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RESUMO

Introducdo. A denominacdo de Candida, como género de leveduras que
apresentam caracteristicas micologicas especificas, so foi oficializada em 1954. No
contexto epidemiolégico, sdo patdgenos oportunistas encontrados em diversos
ambientes, principalmente no corpo humano, podendo causar desde infeccbes
superficiais até sistémicas. O presente estudo focalizou a espécie Candida glabrata,
desde a identificacdo molecular de isolados obtidos de diferentes espécimes clinicos
de pacientes hospitalizados, sua distribuicdo segundo as unidades hospitalares e a
avaliacdo da sensibilidade / resisténcia a compostos antifingicos pertencentes a
diferentes grupos farmacologicos. Pacientes e Métodos. Foram estudados isolados
de varios espécimes clinicos de 80 pacientes atendidos em diferentes unidades de
um hospital terciario. A identificagdo molecular foi feita utilizando-se a técnica
MALDITOF MS e a avaliacdo da sensibilidade a antifangicos foi realizada usando-
se a metodologia preconizada pelo EUCAST e seis antifangicos — um poliénico
(anfotericina B desoxicolato - AmB), dois derivados triazélicos (fluconazol-FLC e
voriconazol-VRC) e trés equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina). Resultados. Todos os isolados foram identificados como Candida
glabrata stricto sensu. As cepas apresentavam elevada sensibilidade a AmB, as trés
equinocandinas e ao VRC, mas sensibilidade intermediaria ao FLC. A prevaléncia
de resisténcia & AmB e ao VRC era maior que as equinocandinas. Embora ainda
dentro das faixas de sensibilidade, as concentracdes inibitérias minimas de AmB,
anidulafungina e micafungina do presente estudo eram maiores que as publicadas
pelo EUCAST, tomadas como referéncia. Conclusdes. O presente estudo permite
concluir que as cepas de Candida glabrata stricto sensu predominam nos diferentes
espécimes clinicos avaliados nesta regido e que ndo sdo sensiveis ao fluconazol,
motivo pelo qual este composto antifingico ndo deve ser primeira escolha no
tratamento de pacientes graves. A alta prevaléncia de concentracdes inibitorias
minimas elevadas, embora ainda dentro da faixa de sensibilidade, indicam a
necessidade de identificacdo de todas as amostras em nivel de espécie e, para 0s
isolados de C. glabrata, a realizacdo rotineira do teste de sensibilidade antifingica,
cujos resultados devem ser divulgados ao corpo clinico.

Palavras-chave: Candida glabrata; MALDI-TOF MS; Candidiases. Compostos
antifangicos; Teste de sensibilidade antifingica.



ABSTRACT

Introduction. The nomenclature of the Candida genus was accepted as an official
name only in 1954, to accommodate a group of yeasts that presented specific
mycological characteristics. In the epidemiological context, they are opportunistic
pathogens found in several environments, but mainly in the human body, which can
cause since superficial until systemic infections. The present study aimed the Candda
glabrata — the molecular identification of the isolates obtained from different clinical
specimens of hospitalized patients, its distribution as to the hospital units, and the
evaluation of the susceptibility/resistance to antifungal compounds belonged to
different pharmacological groups. Patients and Methods. Isolates from several
clinical specimens obtained from 80 patients admitted at different hospital units of a
tertiary hospital were studied. The molecular identification was performed using the
MALDI-TOF MS, and the evaluation of the susceptibility antifungal testing was carried
out according to the EUCAST procedures for six compounds — one polienic
(amphotericin B deoxycholate — AmB), two triazole compounds (fluconazole-FLC and
vorionazole-VRC), and three equinocandins (caspofungin, micafungin and
anidulafungin). Results. All the isolates were identified as Candida glabrata stricto
sensu. These strains presented susceptibility to AmB, to the three equinocandins, and
to VRC, but intermediate susceptibility to FLC. The prevalence of resistance to AmB
and to VRC was higher than to the equinocandins. Although into the susceptibility
range, the minimal inhibitory concentration of AmB, anidulafungin, and micafungin
found in the present study was higher than those published by EUCAST, taken as a
reference. Conclusions. The present study permits to conclude that the strain
Candida glabrata stricto sensu predominates in the different clinical specimens
isolated from patients of this region, and that they are not susceptible to fluconazole.
For this reason, this triazole compound cannot be the first choice to treat severe
patients from this region. The high prevalence of elevated minimal inhibitory
concentrations, although into the susceptibility range, indicates the need not only the
identification of the Candida spp. at the level of species, but also the evaluation of the
susceptibility profile of all the Candida glabrata isolates, whose results must be send
to the clinical staff.

Keywords: Candida glabrata; MALDI-TOF MS; Candidiases; Antifungal compounds;
Antifungal susceptibility testing.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais do género Candida e das candidiases

A primeira citacdo de candidiase foi feita por Hipocrates, em seu livro
Epidemics, que descreveu lesdo oral do tipo afta em dois pacientes com grave
doenca condicdo predisponente. Rosen von Rosenstein (1771) e Underwood
(1784) registraram a presenca de afta em criangas, registrando-a em textos
pediatricos. A seguir, Véron (1835) relatou o caso de um recém-nascido com
candidiase esofagica e sugeriu que a infeccdo tinha sido adquirida pela
passagem na vagina. O agente causador da afta foi identificado por Langenbeck
(1839), em raspado de lesao por afta em um paciente com tifo, embora o tenha
considerado o agente da condi¢do predisponente. A natureza dimoérfica desses
fungos foi demonstrada por Grawitz, em 1877, que descreveu a forma de
levedura, a micelial e os clamidosporos. Varias publicagcdes demonstraram que
o fungo causador da afta também causava infeccdes sistémicas

A denominacédo Candida foi introduzida por Berkhout (1923) para um
grupo de leveduras ascosporadas que estavam incluidas no género Monilia,
sugerido por Zopf em 1890. A denominacdo proposta permitia a separacao
dessas leveduras de certos fungos filamentosos isolados de frutas e folhas
podres, que pertenciam ao género Monilia. Langeron & Guerra (1938), Diddens
& Lodder (1942) e Lodder & Kreger-Van Rij (1952) apoiaram a denominacao
sugerida. Sua oficializacdo, no entanto, sé ocorreu no VIl Botanical Congress,
realizado em Paris, em 1954 (LACAZ, 1980; SEGAL, 1998).

Aspectos micoldgicos. Candida sdo leveduras cujas células sao
globosas ou ovoides, cilindricas ou alongadas, normalmente nao ogivais,
apiculadas ou em forma de frasco, cuja reproducdo se da por brotamento
multipolar. A formacédo de pseudomicélio € encontrada na maior parte das
espécies, que é diferenciado em pseudo-hifa e blastoconideos ou blastésporos.
Micélio verdadeiro e clamidésporos podem ser formados (LACAZ, 1980;
ALBY&BENNETT, 2010)

Aspectos epidemiolégicos. Leveduras do género Candida raramente sao
isoladas de animais de sangue frio, da agua e, quando presente no solo, estéo
relacionadas a excrementos humanos ou de animais. Podem ser isoladas de

insetos, alimentos em fermentacdo, polpa de madeiras, bebidas alcodlicas e
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leveduras de panificagdo. Algumas espécies podem viver de forma comensal no
organismo do homem e de animais. No homem colonizam o trato gastrintestinal,
orofaringe, dobras da pele, vagina, urina e fezes (LACAZ, 1980).

As leveduras deste género se comportam como agentes oportunistas,
cuja patogenicidade estd condicionada a fatores do hospedeiro, podendo
desenvolver quadros clinicos variados, desde infec¢cdes superficiais até
sistémicas. Dessa forma, as candidiases podem acometer pele, unhas, mucosas
oral, esofagica e vaginal e, em sua forma mais grave, a corrente sanguinea,
provocando sepse — denominada candidemia (KOJIC, 2004). E importante
registrar que as manifestacdes clinicas de candidiase diferem segundo o tipo de
fator predisponente — pacientes com neutropenia apresentam disseminacao
hematogénica e candidiase hepato-esplénica, enquanto doentes com depressao
da resposta imunocelular revelam infeccdo de membranas mucosas, com
candidiase oral e candidiase esofagica, esta ultima sendo definidora de AIDS
(Acquired immune deficiency syndrome) em infectados pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV).

1.2 Colonizacgéo e infecgcao por Candida spp.

O género Candida spp. faz parte da microbiota normal da boca de
25% a 50% dos individuos saudaveis, condicdo esta denominada colonizacgao.
Candida albicans € a espécie mais prevalente entre as colonizadoras, mas outras
espécies de Candida também tém sido isoladas (ZIRKEL et al., 2012).

Assim como alguns outros microrganismos, varias espécies do género
Candida podem colonizar mucosa, pele e trato digestivo, de modo transitério ou
durante longos periodos. No entanto, deve-se sugerir alteragdo da microbiota
quando presentes em diferentes sitios e quando determinado fungo for cultivado
repetidamente do mesmo tipo de amostra clinica. O desenvolvimento demasiado
de Candida spp., nestes sitios de colonizacdo, pode facilitar sua invasao no
tecido, principalmente em hospedeiros com condic¢des predisponentes (GUINEA,
2014).

O género Candida é constituido por aproximadamente 200 espécies, 20
das quais estao relacionadas a infecgcdes em seres humanos, entre as quais se
destacam C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.

guilliermondii e C. lusitaniae. No entanto, tém sido descritas espécies chamadas
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emergentes, tal como C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C.
lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua e, em passado recente, C. auris (REX
et al., 2008).

Como o género Candida faz parte da microbiota humana, ao causar
doenca ele se comporta como um patégeno oportunista, isto €, depende de um
ou mais fatores de imunossupressao (PFALLER et al., 2010).

C. albicans é a espécie isolada com maior frequéncia em todo o0 mundo,
como colonizadora e como causadora de infec¢des superficiais ou invasivas, em
diferentes sitios anatdmicos. Com potencial patogénico bastante conhecido,
apresenta, como principais fatores de patogenicidade e viruléncia, capacidade
de aderéncia a diferentes tipos de mucosa e epitélio, dimorfismo - com producao
de pseudo-hifas que auxiliam na invaséo tissular, termotolerancia e producao de
exoenzimas, como proteinase e fosfolipase (REX et al., 2008). Esta espécie
revela-se naturalmente sensivel a todas as drogas de uso sistémico, porém
casos de resisténcia adquirida a azolicos tém sido descritos, principalmente, em
individuos que foram expostos por tempo prolongado a estes antifingicos. A
resisténcia a anfotericina B (AmB) é rara (NCCLS, 2002; NUCCI et al., 2013)

C. parapsilosis € comensal da pele humana e menos adaptada a
superficies mucosas, esta associada a infeccéo de corrente sanguinea (ICS) por
manipulagdo do paciente, sendo bem conhecida por causar infeccdes em
criancas e neonatos. Esta espécie esta, quase sempre, relacionada a presenca
de cateteres e sua grande habilidade em formar biofilmes favorece sua
patogénese.® C. parapsilosis, que era inicialmente considerada espécie Unica foi,
desde os anos 90, considerada um complexo englobando trés espécies: C.
parapsilosis (strictu sensu), C. metapsilosis e C. orthopsilosis (EUCAST, 2017,
ROMEO et al., 2009).

C. tropicalis pode se comportar como agente oportunista quando o
hospedeiro se encontra neutropénico, quando ha supressao da microbiota
bacteriana pelo uso de antimicrobianos e na vigéncia de danos na mucosa
gastrintestinal. Essa espécie € responsavel por candidemias em pacientes com
neoplasia, sendo mais frequentes em leucemias do que em tumores solidos
(RUIZ et al., 2005).

A especie C. glabrata, por sua vez, também se encontra muito

relacionada a outras duas espécies fenotipicamente semelhantes (C.

16



bracarensis e C. nivariensis), individualizadas apenas por analise molecular do
DNA e assimilacédo da trealose. C. nivariensis tem se revelado multirresistente a
antifangicos, enquanto C. bracarensis tem patogenia e resisténcia a antifangicos
pouco conhecidos (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008).

A epidemiologia das infec¢des por C. glabrata e C. krusei é diferente das
demais espécies. Sua infeccdo ocorre em geral apds uso profilatico de
antifangicos, como por exemplo, o fluconazol (FLC) em pacientes com doenca
hematologica e ndo estd associada ao uso de cateter e a antibioticoterapia
prévia. As infec¢Bes por C. krusei apresentam a maior taxa de letalidade, seguida
das causadas por C. glabrata (WILLE et al., 2013), e revela resisténcia natural
ao FLC, o que talvez explique sua maior incidéncia em pacientes neutropénicos
expostos a este antifangico RUIZ et al., 2005). C. glabrata pode adquirir
resisténcia ao longo da exposicao ao FLC, (WILLE et al., 2013), o que pode
justificar um aumento de seus indices de coloniza¢éo ou de infec¢do observado
em diferentes grupos de pacientes submetidos a exposicado prolongada a este
antifangico (WILLE et al., 2013), Menor sensibilidade &8 AmB também vem sendo
documentada nesta espécie (MORETTI et al., 2013).

Importante ressaltar que, apesar da taxonomia de muitos fungos de
interesse médico ter sido atualizada, em publicacéo recente!® na qual C. glabrata
e C. krusei foram reclassificadas como Nakaseomyces glabrata e Pichia
kudriavzevii, respectivamente, os nomes anteriores dessas espécies foram
mantidos neste projeto.

C. guilliermondii faz parte da microbiota normal da pele e das superficies
mucosas humanas, sendo recuperada com maior frequéncia de pacientes
imunocomprometidos. E uma espécie com potencial de causar ICS,
particularmente, em pacientes com neoplasia hematoldgica e internados em
unidades de terapia intensiva (COLOMBO et al., 2013). Estas infeccbes
apresentam epidemiologia similar a das causadas por C. parapsilosis, pois a
invasdo sanguinea por estas espécies guarda intima relacdo com a presenca de
cateter (COLOMBO et al., 2013).

Recentemente foi identificado Candida auris, que se caracteriza por ser
multidroga-resistente, comprometer pacientes imunossuprimidos e poder ser
erroneamente identificada como C. famata, C. haemulonii, C. sake,

Saccharomyces cerevisiae ou Rhodotorula glutinis, por técnicas utilizadas em
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laboratérios clinicos, tais como Vitek2®, API®, AuxaColor® e, inclusive, o
Matrixassisted laser desorption/ionization-time of flight mass espectrometry
(MALDITOF MS). Além disso, C. auris geralmente € resistente ao FLC e
voriconazol (VRC) e, em alguns, casos a AmB e as equinocandinas,
apresentando, assim, elevada taxa de letalidade (NEUFELD et al., 2015;
GASPAR et al., 2015).

1.3 Candida glabrata

Candida glabrata foi inicialmente denominada Cryptococcus
glabratus (Anderson, 1917) e Torulopsis glabrata (Andersnon) Lodder et de Vries
(1938) (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

C. glabrata € uma levedura haploide e produz colénias de cor
creme, lisas e brilhantes, com pseudohifas ou fimbrias miceliais em agar. As
células sado ovoides, com 2,5 x 4,6um, e podem formar pequenos aglomerados,
também, ovoides (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Apesar de sua
incapacidade de se transformar de levedura a hifa ou secretar proteases, C.
glabrata revela varios fatores de viruléncia, inclusive a producdo de biofilmes
(RODRIGUES et al., 2017; DENFERT&JANBON, 2015) [PRISTOV;
GHANNOUM, 2019].

Desde o final do século XX tem se observado um progressivo aumento da
incidéncia de infec¢des fungicas invasivas, com predominio das causadas pelo
género Candida, em especial C. albicans (FRIAS-DE-LEON et al., 2021). No
entanto, o isolamento de C. glabrata foi e continua sendo cada vez mais
frequente, em pacientes com diabetes mellitus, tumores sélidos, desnutri¢ao,
recém-nascidos e, por vezes, neoplasias hematolédgicas (FRIAS-DE-LEON etal.,
2021; BITAR et al., 2014; HAZEN, 1995).

As infeccdes por Candida spp. causam grande impacto em saude publica
por sua incidéncia em pacientes hospitalizados, em que C. glabrata foi
responsavel por 6,4% das infeccoes (BERNHARDT; KNOKE, 1997). A incidéncia
de C. glabrata aumentou significativamente como agente de infec¢cdes em seres
humanos, chegando a ser o segundo ou terceiro patdgeno em casos de
candidiases, principalmente em ambientes hospitalares. C. glabrata é com
frequéncia responsavel por resisténcia em pacientes hospitalizados (LEE et al.,

2018) e apresenta maior incidéncia em adultos que em criancas e recém-
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nascidos (SILVA et al., 2012). Além disso, em relagdo a outras espécies, que
nao Candida albicans, a mortalidade associada a C. glabrata é relativamente
elevada — em torno de 50% em pacientes com céancer e 100% quando em
complicacbes de transplante de medula 6ssea (LOCKHART et al., 2009;
MIRANDA-ZAPICO et al., 2011).

O complexo C. glabrata é constituido pelas espécies patogénicas Candida
glabrata stricto sensu, C. bracarensis e C. nivariensis (ALCOBA-FLOREZ et al.,
2005; CORREIA et al., 2006; TURNER&BUTLER, 2014). No entanto, estudo de
1595 isolados procedentes de todo o mundo revelou que apenas 1 (0,06%) era
C. nivariensis e 2 (0,13%) eram C. bracariensis (LOCKHART et al., 2009) . Além
disso, estudo realizado com 16 cepas de C. nivariensis, isoladas de 12 hospitais
do Reino Unido em dois anos, revelou menor sensibilidade a itraconazol,
fluconazol e voriconazol (BORMAN et al.,, 2008). Esses dois estudos
demonstram a baixa prevaléncia de C. bracariensis e de C. nivariensis, mas a

menor sensibilidade desta Ultima espécie a compostos triazélicos.

1.4 Candida glabrata — Compostos antifungicos e mecanismos de
resisténcia.

Compostos antifungicos de trés grupos farmacolégicos tém sido utilizados
no tratamento de infecgBes por C. glabrata — anfotericina B desoxicolato (AmB)
e seus derivados lipidicos, derivados triazélicos — fluconazol (FLC) e voriconazol
(VRC) e equinocandinas (EQCs) — caspofungina (CSF), anidulafungina (ANF) e
micafungina (MCF).

A acao antifungica da AmB depende de sua ligacdo a molécula do
ergosterol, na membrana celular do fungo, constituindo o complexo polieno-
esterol, que leva a formacao de poros ou canais que alteram sua permeabilidade.
(PALACIOS&SERRANO, 1978; ELLIS, 2002). Observa-se um aumento do
influxo de prétons, que compromete a captacao de nutrientes e que coincide com
o efluxo de potassio. Uma adenosina trifosfatase translocadora de protons,
caracterizada na membrana citoplasmética de fungos, parece estar ligada a acédo
antifuingica da AmB (BOSSCHE et al., 1988). Os mecanismos de resisténcia se
relacionam a mutacdes nas proteinas ERG6 e ERG11, que alteram a enzima
esterol 14-a-demetilase, levando a reducdo do contetudo de ergosterol da
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membrana celular e substituicdo do ergosterol por outros esterois (HULL et al.,
2012; VANDEPUTTE et al., 2008; FRIAS-DE-LEON et al., 2021).

Os derivados triazélicos inibem a enzima 14-a-esterol demetilase,
responsavel pela biossintese do ergosterol, importante componente da
membrana celular. Essa acdo leva a inibicdo do crescimento fangico pela
alteracdo da estrutura e da funcdo da membrana celular
(PRISTOV&GHANNOUM, 2019). Trés sao o0s principais mecanismos de
resisténcia de fungos do género Candida aos triazdlicos: a) desenvolvimento de
bombas de efluxo, que eliminam os triazélicos, diminuindo sua atividade inibidora
enzimatica e suas consequéncias; as bombas de efluxo sdo o resultado da
mutacdo dos genes CDR1/CDR2 e MDR1, e constituem o principal mecanismo
de resisténcia da C. glabrata aos triazolicos; b) alteracao do sitio enzimatico de
ligacdo de azolicos a C. glabrata; esta alteracdo € codificada pelo gene ERG11;
este mecanismo tem pequena participacdo no desenvolvimento de resisténcia
de C. glabrata aos triazolicos; c¢) desenvolvimento de outra via metabdlica
(bypass) para producdo de ergosterol, como resultado de mutacdes
(SPAMPINATO&LEONARDI, 2013).

As equinocandinas — EQCs sao lipopeptideos que inibem a B-(1,3)D-
glucano sintase, responsavel pela sintese de B-(1,3)-glucana que, juntamente
com a quitina, constituem o esqueleto basico da parede celular fungica,
responsavel pela integridade estrutural e por sua forma (LATGE, 2007), e que
nao sao encontradas nas células humanas. A B-(1,3) D-glucano sintase é um
complexo protéico formado pelo menos por sub-unidades cataliticas (Fksp) e um
componente amplamente distribuido (Rhol). As EQCs se ligam a Fksp, que é
codificada pelos genes FKS1 e FKS2 (KATIYAR et al., 2006; PARK et al., 2005).
Assim, a mutacdo em duas regifes altamente conservadas de genes FKS levam
a reducao da sensibilidade de C. glabrata as EQCs — substituicdo de amino-
acidos em Fksplp (D632E) e em Fksp2p (F659V (CLEARY et al., 2008;
KATIYAR et al., 2006; THOMPSON et al., 2008) [WALKER et al., 2010;
GARCIA-EFFRON et al., 2009].

O uso intensivo do FLC em pacientes com diagnéstico presuntivo de
candidiase, ou confirmado apenas em nivel de espécie, assim como sua

utilizag&o profilatica, levou a emergéncia de isolados resistentes em C. glabrata.
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Sabe-se que, especificamente no caso desta espécie, a exposi¢cdo prévia a
azoélicos é decisiva para sua proliferacdo(WILLE et al., 2013).

O interesse pelo estudo de C. glabrata reside no fato de ser um patdgeno
emergente, com a particularidade de que um numero consideravel de cepas
pode ser resistente in vitro a antifungicos triazolicos (MIRANDA-ZAPICO et al.,
2011). Além disso, mostrou estar associada a internacdes hospitalares mais
longas, com custos mais elevados do que nos casos de infeccéo por C. albicans
(BERNHARDT; KNOKE, 1997). Por fim, os achados de que a incidéncia de
infeccdo por espécies de Candida e de sua sensibilidade a compostos
antifangicos apresenta variacdes regionais (MARCON, 2023), e poucos estudos
identificaram em nivel molecular ou por anélise prote6mica os isolados avaliados,

reforgcam a proposta do presente estudo.

2. OBJETIVOS
2.10bjetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar as espécies de C. glabrata isoladas de
diferentes amostras clinicas de pacientes internados em um hospital de

atendimento terciario.

2.20bjetivos especificos

Este estudo teve como objetivos especificos:

) Investigar a prevaléncia de espécies cripticas nas diferentes amostras
clinicas de que foram isoladas;

1)) Avaliar a sensibilidade dos isolados a compostos antifingicos de
diferentes grupos farmacoldgicos - fluconazol, voriconazol,
caspofungina, micafungina, anidulafungina e anfotericina B;

1)} Comparar a resisténcia a compostos antifingicos de cada isolado, em

funcdo do espécime clinico do qual foi obtido.
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MATERIAL E METODOS
3.1Pacientes

Foram estudadas 80 isolados de Candida glabrata obtidas de pacientes
do Hospital Estadual de Bauru, localizado na Regido Centro-Oeste do Estado de
Séo Paulo, Brasil.

Os pacientes se encontravam em diferentes unidades do Hospital, tais
como de enfermarias (30 pacientes; 37,5%) e do Centro de Terapia Intensiva da
Unidade de Emergéncia — CTI (12; 15,0%), como revela a tabela 1. A avaliacao
estatistica revelou predominio de amostras procedentes das enfermarias (tabela
1).

Tabela 1. Distribuicdo de 80 pacientes, admitidos no Hospital Estadual Bauru no
periodo 2015 — 2022, com infeccdo por Candida glabrata, segundo unidade

hospitalar em que foram admitidos. Teste do qui-quadrado para uma amostra.

Unidade hospitalar Pacientes Pacientes
(nimero) (porcentagem)
Enfermarias 30 37,50
CTI da Unidade de Emergéncia 12 15,00
Unidade de Emergéncia 08 10,00
UTI do adulto 09 11,25
UTI da Unidade Coronariana 06 7,50
Clinica coronariana 04 5,00
UTI de queimados 04 5,00
Unidade de Quimioterapia 03 3,75
Ambulatorio 01 1,25
Acolhimento 02 2,50
Pediatria 01 1,25
Total 80 100,0%

CTI — Centro de Terapia Intensiva; UTI — Unidade de Terapia Intensiva
Teste do qui-quadrado para uma amostra, para as cinco primeiras unidades e a
soma das demais: x? = 28,72 p<0.001

3.2Amostras

As amostras, obtidas durante o periodo de 2015 a 2022, foram

principalmente: urina (54 isolados, 67,5%), sangue (15; 18,8%) e secrecao
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traqueal 7,5%), como revela a tabela 2. A avaliacdo estatistica revela que as

amostras de urina predominaram (tabela 2).

Tabela 2 - DistribuicAo de 80 amostras de Candida glabrata, isoladas de
pacientes atendidos no Hospital Regional Bauru no periodo 2015 - 2022,
segundo espécime clinico. Teste do qui-quadrado para uma amostra.

Espécime clinico Pacientes (numero) | Pacientes (porcentagem)
Urina 54 67,50

Sangue 15 18,75
Secrecdao traqueal 06 7,50
Abscesso intracavitario 01 1,25
Abscesso renal 01 1,25

Lavado bronco-alveolar 01 1,25

Aspirado de drenagem biliar 01 1,25

Aspirado de incisao cirurgica 01 1,25

Total 80 100,00

x2=80,1 p<0,001

As amostras foram inoculadas no meio cromogénico CHROMagar
Candida® (CHROMagar Microbiology, Difco, USA) e, a sequir, identificadas por
método fenotipico de assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio no sistema
automatizado Vitek2® (bioMérieux, Franca) e armazenadas em freezer a -80°C.

Recuperacédo das culturas. Os isolados identificados como do complexo
de espécies C. glabrata foram descongeladas e repicadas no meio cromogénico
CHROMagar Candida (CHROMagar Microbiology, Difco, USA). As placas foram
incubadas a temperatura de 35°C e as leituras realizadas apos 24 e 48h de
incubacédo. As colonias de leveduras puras foram transferidas para tubos de

ensaio contendo meio de cultura Sabouraud Dextrose (Oxoid, EUA).

3.3Analise protedmico

A identificagao foi realizada por método protedémico - lonizagao/Dessorgao
a Laser Assistida por Matriz Acoplada a Espectrometria de Massa por Tempo de
Voo (MALDI-TOF MS), sob supervisdo da Dra. Juliana Possatto Fernandes
Takahashi. Os isolados foram cultivados em agar Sabouraud com cloranfenicol,
seguido por isolamento em CHROMagar Candida® (Difco, USA) para purificagéo

e novamente semeado em agar Sabouraud com Cloranfenicol. Com o tempo
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maximo de crescimento de 24 h, foi utilizado o método de extragdo em microtubo,
com acido féormico e acetonitrila, recomendado para leveduras pelo fabricante do
equipamento Microflex® (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemanha) (FRASER et al.,
2015). Algumas colbnias de cada isolado foram transferidas para um microtubo,
contendo 1 mL de agua purificada estéril, e a suspensao foi homogeneizada em
vortex por 1 minuto. A suspensao foi centrifugada por 2 minutos a 13.000 rpm e
o sobrenadante foi, entdo, cuidadosamente removido. Em seguida, foram
adicionados 300 pL de agua purificada estéril e 900 pyL de etanol absoluto ao
microtubo, homogeneizado em voértex por 1 minuto e centrifugado por 2 minutos
a 13.000 rpm, novamente. Todo sobrenadante foi removido para centrifugacéo
do sedimento, por mais 2 minutos a 13.000 rpm, no intuito de remogéo de todo
residuo de etanol. O sedimento foi desidratado seco em termo bloco a 37 °C por
5 a 10 minutos e adicionado de 10 a 100 pL de acido férmico a 70%,
proporcionalmente, ao seu tamanho. Apdés homogeneizacdo em vortex por 1
minuto, o volume equivalente de acetonitrila foi adicionado e a amostra foi
homogeneizada em vortex por 1 minuto e centrifugada novamente por 2 minutos
a 13.000 rpm. Finalmente, foi pipetado 1 uL do sobrenadante sobre um dos 96
circulos (spot) marcados em uma placa metalica, em duplicada. As amostras,
assim depositadas, apdés estarem secas seco em ar ambiente, foram
adicionadas de 1 pL de matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico). Apos
nova secagem, a placa foi introduzida no equipamento MALDI-TOF MS para
aquisicao e analise (software Biotyper RTC 3.0) do espectro proteico (CLARK et
al.,, 2013). Os resultados foram interpretados conforme pontuacdo obtida e
segundo as seguintes recomendagbes do fabricante: 2.300 a 3.000 -
identificacdo de espécie altamente provavel; 2.000 a 2.299 - identificagdo segura
de género e identificagdo provavel de espécie; 1.700 a 1.999 - identificacado
provavel de género; 0.000 a 1.699 - identificacdo nao confiavel (MARKLEIN et
al., 2009; WOOLSTON et al., 2011).

3.4Teste de sensibilidade antifungica - TSA

Seis compostos antifungicos foram adquiridos em forma de pé pré

analise (p.a.) (Sigma, USA) para determinacdo da sua concentragdo inibitéria
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minima (MIC, mg/L) frente aos isolados de C. glabrata. Foram avaliados: AmB,
equinocandinas — CSF, MCF e ANF, e derivados triazoélicos - FLC e VRC. O TSA
foi realizado pelo método de microdiluicdo em caldo, segundo as especificacdes
do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) no
documento E.DEF 7.3.2 (Disponivel em:
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _files/AFST/Files/EU
CAST E Def 7.3.2 Yeast testing_definitive_revised 2020.pdf). A solucéo-

mae de FCZ na concentracdo de 5120 mg/Lfoi preparada em &gua destilada e

os demais antifingicos na concentracdo de 1600 mg/Lem DMSO
(dimetilsulfoxido de sédio). As solugBes de uso, diluidas a razdo 2 em meio
liquido RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Sigma, St. Louis, EUA),
foram preparadas de modo que, apés a adi¢cao do indculo, apresentassem 10
concentragdes, entre 0,0008 mL/L a 4 mL/L, com excec¢do de FLC (ao qual C.
glabrata apresenta resisténcia adquirida) que foi analisado em 12
concentracfes: 0,008 mg/L a 32 mg/L, atendendo a orientacdo da versao
atualizada do documento europeu de referéncia.

Cada antifungico foi distribuido, em aliquotas de 100 pL, em placa de
microtitulacdo, desde a coluna 2 até a 11, correspondendo cada coluna a uma
concentracdo. Para os testes, 100 puL de inéculo (1 a 5 x10° ufc/mL) foi
adicionado as placas, ficando nos pocos contendo antifungico, diluido a metade
de sua concentragdo (0,5 a 2,5 x10° ufc/mL). Em cada placa foram colocados
in6culos de 6 leveduras, sendo as duas ultimas linhas da placa (G e H)
destinadas as cepas-padrédo C. krusei ATCC (American type culture collection)
6258 e C. parapsilosis ATCC 22019, para controle interno de qualidade do teste.
O controle de esterilidade do teste, preparado em toda a coluna 1, foi feito com
o meio RPMI, sem antifangico e sem inéculo. O controle de crescimento,
denominado de controle positivo, foi colocado na coluna 12, sendo preparado
com 100 pL de RPMI e 100 pL de cada inéculo. As placas foram tampadas e
incubadas a 35°C, em estufa incubadora.

A leitura de turbidez, resultante do crescimento das cepas, foi realizada
as 24h e quando o valor da densidade ética (D.O.) foi = 0,3; caso contrario, nova
leitura foi feita até 48h, com excecdo dos testes com equinocandinas, sempre

obtido as 24h. Para a leitura de D.O. foi utilizado filtro de 492 nm, sendo os
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valores registrados em impressora, para posterior compilacdo e analise de
resultados. A coluna 1, controle de esterilidade serviu como “branco” do
espectrofotometro. A MIC foi determinada no poco contendo a menor
concentrag&o que inibiu o crescimento completo (inhibition concentration- IC100)
do in6culo nos testes com AmB. Nos testes com azois e equinocandinas a MIC
foi determinada no poco com inibicdo de 50% (IC50), ou mais, do crescimento

em relacdo ao controle positivo.

Como forma de andlise dos resultados, foram empregados os parametros
de MICso e MICqo, definidos, respectivamente, como a concentragdo de cada
farmaco necessaria para inibir 50% e 90% dos isolados. Os calculos e confeccao

de figuras foram realizados com Microsoft Office Excel. 2007.

Para interpretacdo da sensibilidade de acordo com MIC, foram utilizados
valores de pontos de corte clinicos (breakpoints) e, na sua auséncia, foram
empregados pontos de corte epidemiologicos (ECOFFs). Os breakpoints e 0s
ECOFFs adotados para o estudo foram recomendados pelo comité EUCAST
(EUCAST, 2023. Disponivel em:
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _files/AEST/Clinical
breakpoints/EUCAST BP_ECOFF v 4.0.pdf). Para CSF, ndo h& pontos de
corte definidos e seguiu-se a recomendacdo de EUCAST em considerar

sensiveis o0s isolados sensiveis a ANF (EUCAST, 2020. Disponivel em:
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _files/AEST/Clinical
breakpoints/EUCAST BP_ECOFF v2.0 20-09-24.pdf).

Os breakpoints utilizados na interpretacéo dos resultados se encontram

no quadro 1.

Quadro 1 — Breakpoints clinicos e epidemiol6gico de compostos antifungicos
para Candida glabrata, segundo as especificacdes do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 2023.

Composto antifungico | Sensivel | Intermediario | Resistente
Anfotericina B <1 >1
Anidulafungina <0,06 >0,06
Micafungina <0,03 >0,03
Caspofungina

Fluconazol <0,001 |>0,001a<16 >16
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Composto antifungico | Selvagem N&o selvagem
Voriconazol* <1 >1
... hdo aplicavel *breakpoint epidemiolégico

3.5Calculo da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi feito para estudo que compara dois
testes na mesma amostra e que considera o erro tipo a de 0,05, o tipo 3 de 0,20,
a razao entre os dados discrepantes igual a 2,0 e a menor proporgao entre 0s
dados discordantes igual a 0,10. O calculo revelou que a amostra deve ser de
pelo menos 48 isolados (JEKEL et al., 2005).

3.6Grupo controle

Os resultados de MIC frente aos isolados foram comparados com 0s
publicados pelo EUCAST [EUCAST MIC and zone diameter distributions and
ECOFFs. Disponivel em:
https://mic.eucast.org/search/?search%5Bmethod%5D=mic&search%5Bantibiot
iIc%5D=-1&search%5Bspecies%5D=126&search%5Bdisk content%5D=-
1&search%5Blimit%5D=50 [Acesso em 12/12/2024].

3.7Anéalise estatistica

A comparacao de frequéncias na mesma amostra foi feita pelo teste do
qui-quadrado para uma amostra. A comparacao de frequéncias para amostras
independentes foi feita pelo teste do qui-quadrado ou pela prova exata de Fisher.
Quando mais de duas frequéncias foram comparadas utilizou-se o teste do qui-
quadrado, seguido pelo teste de Goodman. A comparacdo de mais de duas
frequéncias na mesma amostra foi feita pelo teste Q de Cochran. As diferencas
foram consideradas significantes quando o valor de p foi igual ou menor que
0,05. Os testes de correlacdo foram feitos pela avaliacdo do coeficiente de
correlacdo de Kendall. Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o
programa SPSS versao 9.4, com excec¢ao do teste de Goodman, que foi feito em
programa padronizacdo na Secdo de Bioestatistica do Instituto de Biociéncias
de Botucatu — UNESP.
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3.8 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP
da Faculdade de Medicina de Botucatu da UNESP, CAAE
69763623.7.0000.5411.

4. RESULTADOS
4.1 |dentificacdo dos isolados por matrix-assisted laser

desorption/ionization-time of flight mass espectrometry (MALDI-TOF MS)

O método MALDI-TOF MS revelou que todos os isolados foram
identificados como Candida glabrata stricto sensu, com escores entre 2,0 e 2,4.

4.2 Avaliacao da sensibilidade a compostos antifungicos

Todos os isolados submetidos a avaliacdo da atividade antifungica dos

seis antifungicos. Os resultados se encontram na tabela 3 e nas figuras 1 e 2.
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Tabela 3. Distribuicdo de valores de concentracao inibitdria minima (MIC) de antifungicos frente a 80 isolados clinicos de Candida
glabrata, estado de Sao Paulo, 2015-2023.

Numero de isolados na MIC (mg/L):

Antifangico

Micafungina

Anidulafungina

16 | 32
na | na
na | na

Caspofungina*

Fluconazol

Voriconazol

Anfotericina B

na

na - ndo avaliada; * para CSF nao ha pontos de corte e isolados sensiveis a ANF foram considerados sensiveis a CSF.

Sensibilidade:

selvagem

sensibilidade
intermediaria

nao selvacg:em

resistente
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Figura 1 — Distribui¢cdo de 80 isolados de Candida glabrata stricto sensu

segundo a concentracdo inibitéria minima de trés equinocandinas.
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Figura 2 - Distribuicdo de 80 isolados de Candida glabrata stricto sensu

segundo a concentracdo inibitéria minima de dois triazdlicos.

A avaliagcdo dos 80 isolados revelou que a prevaléncia de amostras
resistentes ou ndo selvagens era maior para AmB que para as equinocandinas,

cabendo ao VRC uma posi¢éo intermediaria (Tabela 4, Figura 3).
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Tabela 4. Comparacdo da prevaléncia de cepas de Candida glabrata stricto

sensu resistentes ou ndo selvagens a diferentes compostos antifungicos,

determinada pela concentracao inibitoria minima. Teste Q de Cochran.

Espécime clinico AmB CSP | MCF ANF VRC Valor
dep
Todos (n=80)* 9(113)a | -b -b | 1(1,3)b | 7(8,8)ab | <0,0001
Urina (n=54) 6 (16,7)a -b -b 1(2,8)b | 4(11,1)ab | 0,0002
Sangue (n=15) 1(6,7) - - - 2 (13,3) 0,06
Secrecao traqueal | 1 (16,7) - - - - 0,31
(n=6)

“Urina, sangue, secrecdo traqueal, abscesso intra-cavitario, abscesso renal,

lavado bronco-alveolar, aspirado de drenagem biliar, aspirado de incisdo

cirdrgica; -: zero; anfotericina B (AmB); caspofungina (CSP); micafungina (MCF);

anidulafungina (ANF); voriconazol (VRC).

Letras minusculas comparam prevaléncias na mesma linha; prevaléncias

seguidas da mesma letra ou ndo acompanhadas de letras néo diferem entre si

(p>0,05), enquanto frequéncias seguidas de letras diferentes apresentam

diferencas estatisticamente significantes (p<0,05)

Percentual
[=3]

AnfoterecinaB

p<0,0001

Voriconazo

Antifungico

=

Anidulefungina Caspofungina

B

Micafungina

Figura 3. Prevaléncia de isolados resistentes de Candida glabrata observada em

80 amostras de diferentes espécimes clinicos de pacientes admitidos em um
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hospital terciario. Distribuicdo segundo composto antifingico avaliado. Teste Q
de Cochran. Frequéncias acompanhadas da mesma letra ndo diferem entre si
(p>0,05), enquanto prevaléncias acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

Achado semelhante foi observado quando foram avaliados os 54

isolados de urina (Tabela 2, Figura 4).

Percentual

L= L=

|2}

L=

B B

ArfoterecinaB  Voriconazol Anidulsfungina Caspofungina  Micafungina

[=1]
(==

Antifungico

p=0,0002

Figura 4. Prevaléncia de isolados resistentes de Candida glabrata
observada em 54 amostras de urina de pacientes admitidos em um
hospital terciario. Distribuicdo segundo composto antifungico avaliado.
Teste Q de Cochran. Frequéncias acompanhadas da mesma letra nédo
diferem entre si (p>0,05), enquanto prevaléncias acompanhadas de letras
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

No entanto, a prevaléncia de isolados resistentes ndo apresentou

diferenca, segundo composto antifingico avaliado, para amostras de sangue e

de secrecéo traqueal (Tabela 2, Figuras 5 e 6).
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4,0

2,0

0,0
Voriconazol Anfoterecina B Caspofungina  Micafungina Anidulafungina

Antifungico

p = 0,06
Figura 5. Prevaléncia de isolados resistentes de Candida glabrata observada em
15 amostras de sangue de pacientes admitidos em um hospital terciario.
Distribuicdo segundo composto antifungico avaliado. Teste Q de Cochran.

Frequéncias ndo acompanhadas de nenhuma letra ndo diferem entre si (p>0,05).

Percentual

Anfoterecina B Caspofungina  Micafungina Anidulafungina Voriconazol

Antifungico

p=0,31
Figura 6. Prevaléncia de isolados resistentes de Candida glabrata observada
em seis amostras de secrecéo traqueal de pacientes admitidos em um hospital
terciario. Distribuicdo segundo composto antifungico avaliado. Teste Q de

Cochran. Frequéncias ndo acompanhadas de nenhuma letra n&o diferem entre
si (p>0,05).
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Nenhum dos isolados de C. glabrata revelou-se sensivel ao FLC — 76
apresentaram sensibilidade intermediaria e quatro eram resistentes. Os quatro
isolados resistentes ao FLC eram néo selvagens ao VRC, mas trés isolados com
sensibilidade intermediaria ao FLC ja se mostraram ndo selvagens ao VRC
(Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo de 80 isolados clinicos de Candida glabrata stricto sensu,
de pacientes admitidos em um hospital terciario, segundo os resultados dos

testes de sensibilidade a derivados triazolicos de primeira e segunda geracao.

FLC / sensibilidade | FLC / resistente Total

intermediaria

VRC / Selvagem 73 (91,25) - 73 (91,25)
VRC/nao selvagem 03 (3,75) 04 (5,00) 07 (8,75)
Total 76 (95,00) 04 (5,00) 80 (100,00)

FLC, fluconazol; VRC, voriconazol; ( ) porcentagem

4.3Comparacéao de valores de concentracao inibitéria minima

As equinocandinas avaliadas apresentaram diferentes valores de MIC,
sendo os valores de CSF e MCF mais baixos que os de ANF (tabela 6). Em
relacdo aos derivados triazélicos, o VRC apresentou MIC menor que o FLC
(Tabela 6).
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Tabela 6. Comparagdo das concentragfes inibitérias minimas (mg/L) de

equinocandinas e de derivados triazélicos, determinadas em 80 amostras de

Candida glabrata stricto sensu. Teste de Kruskal-Wallis para equinocandinas e

de Mann-Whitney para triazolicos.

Equinocandina | Mediana | 1° quartil | 3° quartil | Média geométrica
Caspofungina | 0,03B 0,015 0,03 0,02
Anidulafungina | 0,06 A 0,03 0,06 0,05
Micafungina 0,03B 0,03 0,03 0,03

Valor de p <0,001

Triazolicos Mediana | 1° quartil | 3° quartil | Média geométrica
Voriconazol 0,50 B 0,13 0,50 0,26
Fluconazol 1,00 A 0,25 4,00 0,89

Valor de p < 0,001

Letra mailsculas comparam valores de concentragdo inibitéria minima da

mesma coluna; concentracdes seguidas de letras iguais ndo diferem entre

si (p>0,05), enquanto as acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

4.4Correlagéo entre as concentragdes inibitérias minimas de

compostos antifungicos do mesmo grupo farmacolégico

A avaliacdo de correlacdo das concentracdes inibitérias minimas de

equinocandinas revelou sua auséncia em todos os pares estudados, embora os

achados com CSF e ANF tenham sido os que mais se aproximaram da

significancia (Tabela 7). Ao contrario, os valores de MIC de FLC e VRC

apresentaram correlacao direta significante (Tabela 7).
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Tabela 7. Correlacdo entre as concentracdes

inibitérias minimas de

equinocandinas e de derivados triazélicos, determinados em 80 amostras de

Candida glabrata stricto sensu. Coeficiente de correlacdo de Kendall.

Equinocandinas Coeficiente r | Valor de p
Caspofungina e anidulafungina -0,188 0,094
Caspofungina e micafungina -0,063 0,576
Anidulafungina e micafungina 0,027 0,812
Compostos triazolicos Coeficiente r | Valor de p
Fluconazol e voriconazol 0,607 0,000

4.5Comparacao entre as concentracdes inibitérias minimas de

compostos antifungicos — grupo experimental e grupo controle

A comparacéao entre o grupo estudado (experimental) e aqueles incluidos

na pagina do EUCAST (controle) foi feita para toda a amostra e para a amostra

estratificada.

As concentracdes inibitorias minimas observadas no presente estudo

foram mais elevadas que as apresentadas pelo EUCAST, para AmB e

equinocandinas. O inverso foi observado com o FLC; com MICs mais elevados

no grupo EUCAST que no presente estudo; por fim, ndo houve diferenca apenas

para o VRC (Tabela 8).

Tabela 8. Comparacao entre as concentracgdes inibitérias minimas de compostos

antifangicos, determinadas em Candida glabrata stricto sensu, com as

observadas em isolados de Candida glabrata, determinadas pelo EUCAST,

tomadas como grupo controle. Teste U de Mann-Whitney.

Composto antifingico | Experimental | n Controles n | Valordep
Anfotericina B 1,0[0,50;1,0] | 80 | 0,13[0,06; 0,25] | 1394 | < 0,001
Anidulafungina 0,06 [0,03; 0,06] | 80 | 0,02 [0,01; 0,02] | 392 < 0,001
Micafungina 1,0[0,25; 4,0] | 80 | 0,01[0,01;0,02] | 418 <0,001
Fluconazol 1,0[0,25;2,0] | 80 4,0 [4,0; 8,0] 1571 < 0,001
Voriconazol 0,25[0,06; 1,0] | 80 | 0,25[0,13; 0,50] | 5907 0,70

n, nimero de amostras;

[ 1 primeiro e terceiro quartil
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A avaliacdo da comparacdo das concentracdes inibitdrias minimas,
distribuidas em faixas, sera apresentada para cada composto antifingico
estudado (Tabelas 9 a 14).

AmB. Nas faixas de sensibilidade, a frequéncia de MICs foi maior no

grupo experimental; fato oposto foi observado entre os resistentes (tabela 7).

Tabela 9. Distribuicdo estratificada dos valores de concentracao inibitéria minima
(mg/L) da Anfotericina B (AmB), determinados em amostras de Candida glabrata
lato sensu. Comparacdo com achados de EUCAST (2024), com Candida

glabrata, tomados como controles* Teste do qui-quadrado, seguido pelo teste de

Goodman.
Faixas Casos Controles*
0,002 - 0,003 -b 69 (4,95 a
0,06 -1,0 |71(88,75)b |1324(94,98) a
>1,0 09 (11,25)a| 01(0,07)b
Total 80 (100,00) | 1394 (100,00)
p<0,0001

*EUCAST/[https://mic.eucast.org/search/?search%5Bmethod%5D=mic&search
%5Bantibiotic%5D=-

1&search%5Bspecies%5D=126&search%5Bdisk _content%5D=-
1&search%5BIlimit%5D=50]

-: zero () porcentagem calculada na coluna

AmB / breakpoint: sensivel: < 1,0 mg/L; resistente: > 1,0 mg/L
Letra minasculas comparam valores de concentracao inibitéria minima da
mesma linha; concentracdes seguidas de letras iguais nao diferem entre si
(p>0,05), enquanto as acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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ANF. Na faixa superior de sensibilidade, a frequéncia de MICs foi maior

no grupo experimental; fato oposto, embora discreto, foi observado entre os

resistentes (tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo dos valores de concentracéo inibitoria minima (mg/L) da

Anidulafungina (ANF), determinados em amostras de Candida glabrata lato

sensu. Comparacado com achados de EUCAST (2024), com Candida glabrata,

tomados como controles* Teste do qui-quadrado, seguido pelo teste de

Goodman.

Faixas Experimental | Controles*
0,002 - 0,008 -b 153 (39,03) a
0,016 - 0,06 | 79(98,75)a | 219 (55,87) b
0,125-0,5 -b 16 (4,08) a
1-8 01 (1,25)a | 04 (1,002 a
Total 80 (100,00) | 392 (100,00)

p<0,0001

*EUCAST][https://mic.eucast.org/search/?search%5Bmethod%5D=mic&search%5Banti

biotic%5D=-1&search%5Bspecies%5D=126&search%5Bdisk content%5D=-

1&search%5BIlimit%5D=50]

-: zero () porcentagem calculada na coluna

ANF / break point: sensivel: < 0,06 mg/L; resistente: > 0,06 mg/L

Letra minasculas comparam valores de concentracao inibitéria minima da

mesma linha; concentracdes seguidas de letras iguais nao diferem entre si

(p>0,05), enquanto as acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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MCF. Nas faixas de sensibilidade, as menores MICs predominaram nos

controles, enquanto as maiores nas amostras estudadas (Tabela 11).

Tabela 11. Distribuicdo dos valores de concentracao inibitéria minima (mg/L) da
Micafungina (MCF), determinados em amostras de Candida glabrata lato sensu.
Comparagéo com achados de EUCAST (2024), com Candida glabrata, tomados
como controles* Teste do qui-quadrado, seguido pelo teste de Goodman.

Faixas Experimental | Controles*
0,002 - 0,008 | 05 (6,25) b | 272 (65,07) a
0,016 — 0,03 | 75(93,75)a | 135(32,30) b
0,06 — 0,25 -a 07 (1,67) a
05-2 -a 04 (0,96) a
Total 80 (100,00) | 418 (100,00)

p<0,0001

"*EUCAST[https://mic.eucast.org/search/?search%5Bmethod%5D=mic&search%5Banti
biotic%5D=-1&search%5Bspecies%5D=126&search%5Bdisk content%5D=-
1&search%5BIlimit%5D=50]

-:zero () porcentagem calculada na coluna
MCF / breakpoint: sensivel < 0,03 mg/L; resistente: > 0,03 mg/L
Letra mindsculas comparam valores de concentracao inibitéria minima da
mesma linha; concentracdes seguidas de letras iguais nao diferem entre si
(p>0,05), enquanto as acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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FLC. Nenhuma das amostras dos dois grupos revelou-se sensivel ao
FLC. Entre as faixas de sensibilidade intermediaria, as menores MICs
predominaram no grupo de estudo, enguanto as maiores no grupo controle
(Tabela 12).

Tabela 12. Distribuicdo dos valores de concentracao inibitéria minima (mg/L) do
Fluconazol (FLC), determinados em amostras de Candida glabrata lato sensu.
Comparacdo com achados de EUCAST (2024), com Candida glabrata, tomados

como controles* Teste do qui-quadrado, seguido pelo teste de Goodman.

Faixas Experimental Controles*
0,002 - 0,03 | 04 (5,00)a -b
0,06 -1,0 45 (56,25)a | 58 (3,69) b
2-16 27 (33,75) b | 1296 (82,50) a
32-64 04 (5,00)a | 161 (10,25) a
128 -b 56 (3,56) a
Total 80 (100,00) | 1571 (100,00)

p<0,0001

*EUCAST[https://mic.eucast.org/search/?search%5Bmethod%5D=mic&search%5Banti
biotic%5D=-1&search%5Bspecies%5D=126&search%5Bdisk content%5D=-
1&search%5BIlimit%5D=50]

-:zero ( ) porcentagem calculada na coluna

FLC /breakpoints: sensivel < 0,001 mg/L; intermediario: > 0,001 a < 16;

resistente: > 16 mg/L
Letra mindsculas comparam valores de concentragdo inibitoria minima da
mesma linha; concentracdes seguidas de letras iguais nao diferem entre si
(p>0,05), enquanto as acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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VRC. A frequéncia de MICs resistentes foi baixa nos grupos
experimental e controle, que nao diferiram entre si. Entre as faixas de

sensibilidade, as maiores MICs predominaram no grupo de estudo (Tabela 13).

Tabela 13. Distribuicdo dos valores de concentracao inibitéria minima (mg/L) do
Voriconazol (VRC), determinados em amostras de Candida glabrata lato sensu.
Comparacédo com achados de EUCAST (2024), com Candida glabrata, tomados

como controles* Teste do qui-quadrado, seguido pelo teste de Goodman.

Faixas Experimental Controles*
0,002 — 0,016 | 10 (12,50)a | 146 (2,47)b
0,03-0,25 29 (36,25) b | 3976 (67,31) a
0,5-1,0 34 (42,50) a | 1239 (20,98) b
2-4 07 (8,75)a | 423(7,16)a
8 — 16 -a 115 (1,95) a
32-64 -a 08 (0,13) a
Total 80 (100,00) | 5907 (100,00)

p<0,0001

*EUCAST[https://mic.eucast.org/search/?search%5Bmethod%5D=mic&search%5Banti

biotic%5D=-1&search%5Bspecies%5D=126&search%5Bdisk content%5D=-
1&search%5BIlimit%5D=50]
-2 zero () porcentagem calculada na coluna

VRC / break point epidemioldgico: selvagem: < 1,0; ndo selvagem: > 1,0 mg/L
Letra mindsculas comparam valores de concentracao inibitéria minima da
mesma linha; concentracdes seguidas de letras iguais nao diferem entre si
(p>0,05), enquanto as acompanhadas de letras diferentes apresentam

diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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4.6Concentracdes inibitérias minimas 50% e 90%

As concentragdes inibitérias minimas 50% e 90%, avaliadas em
amostras de C. glabrata stricto sensu, foram inferiores a maior concentracao
sérica alcancada pelos compostos antifiangicos avaliados, exceto o FLC. No
entanto, somente o VRC apresenta niveis liqudricos superiores as
concentragdes inibitérias minimas. Embora os niveis urinarios de FLC sejam
elevados, encontram-se abaixo de suas concentracdes inibitérias minimas.
(Tabela 14)

Tabela 14. Concentracdes inibitdrias minimas 50% (MICso) e 90% (MICo0) de
compostos antifungicos, avaliadas em 80 amostras de Candida glabrata stricto
sensu, isoladas de pacientes admitidos em um hospital terciario. Relacdo com

alguns dados da farmacocinética desses agentes.

Antifungico MICso (Mg/L) | MICg (MQ/L) | Cmax (M/L)* | LCR (%)* | Urina (%)*
Anfotericina B 1,0 1,0 0,5-2,0 0-4 3-20
Caspofungina 0,03 0,03 0,27 <5 <2
0

Anidulafungina 0,06 0,06 0,83 <5 <2
Micafungina 0,03 0,03 0,24 <5 <2
Fluconazol 1,0 8,0 0,7 >60 90
Voriconazol 0,5 1,0 4,6 60 <2

*Dados extraidos de Ashey et al. (2006)"); Cmax: concentracdo sérica maxima;

LCR: liquido cefalorraquidiano / difusédo (%); urina/ difusdo (%)
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5. DISCUSSAO

Os isolados de C. glabrata tém sido estudados em avaliagdes de fungos
do género Candida, em especial como agentes de candidemias, diferentemente
do que foi realizado nesta pesquisa (TADEC et al., 2016 & PFALLER et al.,
2010). Todos os estudos clinicos que serdo citados, realizados no Brasil e em
paises desenvolvidos, identificaram as espécies de C. glabrata lato sensu,
mesmo quando utilizaram métodos moleculares. Isto indica que o presente
estudo € um dos poucos que pesquisou as espécies do complexo C. glabrata.

As publicacdes de 2013 destacaram o aumento da prevaléncia de C.
glabrata como agente de candidemias no Brasil, que passou a ser reconhecida
como espécie emergente (MORETTI et al., 2013; COLOMBO el al.,2013; NUCCI
et al., 2013) especialmente quando se compara com estudo realizado sete anos
antes (COLOMBO et al., 2006). Publica¢cbes brasileiras posteriores (DOI et al.,
2016; MEDEIROS et al., 2019), revisdo sistematica (MATTA et al, 2017 e
estudos realizados em ouros paises - Japao (KAKEYA et al.,, 2018), Suécia
(LINDBERG et al., 2019) e Estados Unidos (TSAY et al., 2020) demonstraram a
universalidade deste achado. E interessante registrar que um estudo chileno
revelou prevaléncias muito elevadas de C. glabrata no periodo 2000 — 2006,
igual a 25,8%, que se reduziu a ainda elevados 10,3% no periodo 2007 -2013,
demonstrando que essa tendéncia se antecipou no Chile (SIRI et al., 2017).

A identificacao de isolados clinicos de Candida spp. em nivel de espécie
é fundamental para a escolha do tratamento, a ser prescrito, tendo em vista a
diferenca de sensibilidade aos compostos antifungicos (COLOMBO et al., 2013
& NUCCI et al., 2013), também demonstrada no presente estudo. A utilizacao da
técnica MALDI-TOF MS oferece uma identificacdo rapida e precisa
(MARKLEIN et al., 2009). Essa técnica permite a aquisicéo de perfis especificos
de proteinas, que atuam como "assinaturas" moleculares distintas. Esses
padrées sdo, entdo, comparados com um banco de dados de referéncia,
possibilitando a identificagdo precisa da cepa em questdo MARKLEIN et al.,
2009; WOOLSTON et al., 2011). Os escores observados, que variaram entre 2,0
e 2,4, sdo indicativos de grande confiabilidade na identificacdo da espécie dos
isolados que, independentemente do material clinico avaliado e da unidade

hospitalar de origem, foram identificados como Candida glabrata stricto sensu.
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A identificacdo das espécies cripticas de Candida glabrata tem grande
valor epidemioldgico. Sua importancia clinica depende da avaliacdo da
sensibilidade a compostos antifungicos, especialmente se forem diferentes de
uma espécie criptica para outra. No presente estudo, todos os isolados eram da
mesma espécie criptica, o que impossibilitou a comparacdo de sensibilidade
inicialmente proposta. Do ponto de vista epidemioldgico, ficou caracterizada a
importancia dessa identificacao.

Os resultados de TSA de isolados de C. glabrata revelaram maior
prevaléncia de resisténcia a AmB e ao VRC que as trés equinocandinas
avaliadas, quando todos os 80 isolados ou o0s 54 de urina foram avaliados. Além
disso, nenhum isolado foi sensivel ao FLC, que revelou elevada prevaléncia de
sensibilidade intermediaria. Estes achados corroboram os de Tadec et al. (2016)
realizado em pacientes de um hospital da Franga, com candidemia, em relacéo
ao FLC, que observaram MICgo = 256 pg/m e a CSF (100% de isolados sensiveis,
baseados em break points propostos por Arendrup et al.,, 2012), e bastante
proximos dos da AmB (100% de isolados sensiveis). Os resultados do presente
estudo também confirmam os achados de Pfaller e colaboradores (2012), que
avaliaram o cut off epidemiolégico para AmB, encontrando apenas 3% com
valores acima de 1,0 mg/L. Estudo recente, realizado com isolados de paciente
internados em 22 hospitais do Estado de Sao Paulo, identificou 14 (9,7%)
isolados de C. glabrata; a prevaléncia de resisténcia ao FLC e ao VRC foi igual
a 2,8%, similar aos 5,0% observados no presente estudo [Rodrigues et al., 2021].

As equinocandinas inibem a sintese de 1,3-B-glucana, um dos
constituintes da parede celular de fungos, reduzindo sua integridade e levando
a sua ruptura e, por fim, a morte celular. Os compostos estudados —CSP, MCF
e ANF apresentam grande similaridade estrutural e espectro antifingico
praticamente idéntico. Elas sdo fungicidas para espécies de Candida, inclusive
para isolados resistentes a outros compostos antifiangicos (PFALLER et al.,
2008). As MICs da ANF eram mais elevadas que as da CSP e MCF, embora
em apenas uma diluicdo. Estudo que avaliou essa equinocandinas revelou MICgo
de 0,03mg/L, 0,06 mg/L e 0,012mg/L, respectivamente, achado que difere dos
do presente estudo [Lindberg et al., 2019]. Além disso as MICs das diferentes

equinocandinas nao apresentaram correlacdo quando avaliadas duas a duas.
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Essas pequenas diferencas talvez possam ser explicadas por alteracoes
induzidas por componentes séricos (PADERU et al., 2007).

O anel imidazélico confere atividade antifingica a uma variedade de
compostos organicos sintéticos, inclusive os que receberam uma N-substituicdo,
denominados triazéis, que apresentam o mesmo mecanismo de acdo, maior
espectro antifingico e menor atividade sobre a sintese de esterdis humanos. Os
derivados azolicos reduzem a concentracédo de ergosterol, que € fundamental
para a membrana citoplasmética de fungos. FLC e VRC, que apresentam grande
similaridade estrutural, mostraram correlacdo direta de suas MICs, embora
revelem grande diferenca de sensibilidade frente a C. glabrata stricto sensu, a
maioria dos isolados mostra sensibilidade intermediaria ao FLC e padrdo
selvagem ao VRC.

As MICs de isolados de C. glabrata do grupo experimental - do presente
estudo e do EUCAST - constituido por amostras procedentes de muitos paises,
foram distribuidas por faixas e comparadas. As faixas de sensibilidade com
concentragbes inibitérias minimas mais elevadas apresentavam maior
prevaléncia no grupo experimental que no grupo EUCAST para AmB, ANF e
MCF; essas frequéncias eram menores no grupo de estudo para FLC e iguais
para VRC. Esses resultados demonstram uma progressao dos isolados do
presente estudo para niveis de resisténcia a AmB, ANF e MCF. Por esse motivo,
a utilizacéo de todos os compostos antifingicos, em especial AmB, ANF e MCF,
deve estar apoiada em identificacdo rigorosa do agente causal e avaliacdo de
sua sensibilidade a compostos antifungicos, com a finalidade de retardar a
emergéncia de isolados resistentes. A auséncia de dados da CSP no grupo
EUCAST impossibilitou essa avaliacao para este antifungico.

As variaveis MICso e MICg sdo de grande importancia para a avaliagéo
da sensibilidade de compostos antifungicos e devem ser analisadas frente aos
niveis por eles alcancados nos sitios de infeccao, entre os quais sdo de maior
importancia os seéricos, liquoricos e urinarios. Quatro dos cinco compostos
antifangicos analisados apresentavam niveis séricos superiores aos respectivos
MICgqo para C. glabrata, em que apenas o FLC constituiu-se em excecéo. Apesar
de a taxa de difusdo de FLC e de VRC para o liquido cefalorraquidiano serem
elevadas, apenas o VRC poderia ser indicado para o tratamento de infeccbes
por C. glabrata, em funcdo de suas MICs. No entanto, sua baixa concentracéo
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urindria em forma ativa constitui fator impeditivo de sua administracdo oral ou
intravenosa para tratamento de infeccao urinaria por C. glabrata (ASHLEY et al.,
2006). Por fim, quando os testes de sensibilidade antifungica indicarem o uso de
AmB, se o sitio da infeccdo for o liquido cefalorraquidiano, deve-se dar
preferéncia & sua formulacao lipossomal que, nas doses utilizadas, alcangcam
niveis terapéuticos (ASHLEY, 2019).

As MICs de AmB confirmaram os achados de estudos prévios [Colombo
et al., 2006; Doi et al., 2016; Nucci et al., 2017; Lindberg et al., 2019]. As MICs
do FCL variaram, de um estudo para outro, em até trés diluicbes —a MICgo (mg/L)
foi de 8 no presente estudo, 32 no de Colombo et al. (2006), 64 no de Colombo
et al. (2013), 16 no de Nucci et al. (2013) e 16 no de Lindberg et al. (2019). A
MICgo (mg/L) do VRC também apresentou variacdes significativas — foi de 1 no
presente estudo, de 1 no de Colombo et al. (2006), de 4 no de Colombo et al.
(2013) 0,5 no de Nucci et al. (2013) e de 1 no de Lindberg et al. (2019). A MICo0
(mg/L) da ANF também apresentou variacfes — foi igual a 0,06 no presente
estudo, 0,125 no de Nucci et al. (2013) e de 0,03 no de Lindberg et al. (2019).
Por fim, a MICgo (mg/L) foi de 0,03 no presente estudo e de 0,012 no de Lindberg
et al. (2019). Essas variacdes temporais e regionais indicam a necessidade de
se manter a realizacdo rotineira de testes de sensibilidade antifingica em
laboratérios de referéncia, cujos resultados devem ser divulgados
periodicamente, para que o0 paciente receba o tratamento mais apropriado e para
gue se retarde a emergéncia de isolados resistentes.

A publicacéo recente de uma reviséo da literatura sobre Candida glabrata
(FRIAS-DE-LEON et al., 2021) permitiu comparar os resultados do presente
estudo com os observados em isolados de todos os continentes (Anexo [). Esta
comparacao revelou que a amostra estudada foi de tamanho satisfatério, uma
vez que poucos trabalhos apresentaram mais de 80 isolados. Além disso, ndo
sao numerosos os estudos que abordaram AmB, EQCs e VRC, cabendo ao FLC
0 maior numero de trabalhos. Por fim, embora tenham sido grandes as variacbes
regionais, os resultados do presente estudo estdo de acordo com a média dos
observados na literatura em relagdo as equinocandinas — baixa prevaléncia de
resisténcia e ao FLC — elevada frequéncia de sensibilidade intermediaria. No
entanto, as diferencas observadas se referem a resisténcia ao VRC - menor no

presente estudo, e a AMB — bem maior na amostra avaliada. Considerando-se
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que a AmB é uma alternativa ao tratamento de pacientes com isolados
resistentes ao FLC, este achado deve passar a ser levado em consideracéo ao
se decidir por sua indicacao. Por fim, embora a resisténcia de C. glabrata a ANF
esteja dentro do observado em outras regides do mundo, € muito importante
enfatizar a identificagdo de um caso na amostra avaliada.

O presente estudo apresenta a limitacdo de se referir a avaliacdo de
isolados de um unico hospital, embora os achados de outras unidades tenham
sido referidas na discusséo. Além disso, como a prevaléncia de infeccao por C.
glabrata e sua sensibilidade a compostos antifiungicos variam em fungéo do pais
e da regido estudada (MARCON, 2023), esta contribuicdo pode ser considerada
relevante. Por outro lado, deve-se estimular a identificacdo molecular dos
isolados do complexo Candida glabrata, para se avaliar a prevaléncia e
sensibilidade das diferentes espécies cripticas. Os laboratérios de referéncia

terdo um papel central na execuc¢éo deste estudo.

6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, realizado em isolados do complexo
C. glabrata, de diferentes espécimes clinicos, ddo suporte as seguintes
conclusdes:
1. Todos os isolados foram identificados como C. glabrata stricto sensu.
2. Os isolados apresentavam elevada sensibilidade a AmB,
equinocandinas — CSF, ANF e MCF, e VRC, mas sensibilidade
intermediaria ao FLC,;
3. A prevaléncia de resisténcia era mais elevada a AmB e ao VRC que
as equinocandinas, na avaliacao de isolados de todas as amostras e
dos isolados de urina, e apresentava tendéncia de ser maior
nagueles de amostras de sangue;
4. As faixas de sensibilidade em concentracdes inibitérias minimas mais
elevadas de AmB, ANF e MCF apresentavam maior prevaléncia no
presente estudo que nas amostras do EUCAST, tomada como

representativa global
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7. ANEXOS
ANEXO 1

Avaliacdo da sensibilidade de isolados clinicos de Candida glabrata a compostos antifiUngicos — anfotericina B (AmB), caspofungina
(CSF), micafungina (MCF), anidulafungina (ANF), fluconazol (FLC) e voriconazol (VRC). Comparacao entre os achados do presente

estudo com os de Frias-De-Leon et al. (2021).

Artigos (n) Isolados (n) Resistentes (%) Estudo (n=80)
Antifangico Intermediério (%)* Resistentes (%)
Intermediario (%)*

AmB 10 575 2,8 [0-100] 8,8
CSF 11 8.103 1,4 [0-33,5] -

MCF 08 7.899 0,6 [0-10,0] -

ANF 04 7.963 1,6 [0-47,7] 1,3
FLC* 11 1.273 86,6 [11,1-100]* 95,0
FLC 22 1.496 20,1 [0-100] 5,0
VRC 10 997 14,5 [0-43,4] 8,8

n: numero; - : zero; Fluconazol* (FLC*): sensibilidade intermediaria
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