND VARMA, A. 2006. Do major species concepts support one, two or more
species within Cryptococcus neoformans? FEMS Yeast Res. 6:574-587.

LACAZ, C.S.; PORTO, E.; MARTINS, J.E.C.; HEINS-VACCARI, E.M.; MELO, N.T. Tratado de
Micologia Médica, 92 ed., Sdo Paulo, Sarvier, 2002

LAKE, B.G. 1999. Investigtions into the mechanism of coumarins induced-hepatotoxicity in rats.
Food Chemistry Toxicology. 37:423-454.

LAMOTH F, LOCKHART SR, BERKOW EL, CALANDRA T. 2018.Changes in the
epidemiological landscape of invasive candidiasis. Journal Antimicrob Chemother.;73:i4—
13

LAZZELL AL, et al. 2009. Treatment and prevention of Candida albicans biofilms with caspofungin
in a novel central venous catheter murine model of candidiasis. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy. 64(3):567-570.

LEHMANN, P. F.; LIN, D.; LASKER, B. A. 1992.Genotypic identification and characterization of
species and strains within the genus Candida by using random amplified polymorphic DNA.
Journal of Clinical Microbiology. 30:3249-54

LEMOS ASO, et al. 2020. Antifungal Activity of the Natural Coumarin Scopoletin Against
Planktonic Cells and Biofilms from a Multidrug-Resistant Candida tropicalis Strain.
Frontiers in Microbiology. 2020.01525.

LIAO Y, HARTMANN T, AO JH, YANG RY. 2012. Serum glucuronoxylomannan may be more
appropriate for the diagnosis and therapeutic monitoring of Trichosporon fungemia than
serum b-D-glucan. Journal Infectious Diseases 16: e638.

LIN, M. Y et al. 2005.Prior antimicrobial therapy and risk for ospitalacquired Candida glabrata and
Candida krusei fungemia: a case-case-control study. Antimicrob Agents Chemother,
49:.4555-60,



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 79

LIU X. Z et al. 2015. Phylogeny of tremellomycetous yeasts and related dimorphic and filamentous
basidiomycetes reconstructed from multiple gene sequence analyses Studies in Mycology.
81:1-26.

LIU X. Z et al. 2015. Towards an integrated phylogenetic classification of the Tremellomycetes.
Studies in Mycology. 81:85-147

LIU, T.-B., PERLIN, D.S., XUE, C., 2012. Molecular mechanisms of cryptococcal meningitis.
Virulence 3:173-181.

LODDER, J. 1970. The Yeasts: a taxonomic study. :1-1385

LOHSE, M.B. et al 2018. Development and regulation of single and multi-species Candida albicans
biofilms. Nature Reviews Microbiology. 16:1:19-311.

LYMAN CA et al.1995. Detection and quantitation of the glucuronoxylomannan-like polysaccharide
antigen from clinical and nonclinical isolates of Trichosporon beigelii and implications for
pathogenicity. Journal Clinical Microbiology. 33:126-130.

MAH TF, OTOOLE GA. 2001. Mechanisms of biofilm resistance to antimicrobial agents. Trends
Microbiology. 9(1):34-9.

MALIK, I. A et al. 1998. randomized comparison of fluconazole with amphotericin B as empiric anti-
fungal agents in cancer patients with prolonged fever and neutropenia. The American
Journal of Medicine . 105: 478-83.

MARSHALL, M.E. 1994. An updated review of the clinical development of coumarin (1,2-
benzopyrone) and 7-hydroxycoumarin. Journal Cancer Research clinical Oncology.
120:S39-S42.

MARTINEZ LR and CASADEVALL A. 2006. Cryptococcus neoformans Cells in Biofilms Are Less
Susceptible than Planktonic Cells to Antimicrobial Molecules Producedby the Innate
Immune System. Infection And Immunity. 78:6118-6123

MARTINEZ LR and FRIES BC. 2010. Fungal Biofilms: Relevance in the Setting of Human Disease.
Current Fungal Infection Reports.1:4(4):266-275.

MARTINEZ LR, CASADEVALL A. 2015. Biofilm formation by Cryptococcus neoformans.
Microbiology Spectrum. 3(3):0006- 2014.

MARTINEZ, L.R., GARCIA-RIVERA, J., CASADEVALL, A., 2001. Cryptococcus neoformans
var. neoformans (serotype D) strains are more susceptible to heat than C. neoformans var.
grubii (serotype A) strains. Journal Clinical Microbiology. 39:3365-3367.

MARTY FM et al. 2003. Disseminated trichosporonosis caused by Trichosporon loubieri. Journal
Clinical Microbiology.41: 5317-5320



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 80

MARVIN, L.F., M.A. ROBERTS, AND L.B. FAY. 2003. Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry in clinical chemistry. Clinica Chimica Acta. 337(1-2):11-
21.

MASCHMEYER, G AND GLASMACHER, A. 2005. Pharmacological properties and clinical
efficacy of a recently licensed systemic antifungal, caspofungin. Mycoses. 48:227-34.

MATHE L, VAN DIJCK P 2013. Recent insights into Candida albicans biofilm resistance
mechanisms. Current Genetic 59: 251-264.

MATSUE K, et al. 2006 Breakthrough trichosporonosis in patients with hematologic malignancies
receiving micafungin. Clinical Infectious Diseases. 42:753-757.

MAXWELL, A. 1993. The interaction between coumarin drugs and DNA gyrase. Molecular
Microbiology. 9: 681-686.

MCCARTY, T. P.; PAPPAS, P. G. 2016.Invasive Candidiasis. Infectious Disease Clinics of North
America. 30: 103-124.

MCMANUS EJ, BOZDECH MJ, JONES JM. 1985. Role of the latex agglutination test for
cryptococcal antigen in diagnosing disseminated infections with Trichosporon beigelii.
Journal Infectious Diseases. 151: 1167-11609.

MELCHER GP et al. 1991. Demonstration of a cell wall antigen cross-reacting with cryptococcal
polysaccharide in experimental disseminated trichosporonosis. Journal Clinical
Microbiology. 29: 192-196.

MELO AS et al 2011. Biofilm production and evaluation of antifungal susceptibility amongst clinical
Candida spp. isolates, including strains of the Candida parapsilosis complex. Medical
Mycology. 49(3):253-262.

MENICHETTI, F. 2009.Anidulafungin, a new echinocandin: effectiveness and tolerability. Drugs.
69: 95-7.

MICELI MH, DIAZ JA, LEE SA. 2011. Emerging opportunistic yeast infections. Lancet Infectius
Diseases; 11: 142-151.

MIMICA, L. M. J. et al. 2009.Diagnostico de infeccdo por Candida: avaliacdo de testes de
identificacdo de espécies e caracterizacdo do perfil de suscetibilidade. Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial. 45:17-23.

MIRANDA, LN et al. 2012. Candida parapsilosis candidaemia in a neonatal unit over 7 years: a case
series study. BMJ Open. p.1-6

MOLINA, J.R., ROJAS, R., SERRANO, J., GOMEZ, P. 2012. Invasive fungal diseases in children
with hematological malignancies and stem cell transplant recipients. Journal of

Hematological Malignancies. 2: 4.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 81

MONDELLI, A. L. et al. 2012. Candida spp.: manual identification (reference method) and
automated identification (Vitek system platform). Journal of Venomous Animals and Toxins
Including Tropical Diseases. Botucatu: Cevap-unesp, v. 18, n. 3, p. 335-339.

MORABITO, G. et al. 2010. Antioxidant properties of 4-methylcoumarins in vitro cell-free systems.
Biochimie. 92:1101-1107.

MORACE, G et al.2005. Anidulafungin, a New Multiechinocandin- and multiazole-resistant Candida
parapsilosis isolatesserially obtained during therapy for prosthetic valve endocarditis.
Antimicrobiology Agents Chemother. 49: 767-769.

MORA-DUARTE J, et al. 2002. Comparison of caspofungin and amphotericin B for invasive
candidiasis. New England Journal of Medicine. 347: 2020 -9.

MORA-DUARTE, J et al. 2003. Caspofungin Invasive Candidiasis Study Group. Comparison of
caspofungin and amphotericin B for invasive candidiasis. The New England Journal of
Medicine; 347:2020-9.

MORENO-LOAIZA, M and MORENO-LOAIZA, O. 2017. Caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas de la candidemia en pacientes de un hospital de tercer nivel del sur del Peru,
2011-2014. Acta medica Peru. 34:4

MORETTI-BRANCHINI, M.L et al.2001 Trichosporon species in bone marrow transplanted
patients. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 39:161-164.

MOSMANN T. 1983. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival: Application to
Proliferation and Cytotoxicity Assays. Journal of Immunological Methods, 65:55-63

MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S.; PFALLER, M. A. 2012. Medical Microbiology. 7th edition.
lowa: Elsevier Health Sciences.

NAGAYOSHI Y, et al. 2017. Unexpected effects of azole transporter inhibitors on antifungal
susceptibility in Candida glabrata and other pathogenic Candida species. PL0S
One.11;12(7):0180990.

NEGRI M, et al. 2010. Examination of potential virulence factors of Candida tropicalis clinical
isolates from hospitalized patients. Mycopathologia 169: 175-182.

NETT, J.E.; CRAWFORD, K.; MARCHILLO, K.; ANDES, D.R. 2010.Role of Fkslp and matrix
glucan in Candida albicans biofilm resistance to an echinocandin, pyrimidine, and polyene.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 54:3505-3508.

NOBILE, C.J.; JOHNSON, A.D. 2015. Candida albicans biofilms and human disease. Annu Rev
Microbiol. Annual Review of Microbiology. 69:71-92.

NOGUCHI, M. et al. 1995. Effects of piroxicam and esculetin on the MDA-MB-231 human.
Prostaglandins. Leukotrienes and Essential Fatty Acids. 53:325-329.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 82

NOLTE, F. S et al.1997 Isolation and characterization of fluconazole- and amphotericin B-resistant
Candida albicans from blood of two patients with leukemia. Antimicrob Agents Chemother.
41:196-9.

NOREEN M, ARSHAD M. Association of TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, and TIRAP polymorphisms
with disease susceptibility. Immunology Resvis.;62(2):234-52. 2015.

NOSEK J. et al. 2009. Biology and genetics of the pathogenic yeast Candida parapsilosis. Current
Genetics. 55:497-509

NUCCI M et al. 2010. Epidemiology of opportunistic fungal infections in Latin America. Clinical
Infectious Diseases. 51(5):561-70.

NUCCI, M.; COLOMBO, A. L. 2002.Risk factors for breakthrough candidemia. European Journal
of Clinical Microbiology & Infectious Diseases. 21:209-11.

NWEZE EI, GHANNOUM A, CHANDRA J, GHANNOUM MA, MUKHERJEE PK. 2012.
Development of a 96-well catheter-based microdilution method to test antifungal
susceptibility of Candida biofilms. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 67(1):149-153.

OBAYASHI, T. etal. 1995.Plasma (1-->3)-beta-D-glucan measurement in diagnosis of invasive deep
mycosis and fungal febrile episodes. Lancet. 345:17-20.

ODDS FC, BROWN AJ, GOW NA. 2003. Antifungal agents: mechanisms of action. Trends
Microbiology. 11(6):272-9.

OJALA, T. et al 2000. Antimicrobial activity of some coumarin containing herbal plants growing in
Finland. Journal of Ethnopharmacology.73:299-305.

OLIVEIRA V K et al. 2014. Fungemia caused by Candida species in a children’s public hospital in
the city of Sdo Paulo, Brazil: study in the period 2007-2010. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de S&o Paulo 46:301-5.

OSTROSKY-ZEICHNER, L AND AL-OBAIDI, M. 2017. Invasive Fungal Infections in the
Intensive Care Unit. Infectious Disease Clinics of North America.31:475-487.

PAIS P et al. 2016. Membrane Proteomics Analysis of the Candida glabrata Response to 5-
Flucytosine: Unveiling the Role and Regulation of the Drug Efflux Transporters CgFlrl and
CgFIr2. Frontiers in Microbiology. 7:2045.

PAM, V. K et al. 2012.Flucanazole susceptibility and ERG11 gene expression in vaginal Candida
species isolated from lagos Nigeria. Journal of Molecular Epidemiology and Genetics.3:84-
90.

PAPPAs P G et al. 2016. Clinical practice guideline for the management of candidiasis: 2016 update

by the Infectious Diseases Society of America. Clinical Infectiuos Diseases. 62:€1-50



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 83

PAPPAS, IERODIAKONOQU, G., V., FALAGAS, M. E. 2009. Lost in translation: differences in
antimicrobial indication approval policies between the United States and Europe. Clinical
Therapeutics. 31:1595-603.

PAPPAS, P., LIONAKIS, M., ARENDRUP, M., OSTROSKY-ZEICHNER, L., KULLBERG, B.J.
2018. Invasive candidiasis. Nature Reviews Disease Primers. 4: 18026.

PAPPAS, P.G. 2012. Micafungin for candidiasis. Mycoses. 55:8—12.

PASQUALOTTO, A. C. 2008. Amphotericin B: the higher the dose, the higher the toxicity. Clinical
infectious diseases. 47:1110.

PATEL, J.S., Saiman, L. 2010. Antibiotic resistance in neonatal intensive care unit pathogens:
mechanisms, clinical impact, and prevention including antibiotic stewardship. Clinical
Perinatol. 37:547-563.

PEARCE, R.; GREENWAY, D.; PARKINSON, A. 1992. Species differences and interindividual
variation in liver microsomal cytochrome P450 2A enzymes: Effects on coumarin,
dicumarol, and testosterone oxidation. Archives of Biochemistry and Biophysics. 298:211-
225.

PERFECT JR et al. 2010. Clinical practice guidelines for the management of cryptococcal disease:
2010 update by the infectious diseases society of America. Clinical Infectiuos Diseases.
50(3):291-322.

PERLROTH, J.; CHOI, B.; SPELLBERG, B. 2007. Nosocomial fungal infections: Epidemiology,
diagnosis, and treatment. Medical Mycology, 45:321-346.

PFALLER, M. A et al. 2010. Results from the ARTEMIS DISK Global Antifungal Surveillance
Study, 1997 to 2007: a 10.5-year analysis of susceptibilities of Candida Species to
fluconazole and voriconazole as determined by CLSI standardized disk diffusion. Clinical
Microbiology. 48: 1366- 77.

PFALLER, M. A, DIEKEMA, D. J.; SHEEHAN, D. J. 2006. Interpretive breakpoints for fluconazole
and Candida revisited: a blueprint for the future of antifungal susceptibility testing. Clinical
Microbiology. 19:435-47.

PFALLER, M. A.; DIEKEMA, D. J. 2007. Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent public
health problem. Clinical Microbiology. 20:133-63.

PIERCE, C G.et al 2015. A novel small molecule inhibitor of Candida albicans biofilm formation,
filamentation and virulence with low potential forthe development of resistance. NPJ
Biofilms Microbiomes-Nature. 1:15012.

PIERCE, CG et al. 2008. Simple and reproducible 96-well plate-based method for the formation of
fungal biofilms and its application to antifungal susceptibility testing. Nature Protocol., 3:
1494-1500.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 84

PULCRANO G, ROSCETTO E, IULA VD, PANELLIS D, ROSSANO F, CATANIA MR.
2013.MALDI-TOF mass spectrometry and microsatellite markers to evaluate Candida
parapsilosis transmission in neonatal intensive care units. European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases 2012 Nov;31(11):2919-28.

PUTIGNANI L, CARSETTI R, SIGNORE F, MANCO M. 2010. Additional maternal and
nonmaternal factors contribute to microbiota shaping in newborns. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America. 107(42):E159

QUINDOS, G et al. 2009.Actividad antifingica in vitro de la micafungina. Revista Iberoamericana
de Micologia. 26:35-41.

RAJ, H.G. et al. 1998. Mechanism of biochemical action of substituted 4-methylbenzopyran-2-ones.
Part 11: Mechanism-based inhibition of rat liver microsome-mediated aflatoxin B1-DNA
binding by the candidate antimutagen 7,8-diacetoxy-4-methylcoumarin. Bioorganic
Medicinal & Chemistry. 6:1895-1904.

RAMAGE G et al. 2009. Our current understanding of fungal biofilms. Critical Reviews in
Microbiology 35:340-355.

RAMAGE G, et al 2002. In vitro pharmacodynamic properties of three antifungal agents against
preformed Candida albicans biofilms determined by time-Kill studies. Antimicrobial Agents
Chemotherapy. 46(11):3634-3636.

RAMAGE, G.; BACHMANN, S.; PATTERSON, T. F.; WICKES, B. L.; LOPEZ RIBOT, J. L. 2002.
Investigation of multidrug efflux pumps in relation to flucoazole resistance in Candida
albicans biofilms. J. Antimicrob. Chemother., 4: 973-980.

RANGEL-FRAUSTO et al. 1999. National epidemiology of mycoses survey (NEM IS): variations
in rates of bloodstream infections due to Candida species in seven surgical intensive care
units and six neonatal intensive care unit. Clinical Infectious Diseases. 28:253-258.

REBOLI AC, et al. 2007. Anidulafungin versus fluconazole for invasive candidiasis. New England
Journal of Medicine.356:2472-82.

RESENDE, J. C. P. et al. 2004.Phenotypic and genotypic identification of Candida spp. isolated from
hospitalized patients. Revista Iberoamericana de Micologia, 21: 24-8.

REVANKAR SG, et al. 1998. Interpretation of trailing endpoints in antifungal susceptibility testing
by the national committee for clinical laboratorystandards. Journal of Clinical
Microbiology. 36:153-156.

REX J.H et al.2001. Antifungal Susceptibility Testing: Practical Aspects and Current Challenges.
Cllinical Microbiology Reviews. 14 : 643-651.

RICHARDSON, M.D AND LASS-FLORL, C. 2008. Changing epidemiology of systemic fungal

infections. Clinical Microbiology and Infection. 14: 5-24


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pulcrano%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22644055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roscetto%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22644055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iula%20VD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22644055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panellis%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22644055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rossano%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22644055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catania%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22644055

SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 85

ROBBINS, N., CAPLAN, T., and COWEN, L. E. 2017. Molecular Evolution of Antifungal Drug
Resistance. Annual Review of Microbiology. 71:753-75.

RODRIGUES, W. B.; GUIMARAES, T. A.; FONTENELE, A.M.M. 2017. Infeccdes fungicas em
transplantados renais: uma revisdo integrativa. Revista Pesquisa de Saude. 18(2): 119-123.

RODRIGUEZ-TUDELA JL et al. 2005. Susceptibility patterns and molecular identification of
Trichosporon species. Antimicrob Agents Chemother. 49: 4026-4034.

ROJAS, F.M. AND MAGDALENA, G.G. 2004. Hongos levaduriformes em neonatos. recuencia
sensibilidad antifingica. Comunicaciones cientificas y tecnolégicas. Universidad National
del Nordeste,

ROSE, C.D., NEVEN, B., WOUTERS, C., 2014. Granulomatous inflammation: the overlap of
immune deficiency and inflammation. Best Practice & Research: Clinical Rheumatology.
28, 191-212.

RUAN SY, CHIEN JY, HSUEH PR.2009. Invasive trichosporonosis caused by Trichosporon asahii
and other unusual Trichosporon species at a medical center in Taiwan. Clinical infectious
diseases.49:11-e17.

RUZICKA, F., V. HOLA, M. VOTAVA, AND R. TEJKALOVA. 2007. Importance of biofilm in
Candida parapsilosis and evaluation of its susceptibility to antifungal agents by colorimetric
method. Folia Microbiology. 52:209-214.

SABATELLI, F et al. 2006. In vitro activities of posaconazole, fluconazole, itraconazole,
voriconazole, and amphotericin B against a large collection of clinically important molds
and yeasts. Antimicrob Agents Chemother .50: 2009-15.

SAENE, V.H.K., DAMJANOVIC, V., PIZER, B., PETROS, A.J. 2009. Fungal infections in ICU.
Infectious Disease Clinics of North America. 41: 337-340.

SANGUINETTI, M. et al. 2007.Evaluation of vitek 2 and rapid yeast plus systems for yeast species
identification: experience at a large clinical microbiology laboratory. Journal of Clinical
Microbiology. 45:1343-6.

SARDARI, S.; MORI, Y.; HORITA, K.; MICETICH, R.G.; NISHIBE,S.; DANESHTALAB, M.
1999. Syntesis and antifungical activity of coumarins and angular furanocoumarins.
Bioorganic and Medicinal Chemistry. 7:1993-1940.

SCHULZE, J., SONNENBORN, U. 2009. Yeasts in the gut: from commensals to infectious agents.
Deutsches Arzteblatt International. 06(51-52): 837-842.

SEIDLER M, SALVENMOSER S, MULLER FM. 2010. Liposomal amphotericin B eradicates
Candida albicans biofilm in a continuous catheter flow model. FEMS Yeast
Research.10(4):492-495.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 86

SENEVIRATNE CJ, JIN L, SAMARANAYAKE LP. 2008. Biofilm lifestyle of Candida:a mini
review. Oral Diseases. 14:582-90.

SERENA C et al. 2006. Efficacy of voriconazole in a guinea pig model of invasive trichosporonosis.
Antimicrob Agents Chemother.50: 2240-2243.

SHIBUYA K et al. 2005. Granuloma and cryptococcosis. Jornaul Infectious Chemotherapy
11(3):115-22

SHINOZAKI M et al. 2013. Development of a peptide nucleic acid probe to Trichosporon species
and identification of trichosporonosis by use of in situ hybridization in formalin-fixed and
paraffin-embedded (FFPE) sections. Journal clinical microbiology. 51: 295-298.

SILVA RF 2010. Infecgdes fangicas em imunocomprometidos. Jornal Brasileiro Pneumologia 36:
142-147.

SILVA S et al. 2009. Biofilms of non-Candida albicans Candida species: quantification, structure
and matrix composition. Medical Mycology. 47: 681-689.

SILVA, C.M. et al. 2015. Neonatal Candidemia Caused by Candida haemulonii: Case Report and
Review of Literature. Mycopathologia 179: 1-5.

SINGH, I.; KAUR, H.; KUMAR, S.; KUMAR, A,; LATA, S.; KUMAR, A. 2010.Synthesis of new
coumarin derivatives as antibacterial agents. International Journal of ChemTech Research.
2:1745-1752.

SNELDERS E. 2009. Possible environmental origin of resistance of Aspergillus fumigatus to medical
triazoles. Applides environmental Miicrobiology. 75(12):4053-7

SOLL, D.R. 2008. Candida biofilms: is adhesion sexy? Current Biology. 18:153-155.

SONNEBORN A . et al. 2009. Chlamydospore Formation in Candida albicans Requires the Efglp
Morphogenetic Regulator. American Society for Microbiology Journals.

STEIN, A.C et al 2006.Antifungal activity of some coumarins obtained from species of Pterocaulon
(Asteraceae). Journal of Ethnopharmacology. 107,:95-98.

SUHJW, etal . 2020. Anidulafungina versus micafungina no tratamento de candidemia em pacientes
adultos. Mycopathologia.185:653 — 664.

SUTCU, M et al. 2016. Epidemiologic and microbiologic evaluation of nosocomial infections
associated with Candida spp in children: A multicenter study from Istanbul, Turkey.
American Journal of Infection Control 44:1139-43

SUZUKI K et al. 2010. Fatal Trichosporon fungemia in patients with hematologic malignancies.
European Journal of Haematology. 84: 441-447.

TAFF HT, MITCHELL KF, EDWARD JA, ANDES DR 2013. Mechanisms of Candida biofilm drug
resistance. Future Microbiology 8: 1325-1337.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 87
TAKEUCHI O, S. et al. 2002.Cutting Edge: Role of Toll-Like Receptor 1 in Mediating Immune
Response to Microbial Lipoproteins. Journal Immunology [Internet].;169(1):10-4.
TAMURA, N. K. et al. 2007. Fatores de viruléncia de Candida spp. isoladas de cateteres venosos e
méaos de servidores hospitalares. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.

4091-3.

TAPIA, C.; LEON, E.; PALAVECINO, E. 2003. Antifungal susceptibility of yeasts by Etest.
Comparison of 3 media. Revista médica de Chile, 131:299-302.

TELES, H.L. et al. 2006. Aromatic compounds produced by Periconia atropurpurea an endophytic
fungus associated with Xylopia aromatic. Phytochemistry. 67:2686-2690.

THATI, B et al. 2007. Mechanism of action of coumarin and silver(l)-coumarin complexes against
the pathogenic yeast Candida albicans. Toxicology in Vitro, 21:801-808.

TORTORANO, A. M. et al. 1997. “Prevalence of serotype D in Cryptococcus neoformans isolates
from HIV positive and HIV negative patients in Italy,” Mycoses, 40(7):297-302.

TURAN, H AND DEMIRBILEK, M. 2018. Biofilm-forming capacity of blood—borne Candida
albicans strains and effects of antifungal agentes. Revista Argentina de Microbiologia.
50(1): 62-69.

UPPULURI P, PIERCE CG, LOPEZ-RIBOT JL 2009. Candida albicans biofilm formation and its
clinical consequences. Future Microbiology. 4: 1235-1237.

UPPULURI P, SRINIVASAN A, RAMASUBRAMANIAN A, LOPEZ-RIBOT JL.2011. Effects of
fluconazole, amphotericin B, and caspofungin on Candida albicans biofilms under
conditions of flow and on biofilm dispersion. Antimicrobial Agents Chemotherapy.
55(7):3591-3593

VALENZA, G. et al. 2008. Evaluation of new colorimetric vitek 2 yeast identification cards by use
of different source media. Journal of Clinical Microbiology. 46:3784-7.

VALLE, T.; LOPEZ, J.L.; HERNANDEZ, J.M.; CORCHETE, P. 1997. Antifungal activity of
scopoletin and its differential accumulation in Ulmus pumila and Ulmus campestris cell
suspension cultures infected with Ophiostoma ulmi spores. Plant Science.125:97-101.

VAN DER GEEST PJ, HUNFELD NG, LADAGE SE, GROENEVELD AB. 2016. Micafungin
versus anidulafungin in critically ill patients with invasive candidiasis: a retrospective study.
BMC Infection Dissseas. 15;16:490.

VAZQUEZ-GONZALEZ D et al 2013. Opportunistic yeast infections: candidiasis, cryptococcosis,
trichosporonosis and geotrichosis. Journal of the German Society of Dermatology.11:5:381-
394.

VEEN,S.Q., CIAAS, E. C. J.,. KUIIPER, ED J. 2010. High-Throughput Identification of Bacteria

and Yeast by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagnéstico Laboratorial 88
Spectrometry in Conventional Medical Microbiology Laboratories. JOURNAL OF
CLINICAL MICROBIOLOGY. p. 900907

VILLANUEVA, A.; GOTUZZO, E.; ARATHOON, E.G.; NORIEGA, L.M.; KARTSONIS. N.A;;
LUPINACCI, R.J, et al. A randomized double-blind study invasive aspergillosis.
International Journal Antimicrob Agents. V. 27: p. 457-67. 2006.

VIVEK, A.RUCHIKA, B. MOLLY, M. 2015. Comparison of biofilm formation in clinical isolates
of Candida species in a tertiary care center, North India. Indian Journal of Pathology and
Microbiology. 58(4):475-8.

WALL, G. et al. 2019.Candida albicans biofilm growth and dispersal: contributions to pathogenesis.
Current Opinion in Microbiology. 52:1-6.

WALSH TJ et al. 1990. Trichosporon beigelii, an emerging pathogen resistant to amphotericin B.
Journal Clinical Microbiology 28: 1616-1622.

WYNNE SM et al. 2004. Invasive infection with Trichosporon inkin in 2 siblings with chronic
granulomatous disease. Journal Allergy Clinical Immunology. 114: 1418-1424.

XIAO M et al.2015. Antifungal susceptibilities of Candida glabrata species complex, Candida
krusei, Candida parapsilosis species complex and Candida tropicalis causing invasive
candidiasis in China: 3-year national surveillance. Journal Antimicrobian Chemotherapy.
70: 802-810.

XU J, VILGALYS R, MITCHELL TG. 2000. Multiple gene genealogies reveal recent dispersion and
hybridization in the human pathogenic fungus Cryptococcus neoformans. Molecular
Ecology. 9:1471-1481.

YAMAN G, AKYAR I, CAN S. 2012. Evaluation of the MALDI TOF-MS method for identification
of Candida strains isolated from blood cultures. Diagnostic Microbiology Infection.
73(1):65-7.

YANG, D et al 2010. Effects of osthole on migration and invasion in breast cancer cells Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry. 74:1424-1430.

ZAOUTIS, T. E etal. 2005. Antifungal susceptibility of Candida spp. isolated from pediatric patients:
a survey of 4 children's hospitals. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease. 52: 295-
8.

ZARAGOZA O et al. 2009. The capsule of the fungal pathogen Cryptococcus neoformans. Advances
in Applied Microbiology 68: 133-216.



SANTOS, FAG — Leveduroses Sistémica: Diagndstico Laboratorial
ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
Bl PERNAMBUCO CENTRO DE W"“
. |—_ CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

UFPE
DADOS DO PROJETO DE PESQUASA

Tulo da Pesquisa: LEVEOUrosas sistémicas: glagnostico laboratoral & 30ordagens protedmicas com
&nfase no controie de biofime, analise ulraestrutural e alvos terapeuticos fingicos

Pesquisagor: FRANZ DE ASSIS GRACIANOC DCS SANTOS

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 68134917.5.0000.5208

institulg3o Proponsnts: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financamento Propro

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.131.435

Apresantag3o do Projsto:

Trata-s2 de um projeto oe Doutorago pertencents 30 Programa de Pos Graduacdo em Bioiogla de Fungos —
UFPE, do aluno FRANZ DE ASSIS GRACIANO DOS SANTOS, sob orentacdo da Profa. Dra. Rejane
Paraira Neves. O projeto prople um 2studo epldemioiogicd 0o BP0 EXpIOratND & ProSPective que avalara
£3506 02 candidiase sisEmicas em padentes Imemados &m Unigades de Terapla Imensiva. Serdo nchidos
nesta pesQUIS3 08 pacientss que estiveram Internacos em UTI no periodo de Agosto oe 2017 3 Abmil 02
2013 & que possuam solictagdo medica para diagnastico MICoiogico. As coletas 52rdo rexizadas em um
total ge 100 pacientes intemados no Hosphal das Clinicas de Pemambuco e Hospital Getdlo Vargas, na
cidade do Recife-PE. O estudo pretende avallar o potencial de virulencia de leveduras ge origem ciinica,
quanto 3o perfll protedmico & aspectos ultrasstruturals na formagdo e ratamento de biofimes, utilzando
amostras de blopsia, Nuidos DIolOgIcos como sangue, Hiquico cefalomaquidiano, 1avado bronguico-alveoiar,
sacregdo de feridas, entre outros. Os experimentos laboratorials serdo executados no Laboraiono oe
Micologia Medlca no Departamento g2 Micologla, Cantro de Blociéncias (UFPE), no Hospial das Cilnicas @
Hospilal Getlio Vargas & no Centro de Tecnologias Estratégicas do Noroeste - CETENE. O projsto
apresenta viaolidads N1sica 2 fnancelra, M3 vez que apresenta excalems infrassinutura bam como verna

aprovada por 6rgdo ge fomento. Quanto 305 questionamantos eticos, 06 MsCos Mo

Enderuga.  Aw de Engmrbaria 89 - 1° ander, sl & Prédio do Cenbis de Cilncies da Salde

Bairro: Citede Univeesbitia CEP. 50 140200
UF. PE Musiclpio: RECHE
Telohwe: (311262538 Eoal coponfuipe iy

AR 5t e



