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RESUMO

O consideravel aumento das infec¢des fungicas causadas por agentes oportunistas
conferiu significativa importancia a estas patologias nos ultimos anos. Os principais
fatores associados a esta patologia se relacionam a alteracbes na resposta
imunolégica do paciente. Entre os fungos oportunistas destacam-se as leveduras do
género Candida, que possuem distintos mecanismos de viruléncia e expressiva
variabilidade genética. O tratamento da candidiase tornou-se um grande desafio
diante do aumento da resisténcia destas leveduras e o0 pequeno niamero de drogas
disponiveis para terapéutica. Entre os distintos mecanismos de resisténcia das
leveduras Candida spp, destacam-se as bombas de efluxo e as alteracdes
mutacionais no gene ERG11. Neste contexto, foi realizada a investigacdo do
polimorfismo no gene ERG11 de isolados de leveduras Candida spp e a correlacao
com o padrdao de suscetibilidade ao antifungico fluconazol. Para tanto, foram
isolados 120 leveduras da saliva de pacientes diabéticos, transplantados renais e
pessoas saudaveis, totalizando 190 idividuos. Foram realizados testes de
suscetibilidade por meio do E-test®, segundo o documento M44-A2 (CLSI), para
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) ao Fluconazol. Para a
identificacdo das espécies Candida spp amplificou-se por PCR, fragmentos do gene
28S do rDNA e da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA. Para a analise do polimorfismo do
gene ERG11, amplificou-se fragmentos utilizando-se primers especificos para cada
espécie de Candida spp. Os resultados encontrados demonstram que os pacientes
diabéticos foram os mais colonizados por leveduras, com 68,75% de isolamento,
seguidos dos transplantados com 51,35%. A espécie Candida albicans foi a espécie
mais isolada, compondo 66,7% dos isolados, pertencentes a seis Qrupos
populacionais. As mutacdes no gene ERG11 foram 82,8% (121) sindbnimas e 17,1%
(25) de sentido trocado, identificadas como F105L, D116E, K119N e S137L em C.
albicans, e T224C e G263A em C. tropicalis. As mutacdes encontradas no gene
ERG11 né&o influenciaram no padréo de suscetibilidade ao fluconazol. Desta forma,
0s pacientes diabéticos foram os mais colonizados por leveduras, sendo C. albicans
a espécie mais frequente e a que apresentou maior diversidade genética. O
polimorfismo encontrado nos fragmentos do gene ERG11 ndo provocou diminui¢cao
no padrao de suscetibilidade dos isolados frente ao antifiungo fluconazol.

PALAVRAS-CHAVE: Transplantados; C. albicans; Fluconazol; ERG11.



ABSTRACT

ISOLATED OF Candida FROM DIABETIC AND RENAL TRANSPLANTED
PATIENTS: ANALYSIS PHYLOGENETIC, FLUCONAZOL RESISTANCE, AND
GENE ERG11 POLYMORPHISM

The considerable increase in fungal infections caused by opportunistic agents
attributed significant importance to these infections in recent years. The main factors
associated with this disease are related to changes in the patient's immune
response. Among the opportunistic fungi are the yeasts of the genus Candida, which
have different mechanisms of virulence and a high genetic variability. The treatment
of candidiasis has become a major challenge before the increased resistance these
yeasts and the small number of drugs available for treatment. Among the various
resistance mechanisms of yeast Candida spp, we highlight the efflux pumps and
mutational changes in the ERG11 gene. In this context, the research was conducted
the polymorphisms in ERG11 gene isolated from yeast Candida spp and correlates
with the susceptibility to Fluconazole. For this, 120 yeasts saliva of diabetic patients,
kidney transplant recipients and healthy individuals were isolated. Susceptibility
testing by the E-Test® were performed, according to the document M44-A2 (CLSI)
for determination of MIC to Fluconazole. For the identification of the species Candida
spp, fragments of 28S rDNA gene and regions ITS1-5.8S-ITS2 of the rDNA gene
were amplified by PCR. For the analysis of polymorphism of ERG11 gene, fragments
using specific primers for each species of Candida spp were amplified. The results
demonstrate that diabetic patients were the most colonized by yeast, with 68.75% of
isolation, followed by transplanted with 51.35%. The species Candida albicans was
the most frequent species, making up 66.7% of the isolated belonging to six
population groups. Mutations in ERG11 gene were 82.8% (121) silent and 17.1%
(25) changed direction, identified as F105L, D116E, K119N and S137L in C.
Albicans, and T224C and G263A in C. tropicalis. The mutations found in the ERG11
gene did not influence the pattern of susceptibility to Fluconazole. It was
demonstrated that diabetic patients were the most colonized by yeasts, being C.
albicans the most frequent kind and the one which had the greatest phylogenetic
variation. The polymorphisms found in the gene fragments ERG11 did not caused
decrease in the isolated front susceptibility to antifungal fluconazole standard.

KEYWORDS: Transplanted; C. albicans; Fluconazol; ERG11.
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1. INTRODUCAO

O aumento de infecc¢des fungicas nos ultimos anos esta relacionado a tipos
especificos de pacientes, como no caso dos portadores do virus HIV e
desenvolvendo a AIDS, pessoas que se submetem a tratamento com drogas
imunossupressoras, antibidticos de amplo espectro, transplantados de érgaos ou,
ainda, que possuam doencas cronicas como diabetes. Este grupo de individuos, por
apresentarem alteragcbes na resposta imunologica, fornecem condicdes que
favorecem o desenvolvimento de infec¢des fungicas (Richardson, 2005; Wang et al.,
2009).

Estas infec¢des fungicas sdo denominadas oportunistas e representam um
grave risco a saude destes pacientes, pois frequentemente podem levar o individuo
a Obito. Entre os agentes mais frequentemente envolvidos nestas infeccdes,
destacam-se as leveduras do género Candida, Cryptococcus neoformans e
Aspergillus fumigatus (Morschhauser, 2010).

Ocorre que o principal fungo patégeno oportunista dos seres humanos é
Candida albicans, um comensal do trato urogenital, gastrointestinal e da pele, que
apresenta altas taxas de prevaléncia entre os individuos, podendo estar envolvida
em um amplo espectro de infec¢Bes, como superficial, cutanea, subcuténea e até
sistémica (Kolaczkowski, 2009). Entretanto, infec¢cdes causadas por outras espécies
de leveduras do género Candida, como C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. krusei entre outras, tornaram-se cada vez mais frequentes (Kothavade, 2010).

As leveduras que compdem o género Candida possuem células eucariontes,
com parede celular, sdo heterotroficas, possuem reproducdo assexuada de forma
clonal, sendo que algumas espécies como C. albicans sdo dipléides enquanto
outras, como C. glabrata, sdo hapléides (Jacobsen et al., 2008). Entre as mais de
200 espécies que compdem este género, apenas 20 sdo apontadas com envolvidas
em infeccbes em humanos, destacando-se Candida albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. inconspicua,
C. lipolytica e C. norvegensis (Rodaki et al., 2009).

Existe uma grande variabilidade genética entre as espécies de leveduras do
género Candida, fato este verificado pela diferenca de tamanho do genoma, onde
algumas espécies 0 genoma €é constituido por cromossomos dispostos aos pares

como nas espécies C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei e C. tropicalis, enquanto



outras, como C. glabrata, possuem um genoma formado apenas por alguns
cromossomos hapléides (Bougnoux et al., 2006).

Entre outros aspectos que contribuem para a alta variabilidade entre as
espécies que compdem este género esta a alta taxa de recombinacdo genética
observada em isolados clinicos de diferentes espécies e, ainda, o fato de algumas
destas leveduras fazerem parte da microbiota enddgena de diferentes sitios
anatémicos do corpo humano, o que possibilita uma constante troca genética entre
0s microrganismos durante as migracdes populacionais (Odds, Jacobsen, 2008; Wu
et al., 2012).

O aumento da frequéncia de infec¢cdes por este grupo de fungos tem sido
agravado pelo surgimento de resisténcia as drogas antifungicas, particularmente ao
grupo dos azéis e, entre estes, ao fluconazol, droga amplamente utilizada no
tratamento de paciente com infeccao por Candida spp. A perda da suscetibilidade
das leveduras Candida spp aos antifungicos azodlicos dificulta a elaboracdo da
conduta médica e representa um grande obstaculo para a obtencdo do sucesso
terapéutico (Yan et al., 2009).

Outro aspecto que tem agravado o tratamento das infec¢cdes por Candida
spp € o pequeno numero de drogas disponiveis no mercado, utilizadas para o
tratamento destas patologias flngicas. Apesar das pesquisas para a obtencdo de
novas substancias com acao antifingica, atualmente, poucas drogas sao utilizadas
no tratamento destas doencas. Dentre os medicamentos disponiveis estdo 0s
poliénicos, alilaminas, fluoropirimidinas, equinocandinas e os azois (Colombo et al.,
2012).

Entre estas drogas antifingicas, destaca-se o fluconazol, pertencente a
classe dos azois. Este antifiUngico é uma das drogas mais frequentemente utilizadas
na clinica médica, tendo sua indicacdo na profilaxia ou no tratamento da candidiase
superficial (orofaringea, esofagica ou vaginal) e na candidiase disseminada. No
entanto, o uso generalizado de fluconazol tem sido associado ao surgimento de
resisténcia em isolados clinicos de Candida spp. (Calabrese et al., 2000; Znaidi et
al., 2009).

A resisténcia as drogas antifungicas possui diferentes origens, podendo ser
adquirida, como no caso da espécie C. albicans, que a manifesta apds longa
exposicdo ao fluconazol ou, naturalmente existente, como o caso de C. krusei que

possui resisténcia intrinseca ao fluconazol (Cannon et al., 2007). Ainda, outros



aspectos influenciam na resposta da célula fungica as drogas, como o tipo de fungo,
a dose do medicamento, a duracdo do efeito e 0 mecanismo de agédo da droga
(Sanglard et al., 2003).

Alguns mecanismos sdo descritos como responsaveis pelo desenvolvimento
de resisténcia ao fluconazol entre as leveduras Candida. Entre estes se destacam as
bombas de efluxo do transportador ABC (ATP-binding cassete) e do facilitador
principal (Major Facilitator Superfamily-MFS), que agem impedindo o acumulo de
droga dentro do citoplasma da célula. Ademais, sdo citadas como importantes
mecanismos moleculares geradores de resisténcia as alteragdes conformacionais de
enzimas que sdo alvo das drogas antifungicas, a ativacdo de mecanismos que
degradam farmacos no citoplasma da célula e, ainda, altera¢cdes cromossémicas em
genes como o0 ERG3, ERG11 e FLU1 (Manoharlal, 2008; Marie, White, 2009).

As alteracfes genéticas no gene ERG11 estdo correlacionadas com a perda
de suscetibilidade das leveduras Candida aos antifungicos azois. Isto ocorre devido
a alteracdo do sitio de ligacdo do antifingico a enzima-alvo Ergl1p (lanosterol 14 a-
demetilase), pois esta enzima é codificada por este gene (Maccallum et al., 2010).
Alteracfes na atividade da enzima Ergllp também podem ocorrer pelo aumento da
expressao do gene ERG11, o que resulta em aumento da concentracdo da enzima
no espacgo intracelular, exigindo uma maior concentragdo do antifingico para
provocar a inibicdo da atividade enzimética (Goldman et al., 2004).

Neste contexto de progressivo aumento de incidéncia das infeccbes
fungicas, associado a escassez de drogas disponiveis para o tratamento e a
crescente perda de suscetibilidade dos fungos aos medicamentos antifiingicos, faz-
se necessario aprofundar o estudo dos mecanismos envolvidos na resisténcia das
leveduras do género Candida as drogas antifingicas, particularmente aos azéis e
dentre estes, ao fluconazol. Entre 0s mecanismos aqui propostos, estudou-se aquele
qgue envolve o polimorfismo do gene ERG11 de modo a contribuir para o

aprofundamento do conhecimento cientifico relativo a resisténcia.
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2. JUSTIFICATIVA

O aumento da incidéncia de infeccbes fungicas causadas por agentes
oportunistas contribuiu para que estas adquirissem uma significativa importancia ao
longo das Ultimas décadas. E alto o indice de mortalidade associado a estas
patologias porque atingem, particularmente, pacientes debilitados por outras
situacdes patoldgicas, como no caso dos transplantados, portadores de cancer, sob
terapia intensiva, individuos com AIDS, pessoas que fazem tratamento com drogas
imunossupressoras, sob efeito de antibiéticos de largo espectro ou ainda, que
estejam recebendo nutricdo parenteral.

Pacientes transplantados, desenvolvendo a AIDS, sob efeito de drogas
imunossupressoras e diabéticos, entre outros, podem apresentar perda na eficiéncia
da resposta imunoldgica contra agentes infecciosos, pois sdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de doencas causadas por agentes oportunistas (Ruhnke, 2006).
Alguns fungos comensais, como espécies de Candida, sdo os principais patdégenos
oportunistas que atingem os humanos.

Entre as 20 espécies do género Candida com potencial para causar infeccéo
no homem, destaca-se a espécie Candida albicans, de singular importancia. Esta é
a espécie mais estudada, sendo a mais frequentemente envolvida em candidiase.
Contudo, espécies como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
guilliermondii e C. lusitaniae estdo sendo cada vez mais isoladas a partir de
infeccdes fungicas (Hiller et al., 2011).

A singular importancia que este grupo de leveduras exerce sobre as
infeccbes fungicas, deve-se ao maior poder de patogenicidade e ao grande nimero
de fatores de viruléncia que estes microrganismos apresentam. Destacam-se a
capacidade de aderéncia (adesinas), variabilidade genotipica e os mecanismos de
resisténcia a drogas antifiungicas (Menezes et al., 2007).

Diversas pesquisas buscam desenvolver novas drogas com acao
antifingica, mas os resultados séo relativamente limitados. Atualmente, o tratamento
contra infecgdes fungicas em humanos se restringe a poucas classes de moléculas,
destacando-se os polienos, os azdlicos, fluoropirimidinas e equinocandinas (Kouidhi
et al., 2010). Entre estas drogas, os derivados azélicos sdo 0s mais importantes,
pois se caracterizam como a escolha preferida entre as drogas antifingicas, devido

a sua alta biodisponibilidade e bom perfil de seguranga (Manastir et al., 2011).
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A resisténcia das leveduras Candida aos antifungicos, particularmente aos
derivados azdlicos, possui diferentes origens. Pode ocorrer resisténcia a partir do
mecanismo que leva a incapacidade da célula de acumular a droga intracelular,
exercido pelas bombas de efluxo do transportador ABC e do facilitador principal
(MFS) (Holmes et al., 2008). Outra forma € aquela desencadeada pela acédo de
mutacdo em pontos especificos do gene, como o que ocorre no gene ERG11 (Yan,
et al., 2009).

As alteracbes mutagénicas em pontos especificos do gene ERG11 sé&o
apontadas como um importante mecanismo de inducdo de resisténcia aos
antifangicos azdlicos, principalmente ao fluconazol. Isto se deve ao fato de que este
gene é responsavel pela codificacdo da enzima lanosterol 14a-Demetilase, foco de
acao dos antifungicos triazolicos. As mutacdes neste gene induzem mudancas pos-
traducionais em sequéncias de aminoacidos, acarretando alteracdes na estrutura
tridimensional da enzima lanosterol 14a-Demetilase. Tais mudancas
conformacionais podem provocar a perda de afinidade do antifingico azdlico ao sitio
de ligacdo da enzima, o que gera resisténcia do fungo a droga (Wang et al., 2009).

A investigacdo dos mecanismos que levam os fungos oportunistas do
género Candida a perder a suscetibilidade a drogas antifingicas, como ocorre no
ERG11 é um trabalho arduo que esta longe de ser completamente concluido, pois
existem importantes duvidas que necessitam melhor investigacdo. Portanto, faz-se
necessario uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos e bioquimicos
desenvolvidos por este grupo de fungos, para que seja possivel, em um futuro
proximo, a elaboracdo de condutas terapéuticas adequadas para o tratamento de

pacientes portadores de infec¢des fungicas.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Caracteristicas gerais dos fungos

O reino dos fungos engloba cerca de 1,5 milhdes de espécies, sendo que

deste total, apenas 200 tém sido associados com o homem (Buckley et al., 2008).

Os fungos podem habitar diferentes nichos no ambiente, caracterizados como um

grupo variado de organismos, onde a maior parte € de vida livre, encontrados
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abundantemente na natureza, sendo classificados como seres eucariontes e
heterotréficos (San-Blas, Calderone, 2004; Murray et al., 2006; Carmo et al., 2007;
Willey et al., 2008).

Os fungos podem ser encontrados nas formas filamentosas ou como
leveduras, sendo que alguns sdo denominados dimorficos, caracterizados por
apresentarem as duas formas de crescimento no seu ciclo. Os fungos filamentosos
sao formados por conjuntos de hifas denominados micélio. As leveduras, por sua
vez, sdo unicelulares de forma arredondada, possuem tamanho entre 2 a 60 um,
habitualmente reproduzem-se assexuadamente por gemulagdo e sexuadamente
através da producéo de artrosporos e basididésporos (Forbes et al., 2002).

Os fungos sdo, em sua maioria, microrganismos saprobios que vivem a
custa de restos organicos degradados. Alguns destes fungos coexistem com 0s
seres humanos como comensais sem causar danos e outros sdo patdgenos
evidentes. Para poderem colonizar areas corporais, estes microrganismos precisam
superar e resistir aos mecanismos de resisténcia do hospedeiro. Certos fungos
comensais, como espécies de Candida, sdo patdgenos oportunistas que podem
causar infec¢des, quando ocorrer deplecdo do estado imunolégico do hospedeiro
(Cannon et al.,1995; Cannon et al., 2009).

As infec¢cdes causadas por fungos sdo denominadas micoses. Estas
infeccbes podem variar no tempo de duracdo e grau de patogenicidade no
hospedeiro, estando subordinadas ao mecanismo de desenvolvimento do fungo.
Podem ser classificadas segundo o nivel de envolvimento nos tecidos e pela
maneira de entrada no hospedeiro, sendo divididas em micose sistémicas,
subcuténeas, cutaneas, superficiais e oportunistas (Tortora et al., 2012).

Dos 150 fungos que causam patologias em humanos, 20 pertencem ao
género Candida. Este grupo de leveduras sdo normalmente patdgenos oportunistas,
causadores de infeccbes superficiais a sistémicas, atingindo habitualmente pessoas
imunocomprometidas, recém-nascidos ou que tenham sido expostas a tratamentos
com antibiéticos ou corticosterdides (Samaranayake, Hanes, 2011).

Algumas espécie de Candida spp apresentam singular importancia, como
Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. guilliermondii e C. lusitaniae. Entretanto, C. albicans é a espécie mais importante,

a mais estudada e frequentemente envolvida em infec¢des fungicas, sendo o
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principal agente etiolégico da candidiase, atingindo os mais distintos sitios
anatémicos do corpo humano (Hiller et al., 2011).

Infeccbes fangicas oportunistas sdo um grave problema de saude,
principalmente para pacientes imunocomprometidos. Entre o0s agentes mais
frequentemente envolvidos neste tipo de infec¢cdo estdo as leveduras do género
Candida e Cryptococcus e os fungos filamentosos do género Aspergillus (Arana et
al., 2010).

3.2 Micoses oportunistas

O aumento consideravel da incidéncia de agentes oportunistas fez com que
as infeccbes fungicas adquirissem uma significativa importancia ao longo das
Ultimas décadas. As infec¢des oportunistas sdo geralmente causadas por fungo
pouco ou ndo patogénico ao hospedeiro saudavel, mas que se aproveitam de uma
situacdo de déficit imunoldgico para romper o equilibrio microbiano normal e
expressar seu poder de patogenicidade (Souza et al., 2007).

Fungos oportunistas comumente causam infec¢des superficiais, afetando pele
ou mucosas. No entanto, altera¢cdes na imunidade do hospedeiro, ferimentos fisicos
ou a intervencdo médica podem permitir que estes agentes acessem diferentes
orgédos internos e tecidos, causando infecces potencialmente fatais (Enjalbert et al.,
2007; Leach et al., 2011).

A violacdo das barreiras anatbmicas ou mudangas nos mecanismos
fisiologicos de defesa podem contribuir para o desenvolvimento do potencial
patogénico destes fungos, acarretando diversos tipos de infec¢gdes com variados
aspectos de manifestacdes clinica, indo desde simples infeccdes de mucosa, como
a candidiase oral ou vaginal, até situagcbes mais graves, como quando o agente se
dissemina pela corrente sanguinea e atinge érgaos internos (Chapman, Faix, 2003).

As infeccdes fangicas representam um grande risco para a vida do paciente
com quadro de deficiéncia imunoldgica. No que se refere ao hospedeiro, sdo duas
as principais razdes que explicam a complexidade da terapia: a incapacidade de
resposta imunoldgica adequada contra o agente agressor e o reduzido numero de
drogas antifingicas disponiveis para seu tratamento (Morschhauser, 2010).

Os principais fungos patégenos oportunistas dos seres humanos pertencem

ao género Candida, principalmente a espécie C. albicans, levedura comensal do
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trato urogenital, gastrintestinal e da pele (Rodaki et al., 2009). Algumas espécies
fazem parte da microbiota normal do homem, sendo encontradas como saprofitas
em dobras da pele, orofaringe, mucosa vaginal e colonizam o trato gastrointestinal
em até 80% de individuos saudaveis (Colombo, Guimaréaes, 2003; Barbedo, Sgarbi,
2010).

Portanto as leveduras deste género, particularmente a espécie C. albicans
possuem grande capacidade de se propagar e infectar diferentes sitios anatémicos
do hospedeiro humano. Um dos principais aspectos que justificam o sucesso deste
patégeno no processo infeccioso, recai sobre a sua alta capacidade de resposta e
adaptacao as alteracfes ocorridas no seu microambiente (Zhou, Lorenz, 2008).

3.3 Pacientes suscetiveis

O crescente numero de casos de infecgfes fungicas oportunistas, pode ser
atribuido ao aumento da frequéncia de pacientes submetidos a transplante de
orgaos, em tratamento contra o cancer, sob terapia intensiva, fazendo uso de drogas
imunossupressoras, recebendo nutricdo parenteral, sob efeito de antibiéticos de
amplo espectro e, ainda, com AIDS (Ruhnke, 2006; Manastir et al., 2009).

Os pacientes imunossuprimidos sdo altamente suscetiveis a infeccbes
fungicas, sendo uma importante causa de mortalidade neste grupo. Pacientes apds
guimioterapia, transplante de medula 6ssea ou com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), podem ter, com frequéncia, a penetracao destes microrganismos
na corrente sanguinea e o desenvolvimento de candidemia, infeccdo que pode ter
um indice de mortalidade de aproximadamente 40% (Kouidhi et al., 2010).

As infeccBes fungicas sistémicas sdo uma das principais causas da morte
em pacientes com céancer, em individuos com neutropenia prolongada por
transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) ou transplante de medula.
Ainda, o tratamento de pacientes em faixas etarias mais altas e a quimioterapia que
compromete a integridade do trato gastrointestinal favorecem este tipo de infecgao
(Segal et al., 2007; Marr, 2008).

Pacientes que se submeteram a transplante de 6rgaos séo constantemente
acometidos por infeccbes fungicas. Candidiase persistente nestes pacientes tem

sido associada a hemodialise, exposicdo a substancias antimicrobianas de amplo
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espectro, internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI), insuficiéncia hepatica
aguda e a outros eventos cirurgicos (Husain et al., 2003; Kothavade et al., 2010).
Ainda, outros pacientes que podem apresentar quadros de imunodeficiéncia,
aumentando a suscetibilidade a infeccbes fungicas oportunistas, sdo os portadores
de doencas metabdlicas como a diabetes, os que realizaram esplenectomia,
pacientes desnutridos, com deficiéncia de zinco, alcoolistas, acometidos por
infeccbes ou infestacdes e, ainda sob estresse crbnico (Forte, 2004). Segundo
Rodaki et al. (2009), o paciente diabético pode apresentar maior frequéncia de
infeccdes fungicas, pois quando C. albicans se expde a glicose sérica, ela aumenta
a sua resisténcia ao estresse osmotico (oxidativo e catidnico), o que pode protegé-la

do ataque fagocitario pelos leucadcitos.

3.4 Fungos do género Candida

Cientes da importancia clinica da candidiase, cabe aprofundar o estudo deste
grupo de leveduras. Neste sentido tem-se que as leveduras do género Candida
compdem um grupo de aproximadamente 200 espécies, das quais apenas 20 sao
descritas como possiveis agentes etioldgicos de candidiases (Sugita, Nishikawa,
2004). O grupo que compBe as principais espeécies de interesse clinico € constituido
pelas espécies C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
guilliermondii e C. lusitaniae. No entanto, é frequente o relato de infeccbes
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 (Coleman et al., 1998; Gongalves
et al., 2010).

A maioria das infec¢fes fungicas em humanos séo causadas pelas espécies
Candida albicans e Candida glabrata, com taxas de prevaléncia de
aproximadamente 70% e 15%, respectivamente (Ruhnke, 2006; Kolaczkowski et al.,
2009). Em todas as partes do mundo, C. albicans é a espécie mais frequentemente
isolada, tanto de infeccbes superficiais como invasivas, estando associada as taxas
de mortalidade mais elevadas (Carvalho, 2011). Esta levedura é um microrganismo
comensal do trato urogenital, gastrointestinal e da pele, esta espécie comumente
provoca infec¢bes nas mucosas de individuos saudaveis, como a candidiase oral e

vaginal (Hiller et al., 2011). Contudo, infec¢des causadas por espécies de Candida
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nao-albicans (CNA), como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C.
inconspicua, C. lipolytica e C. norvegensis tém se mostrado cada vez mais
frequentes, sendo em algumas situagdes predominantes (Ng et al., 1998; Kothavade
et al., 2010).

Entres as espécies de Candida nao-albicans, especial importancia adquire
Candida glabrata pela sua grande prevaléncia em infec¢des invasivas e superficiais,
particularmente aquelas que atingem a mucosa oral, eséfago, vagina e trato urinario.
Nas infeccdes sistémicas C. glabrata e C. parapsilosis séo classificadas como a
segunda e a terceira espécies mais frequentemente envolvidas em candidemias
(Cannon et al., 1995; Pfaller, Diekema, 2007).

A espécie Candida glabrata tem emergido como um importante patégeno
hospitalar, principalmente em paises da Europa, onde é o segundo agente mais
envolvido em candidemias e nos Estados Unidos, onde ocupa a terceira posicdo. Ja
na América Latina, esta espécie é responsavel por 5% a 8% das infec¢cdes na
corrente sanguinea (Nucci et al., 2010). Embora menos frequente que C. albicans,
as infec¢cbes causadas por C. glabrata sdo mais dificeis de tratar e estao associadas
a altas taxas de mortalidade. Este fato se deve a maior tolerancia inata deste
microrganismo aos antifingicos azélicos. Outro aspecto epidemioldgico atribuido a
estas leveduras deve-se a sua maior prevaléncia em pacientes idosos (Kolaczkowski
et al., 2009).

A levedura Candida tropicalis € um potencial agente oportunista quando o
hospedeiro apresenta supressdo da microbiota bacteriana, devido ao uso de
antibiéticos, danos na mucosa do estdbmago ou quadro de neutropenia. Ademais,
alguns estudos mostram que C. tropicalis é ainda mais invasiva que C.albicans no
intestino humano, particularmente em pacientes oncoldgicos. Ainda, a candidemia
causada por este microrganismo € mais frequente em pacientes que apresentam
neoplasias hematoldgicas como a leucemia (Jacobsen et al., 2008). Alguns aspectos
gue contribuem para o aumento da incidéncia deste patégeno devem-se ao aumento
do nimero de pacientes imunocomprometidos, ao uso prolongado de cateteres, uso
de antibidticos de largo espectro, a complexibilidade no tratamento de algumas
doencas e ao aumento do uso de drogas antifungicas, tendo em vista a baixa
suscetibilidade desta espécie aos antifiungicos azolicos (Kothavade et al., 2010).

A espécie Candida parapsilosis emerge como um importante patdogeno

hospitalar, ocupando o segundo lugar em episodios de candidemia nos paises da
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América Latina, sendo que no Brasil é responsavel por 15% a 30% dos casos.
(Colombo et al., 2006; Barbedo, Sgarbi, 2010). Este microrganismo possui alta
capacidade de produzir biofilme, sendo frequentemente encontrado colonizando a
maos de profissionais da area da saude, cateter venoso central e solucdo de
nutricdo parenteral (Levin et al., 1998). A candidemia por esta espécie pode atingir
até 50% dos casos em pacientes recém-nascidos pré-termo, internados em
unidades de cuidados intensivos neonatais (Chapman, Faix, 2003).

Devido a divergéncia dos padroes de caracterizacdo da espécie C.
parapsilosis, esta levedura foi dividida em trés grupos (I, 1l e Ill) (Roy, Meyer, 1998).
Para tentar minimizar este problema de classificacdo Tavanti et al. (2005),
analisaram regidao ITS (Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal de
inUmeros isolados de C. parapsilosis e sugeriram uma nova divisdo, onde cada
grupo foi classificado como uma espécie diferente. Assim, o grupo | foi classificado
como pertencente a espécie C. parapsilosis (senso stricto), o grupo Il foi identificado
como pertencente a espécie C. orthopsilosis e o grupo Il C. metapsilosis (Carvalho,
2011).

A espécie Candida krusei € um patégeno que pode atingir frequentemente
pacientes com neoplasias hematoldgicas ou que se submeteram a transplantes de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH) (lwen et al,. 1995). Ainda, alguns estudos
indicam o aumento da ocorréncia de candidemias causadas por esta espécie em
pacientes neutropénicos, expostos a tratamento prolongado com fluconazol
(Wingard, 1995; Colombo et al., 2012).

As infec¢cdes por Candida guilliermondii sdo pouco frequentes, havendo
alguns relatos do envolvimento desta levedura em candidemias, especialmente em
pacientes com cancer (Girmenia et al., 2006). Outra caracteristica atribuida a esta
levedura é sua baixa suscetibilidade a antifGngicos como a anfotericina B, triazdis e
equinocandinas (Colombo et al., 2012).

A espécie Candida lusitaniae é uma levedura raramente envolvida em
patologias em humanos. Alguns casos, contudo, tém sido relatados tendo esta
espécie presente como agente patdgeno envolvido em infeccbes invasivas,
particularmente em pacientes imunocomprometidos, com cancer ou que realizaram
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) (Pfaller, Diekema, 2007;
Heeres et al., 2010).
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Por fim, Candida dubliniensis € uma espécie que possui caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas muito semelhantes a levedura C. albicans, sendo
necessaria a aplicacdo de testes moleculares para que seja possivel fazer a
diferenciacdo das espécies. Apesar das semelhancas entre as duas espécies, C.
dubliniensis esta menos frequentemente associada a infec¢cbes em humanos e
apresenta um menor potencial de viruléncia em comparacdo com a espécie C.
albicans (Schubert et al., 2008).

3.5 Caracteristicas morfoldgicas de leveduras do género Candida

As leveduras do género Candida apresentam uma morfologia microscopica
caracterizada por células que variam entre as formas eliptica, alongada ou oval,
podendo apresentar diferentes tamanhos. A caracterizacdo morfologica da maioria
das espécies deste género é baseada na visualizacdo de microestruturas como 0s
blastoconideos, hifas, pseudo-hifas e clamidésporos, estruturas estas presentes na
espécie Candida albicans. Por outro lado, outras espécies nao possuem a
capacidade de produzir tais estruturas, como C. parapsilosis, que produz apenas
blastoconideos e pseudo-hifas e C. lusitaniae que produz somente pseudo-hifas. A
espécie C. tropicalis, por sua vez, produz somente blastoconideos. Ja na espécie C.
glabrata ndo sao encontradas estruturas como hifa ou pseudo-hifas (Bennett, 2009).

Outro aspecto morfolégico que pode auxiliar na diferenciacéo das espécies de
leveduras deste género € a morfologia macroscopica das coldnias cultivadas em
meio Sabouraud, no qual as colbnias podem apresentar uma coloragcdo que varia
entre as cores branca e creme, com aspecto liso e brilhante, caracteristico das
espécies C. albicans, C. glabrata e C. lusitaniae e, granuloso ou enrugado, como
nas espécies C. parapsilosis e C. tropicalis (Silva, 2013).

Apesar da existéncia de variacbes morfoldégicas entre as espécies que
compdem o género Candida, como a aparéncia, coloragdo das colonias, dimenséo
da célula e distintas micromorfologias, ndo é uma tarefa facil, mesmo para um
experiente micologista, fazer a identificacdo precisa das leveduras com base apenas
nestas caracteristicas. Para a correta identificacdo, € necessaria a utilizacdo dos
métodos convencionais baseados nas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas
das leveduras. Contudo, devido ao aumento da frequéncia de infec¢des fungicas nos

altimos anos, fez-se necessario aprimorar as metodologias de identificacdo, razao
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pela qual foram desenvolvidas as técnicas moleculares, que possibilitam uma
identificacdo mais rapida e precisa das leveduras do género Candida (Rodriguez-
Tudela et al., 2008).

3.6 Fatores de viruléncia

As leveduras do género Candida compdem um grupo de fungos que
apresentam um diversificado mecanismo de viruléncia, qualificando estas leveduras
como os principais agentes etiolégicos de infec¢Bes fungica em humanos. Entre
estes fatores de viruléncia pode-se destacar a capacidade de adesé&o aos diferentes
tecidos, a capacidade de produzir dimorfismo (que auxilia na invasao tecidual), a
termotolerancia e o eficiente maquinario enzimatico, destacando-se as proteases e
fosfolipases (Hiller et al., 2011).

Os diversos fatores de viruléncia destes fungos ndo estdo distribuidos de
forma homogénea entre as espécies, mas um dos mais frequentes é a capacidade
de produzir biofilme. O biofilme é formado por polimeros extracelulares que possuem
a capacidade de aderir a diferentes tipos de superficie, como cateteres, proteses,
entre outros. Ainda, o biofilme exerce um papel importante no mecanismo de
resisténcia do fungo, pois representa um obstaculo para a acdo do medicamento,
devido a dificuldade de penetracdo do antifingico através da matriz de exopolimeros
gue envolve o biofilme (D'Enfert, 2006; Bizerra et al., 2008).

A producéo de proteases e fosfolipases, juntamente com a capacidade de
produzir biofilme, caracteriza-se como um dos principais fatores de viruléncia das
leveduras do género Candida. Estas enzimas extracelulares exercem uma fungéo
extremamente importante no mecanismo patogénico das leveduras, pois sdo uma
excelente ferramenta utilizada pela levedura para auxiliar no processo de
degradacéo e invasao dos tecidos colonizados (Gokce et al., 2007).

Outro aspecto que colabora com o0 mecanismo de patogenicidade das
leveduras Candida spp. é sua capacidade de transformacao da célula de levedura
para hifas, caracteristica peculiar de algumas espécies como Candida albicans,
denominada dimorfismo. Tal evento celular pode auxiliar a levedura no processo de
invasao tecidual (Ribeiro et al., 2004).

O principal componente que auxilia as leveduras a se fixarem nos tecidos € a

presenca de adesinas, glicoproteinas localizadas na superficie da parede celular do
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fungo que, além de exercer a fungéo de fixagdo, também exercem papel importante
no processo de conjugacdo, o que acarreta a transferéncia de materiais genéticos
entre diferentes células. As adesinas ainda exercem influéncia na alteracdo da
morfologia das col6nias e no desenvolvimento do biofilme (Treagan, 2008).

A literatura cita que a maioria das espécies do género Candida possui a
capacidade de induzir alteracdo fenotipicas (switching) de forma esponténea e
reversivel. O processo denominado switching produz diversas mudancas fenotipicas
na levedura, como a alteracdo da expressdo de algumas proteinas antigénicas da
superficie da célula fungica, a variagdo da afinidade da levedura aos tecidos do
hospedeiro e, ainda, a alteracdo da producdo enzimatica e do perfil de
suscetibilidade aos antifungicos (Lan et al., 2002; Soll, 2004; Ferreira, 2008).

3.7 Diversidade genética entre espécie de Candida spp

As leveduras Candida spp. sdo constituidas por um grande nuamero de
microrganismos que possuem diferentes caracteristicas morfologicas e bioguimicas.
O genoma das espécies que compbdem este grupo apresenta uma grande
variabilidade, mesmo assim, tais leveduras sao classificadas em um mesmo género
(Bennett, 2009; Colombo et al., 2012).

A variabilidade genética entre as leveduras deste género é grande, pois
espécies como C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei e C. tropicalis possuem um
genoma diploide, enquanto que espécies como Candida glabrata sado hapldéides.
Outro aspecto que demonstra esta variabilidade pode ser observado no nimero de
cromossomos, que na espécie C. glabrata possui nimero de treze cromossomos
que codificam 5283 genes enquanto que a espécie Candida albicans possui um
genoma diploide, com 8 pares de cromossomos homoélogos, com tamanho variando
entre 1 a 4 Megabase, totalizando aproximadamente 14,3 (Mb) (Bougnoux et al.,
2006; Odds, Jacobsen, 2008; Butler et al., 2009).

O DNA ribossémico (rDNA) de Candida é haploide, sendo constituido de um
namero de copias que variam de 50 a 100, possuindo a conformacao de arranjo in
tandem (Odds et al., 2004). Existem trés regifes codificadoras no DNA ribossémico,
altamente conservadas, as quais sdo denominadas de 5.8S e constituidas por 160
pares de bases, 18S com 1800 pares de bases e a regidao 28S formada por 3400

pares de bases. No rDNA existem fragmentos extremamente variaveis que
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flanqueiam a regido 5.8S denominados de internal transcribed spacer regions (ITS).
Sua fungdo ndo é exatamente conhecida, mas sabe-se que sua remog¢do em etapas
gue antecedem o evento da transcricdo, provocam delecfes no RNA maduro (lwen
et al., 2002; Carvalho, 2011).

As leveduras do género Candida ndo possuem estruturas reprodutivas
sexuais, reproduzindo-se predominantemente de forma clonal. Espécies diploides,
porém, como Candida albicans e Candida tropicalis, podem ocasionalmente sofrer
recombinacdo e apresentar consideravel grau de heterozigosidade (Tavanti et al.,
2004; Selmecki et al., 2006). Ainda, outros eventos contribuem com a variabilidade
genética entre as espécies, como a perda parcial ou total de cromossomos,
substituicdo, microvariagcdo ou microevolucao. Tais eventos tém sido observados em
diversos estudos filogenéticos que analisam isolados destas leveduras (Wu et al.,
2005; Odds et al., 2006).

3.8 Epidemiologia das leveduras Candida spp.

As leveduras do género Candida tornam-se patogénicas quando ocorrem
alteracdes dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Tais alteragbes, por sua vez,
por sua vez, podem ocorrer devido a procedimentos médicos invasivos,
prematuridade, envelhecimento associado a doencas degenerativas, neoplasias,
imunodeficiéncia congénita ou adquirida e imunossupressao induzida por drogas,
entre outros fatores (Dignani et al., 2003).

As leveduras do género Candida sdo os fungos predominantes da microbiota
autoctone da cavidade oral e trato gastrointestinal. A frequéncia da colonizagéo
desta levedura na cavidade bucal pode variar em individuos normais. A maioria dos
autores, porém, relatam taxas que oscilam entre 20% a 40% da populacéo (Vanden
Abbeele et al., 2008).

Espécie de Candida spp tém sido isoladas no trato gastrointestinal em 20% a
80% de pacientes adultos saudaveis. Cerca de 20% a 30% das mulheres
apresentam colonizacdo por estas leveduras na cavidade vaginal. Entre as 20
espécies de Candida spp. de interesse clinico para humanos, C. albicans é a que
apresenta maior frequéncia de isolamento nos diferentes sitios anatdémicos, podendo

chegar a 90% dos isolados da cavidade bucal (Colombo, Guimaraes, 2003).
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Leveduras do género Candida séo os agentes etiolégicos envolvidos em 80%
das infec¢des hospitalares de origem flngicas, sendo o quarto microrganismo mais
frequentemente identificado como causador de infeccdo na corrente sanguinea.
(Asmundsdottir et al., 2008). Mais de 90% dos casos de infec¢des fungicas invasivas
sdo causados pelas espécies Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. krusei (Pfaller, Diekema, 2007; Warnock, 2007).

Nos Estados Unidos as espécies de leveduras Candida sdo a quarta causa
mais comum de infec¢des hospitalares na corrente sanguinea e a principal causa de
infeccdo fangica sistémica, na qual Candida albicans € a principal espécie (Pfaller,
Diekema, 2007; Karthaus, Cornely, 2007).

A incidéncia de candidemias em pacientes internados em hospitais publicos
no Brasil € de 2,5 casos por 1000 internacdes, taxa considerada até 10 vezes maior
que aquelas registradas em hospitais europeus e norte americano. Este dado
mostra-se semelhante aos encontrados em outros paises da América do Sul
(Diekema et al., 2002; Colombo et al., 2006).

3.9 Formas clinicas da Candidiase

As infeccdes provocadas por este grupo de fungos sao muito diversificadas,
podendo ser classificadas clinicamente em superficial e sistémica. As infeccdes
superficiais acometem pele e anexos ou a mucosa oral, eséfago, vaginal ou urinaria.
As sistémicas atingem a corrente sanguinea ou 6rgaos internos (Lacaz et al., 2002,
Colombo et al., 2012).

A candidiase superficial cutdnea acomete areas intertriginosas da pele das
maos, pes, virilhas, axilas ou anexos (unhas). Esta forma de candidiase néo esta
relacionada a alteracdes imunologicas do hospedeiro e sim a condicdes especificas,
como a presenca de umidade devido a oclusdo ou maceracdo excessiva da pele,
sendo que esta situacdo estd intimamente relacionada a atividade ocupacional.
Neste tipo de infeccdo a espécie Candida albicans € um dos agentes mais
comumente isolados (Lacaz et al., 2002; Souza et al., 2007).

A candidiase oral afeta pessoas com alteracdo da resposta imunoldgica,
ocorrendo principalmente em recém-nascidos prematuros ou idosos, podendo
acometer também usuéarios de proteses ou pacientes com exposi¢do a farmacos

imunossupressores (quimioterapicos, corticosteréides), antibidticos, portadores de
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doencas como cancer, diabetes, sarcoidose, cirrose, desnutricdo, xerostomia e
AIDS. Entre os agentes mais frequentemente envolvidos em episédios de
candidiase orofaringea destaca-se a espécie Candida albicans (Vazquez, 2003;
Weerasuriya, Snape, 2006).

A candidiase esofagica € classificada como uma forma semi-invasiva da
candidiase, ocorrendo principalmente em pacientes com AIDS, podendo atingir
também individuos com cancer ou que estejam fazendo uso de medicamentos como
corticosterodides, antibioticos, antagonistas dos receptores H2 ou inibidores da
bomba de prétons. Ainda, esta patologia pode ser observada em pacientes
desnutridos, diabéticos, que sofram de alcoolismo ou que tenham histérico de
doenca esofagica pregressa (Vazquez, Sobel, 2002; Golub, Johns, 2005).

A candidiase vulvovaginal € uma patologia que acomete cerca de 75% das
mulheres durante a vida reprodutiva, sendo que os principais fatores predisponentes
ao desenvolvimento desta forma de candidiase incluem a exposi¢édo a altos niveis
de estrogénios (anticonceptivos ou reposicdo hormonal), diabete mellitus, o uso de
antibioticos e habitos inadequados de higiene. Entre 0s agentes mais
frequentemente envolvidos nesta patologia destaca-se a espécie Candida albicans
seguida de C. glabrata (Giraldo, Witkin, 1998; Galle, Gianinni, 2004; Holanda et al.,
2005).

A candidiase urinaria, ou candiduria, € uma situacdo patoldgica que ocorre
com frequéncia em pacientes hospitalizados, principalmente aqueles internados em
unidade de terapia intensiva, que apresentam fatores de risco como idade avancada,
pertencentes ao género feminino, sob utilizacdo de drogas imunossupressoras como
corticosterbéides, uso de antibidticos de amplo espectro, com presenca de
anormalidade no trato urinério, diabéticos, utilizando cateterismo vesical de demora
e gue se encontram em pdés-operatorio decorrente de cirurgia de grande porte. Os
principais agentes envolvidos em candidiria sdo C. albicans, C. tropicalis e C.
glabrata (Nucci, 2000; Kauffman, 2005; Sobel et al., 2011).

A candidiase no trato respiratério ndo € um evento relativamente comum,
mas pacientes neutropénicos que realizaram transplante de pulmdo ou em
tratamento para doencas hematolégicas malignas, podem desenvolver esta
patologia como consequéncia da complicacdo de uma candidemia (Nunley et al.,
2002; Azoulay et al., 2004).
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A peritonite fangica é uma forma invasiva da candidiase, podendo ser
decorrente da didlise peritoneal ou complicacdes poOs-operatérias. Em ambas as
situacdes existe um alto indice de mortalidade. Na dialise peritonial, a peritonite
ocorre principalmente em pacientes diabéticos. Na candidiase peritoneal pos-
operatdria a maioria dos casos séo relacionados a episédios secundarios de uma
peritonite bacteriana primaria. As espécies C.albicans, C. parapsilosis e Candida
tropicalis sdo os principais agentes envolvidos (Sandven et al., 2002; Bibashi et al.,
2003; Prasad, Gupta, 2005; Souza et al., 2007).

A candidiase hematogénica, ou candidemias, em sua maioria possui origem
enddgena, sendo decorrente da translocacdo do patégeno do trato gastrointestinal
para a corrente sanguinea. Por isto, toda situacdo que provoca um aumento da
colonizacdo intestinal desta levedura representa um risco ao desenvolvimento de
candidemia. Assim, pacientes sob o uso de antibiéticos ou corticosteréides, com
obstrucdo intestinal, jejum prolongado, nutricdo parenteral, hipotensdo, mucosite
secundaria ou ainda, que se submeteram a procedimentos cirlrgicos,
guimioterapicos ou radioterapicos, sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de
colonizacdo do trato gastrointestinal por Candida spp. Ainda, fatores exégenos
podem contribuir com a candidemia, como procedimentos clinicos invasivos,
utilizac@o de proteses, cateter venoso central e contaminacéo de solugdo de infusédo
(Alexander et al., 1990; Pfaller, 1996). Diferentes estudos apontam que no Brasil as
espécies com maior prevaléncia sdo C. tropicalis e C. parapsilosis (Colombo et al.,
2003; Nucci et al., 2010).

A candidiase disseminada é uma complicacdo da candidemia. Esta situacéo
patologica consiste na difusdo de Candida spp da corrente sanguinea para um ou
mais 6rgaos, no qual os principiais sitios atingidos séo o figado, baco, rins, olhos e
coracao. Entre as principais complicagdes incluem-se a pielonefrite, endocardite,
envolvimento osteoarticular, oftdlmico e infeccdo no sistema nervoso central. As
condicBes predisponentes para a candidiase disseminada Sdo neutropenia severa e
complicagbes poés-cirurgias, tendo como principais espécies envolvidas Candida
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (Pfaller, Diekema,
2007; Karthaus, Cornely, 2007).
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3.10 Tratamento

Os principais fatores que contribuem para as altas taxas de mortalidade
associadas as infec¢fes fungicas séo o diagnostico lento e a dificuldade na escolha
do tratamento farmacoldgico. Tais fatores sao atribuidos a inespecificidade dos
sintomas das infec¢Bes fungicas, particularmente no inicio do processo infeccioso e
pelo fato dos métodos de diagnosticos serem demorados e de dificil execucéo.
Somando-se a estas dificuldades, acrescenta-se a constante variacdo do perfil de
suscetibilidade aos antifungicos. Em resumo, a associacdo destes fatores torna
dificil a tarefa do clinico no momento da elaboracéo da conduta terapéutica (Cannon
et al., 1995).

Em funcéo disto, houve uma mudanca expressiva nas opc¢des terapéuticas
para tratamento de infec¢des fungicas na ultima década. Anteriormente, as escolhas
restringiam-se aos poliénicos, aos imidazdlicos e aos triazélicos de primeira geracgao,
como o fluconazol. Atualmente existem cinco classes de drogas antimicéticas que
possuem diferente espectro e mecanismos de acdo. Fazem parte destas classes 0s
poliénicos, azéis, alilaminas, fluoropirimidinas e as equinocandinas (Kouidhi et al.,
2010; Colombo et al., 2012).

Entre as opcdes disponiveis para o tratamento de candidiase invasiva estdo a
administracdo de derivados azdlicos, a anfotericina B ou equinocandina. Ja para o
tratamento de infeccbes mucocutaneas, ha preferéncia pelos antifingicos azéis,
devido a baixa toxicidade e maior eficacia, além de possibilitarem a formulacao de
diferentes preparacdes para uso topico e oral (Pappas et al., 2004; Znaidi et al.,
2009).

3.11 O fenbmeno da resisténcia aos antifungicos entre leveduras do género
Candida

A infeccdo fangica € uma das principais causas de mortalidade em pacientes
imunodeprimidos (Hung et al., 2005; Chen et al., 2009). Este fato faz com que a
escolha da droga antifungica mais adequada para o tratamento da infeccdo seja
uma tarefa ardua, pois além do crescente nimero de casos, tem-se verificado uma
perda e suscetibilidade a drogas antifungicas, originando o fenbmeno denominado

de resisténcia a multiplas drogas (MDR) (Kouidhi et al., 2010).
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O fenbmeno da resisténcia a multiplas drogas (MDR) é bem estudado em
células cancerigenas, que apresentam resisténcia a varios quimioterapicos, ou entre
as bactérias resistentes aos antibiéticos. Entre os fungos, contudo, faz-se necessario
incrementar os estudos dos mecanismos genéticos e bioquimicos responsaveis pela
resisténcia, para permitir uma compreensao melhor dos fatores que levam a selecao
de linhagens MDR (Grkovic et al., 2002; Morschhauser, 2010).

A maioria dos mecanismos de resisténcia a drogas antifUngicas ocorre pelo
efeito de mutacBes genéticas. Tais mutacdes podem provocar alteracées no sitio
catalitico de enzimas que sdo alvo de drogas antifungicas ou, em fatores de
transcricdo, responsaveis pela regulacdo da expressdo de genes envolvidos nos
mecanismos de resisténcia (Cannon et al., 2009).

As infec¢bes fungicas causadas por leveduras do género Candida, sao
comumente tratadas com antifingicos azélicos e dentre estes, principalmente, o
fluconazol (Pinjon et al., 2005; Schubert et al., 2008). Entretanto, a resisténcia a
agentes antifngicos, como a que acontece com o fluconazol, pode ter diferentes
origens. Algumas espécies, como Candida albicans, apés longo periodo de
exposicao ao antifungico, podem estimular a superexpressédo de genes como CDR1
e CDR2, os quais ativam mecanismos de resisténcia a droga, ja em espécies como
Candida krusei, a resisténcia é intrinseca a este antifungico (Orozco et al., 1998;
Cannon et al., 2007).

Diversos mecanismos moleculares sdo descritos como ferramentas utilizadas
por estas leveduras no desenvolvimento de resisténcia frente a drogas antifungicas.
Podem-se citar alteracdes conformacionais de enzimas que sao alvo das drogas
antifingicas, a ativacdo de mecanismos que degradam ou reduzem a concentragcao
de farmacos no citoplasma da célula ou, ainda, alteracbes cromossdmicas que
acarretam mudanca transcricionais de proteinas. Contudo, outros mecanismos,
ainda desconhecidos, podem estar envolvidos na resisténcia de leveduras Candida

a diferentes drogas antifungicas (Manoharlal, 2008; Marie, White, 2009).
3.12 Classes de drogas antifungicas
Apesar da constante pesquisa pelo desenvolvimento de novas drogas que

possuam efichcia no tratamento das infecgbes fungicas, os resultados sé&o

relativamente limitados. Atualmente, dentro da micologia médica, o tratamento
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contra infec¢des fungicas se restringe a poucas classes de drogas, sendo estas
classes compostas pelos poliénicos, alilaminas, fluoropirimidinas, equinocandinas e
os azéis (Kouidhi et al., 2010; Colombo et al., 2012).

Os poliénicos sdo moléculas organicas ciclicas anfotéricas, que agem
formandos poros na membrana plasmatica da célula fangica, os quais perturbam a
integridade da membrana, levando ao efluxo de cations, resultando na morte celular.
Os membros mais importantes desta classe sdo a Anfotericina B e a Nistatina
(Loeffler, Stevens, 2003; Lemke, et al., 2005).

As alilaminas sdao aminas insaturadas, que tem na terbinafina o principal
componente do grupo. Esta classe de antifungico possui agdo fungistatica e age
inibindo a biossintese do ergosterol, acarretando na instabilidade da membrana da
célula fungica. Sua maior aplicacdo esta relacionada ao tratamento de micoses
cutaneas (Cannon, et al., 1995; Odds, et al., 2003).

As fluoropirimidinas sdo analogos estruturais dos nucleotidios, que agem
provocando a formacédo de RNA aberrante ou inibindo a sintese do DNA. Os Unicos
representantes utilizados para tratamento contra as infec¢des fungicas em humanos
sao a 5-fluorocitosina (5-FC) e 5-fluorouracil (5-FU) (Kouidhi, et al., 2010).

As equinocandinas sao lipopeptideos e fazem parte desta classe a
caspofungina, anidulafungina e micafungina. Este grupo de drogas possui agao
fungicida e seu principal alvo consiste na inibicdo da sintese dos glicanos,
importante componente da parede da célula fungica (Kouidhi, et al., 2010).

Os azéis formam a classe mais comum de antifingicos com acao fungistéatica
e sdo divididos em imidazois, dos quais fazem parte o cetoconazol, miconazol e
clotrimazol e os triazéis, onde os principais componentes do grupo séo o fluconazol,
itraconazol e variconazol (Florent, et al., 2009; Morschhauser, 2010).

Os antifungicos azdlicos atuam na biossintese do ergosterol, principal
componente das membranas fangicas, através da inibicdo da enzima lanosterol 14
a-demetilase (Ergllp), pertencentente a superfamilia citocromos P-450. A inibicdo
da Ergllp pelo fluconazol ndo resulta somente na redugcdo do ergosterol, mas
também no acumulo de lanosterol, o qual é convertido em 14a-metilfecosterol pela
acdo da Erg3p e, subsequentemente, em 14a-metilergosta-8,24(28)-dien-3,6diol,
composto toxico que inibe o crescimento celular (Akins, 2005; Manastir, et al., 2009).
Em nivel molecular, o fluconazol provoca a inibicdo enzimatica através da ligacdo do

seu nitrogénio livre ao grupo funcional heme da enzima lanosterol 14 a-demetilase
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(Ergllp ou 14DM), o que acarreta inibicho da demetilacdo do lanosterol e,

consequente suspensao da sintese (Znaidi, et al., 2009; Morschhauser, 2010).

3.13 Padrdao de suscetibilidade de Candida as diferentes classes de

antifungicos

Existe uma grande variacao no nivel de resisténcia entre as diferentes classes
de drogas antigénicas. A resisténcia aos polienos e equinocandinas néo é frequente,
enquanto que aos fluoropirimidinas (5-FC), imidazéis e triazdis é relativamente mais
comum (Loeffler, Stevens, 2003).

Algumas caracteristicas influenciam na resposta do microrganismo frente a
droga antifungica, entre estas, podem-se destacar o tipo de fungo, a concentracao
da dose do medicamento, o tempo de duracdo do efeito farmacologico e do
mecanismo de acdo das drogas (Sanglard et al,. 2003).

Entre as espécies de leveduras do género Candida, C. albicans é a espécie
mais frequentemente envolvida em infec¢des superficiais e invasivas, nos diferentes
sitios anatdmicos do corpo humano. A espécie C. albicans é naturalmente sensivel
aos antifangicos sistémicos, casualmente resistente aos polienos como a
anfoteromicina B e, poucos sdo os relatos de resisténcia as equinocandinas. A
resisténcia ao azolicos, por sua vez, estd geralmente associada a exposi¢ao
prolongada a estes farmacos (Sanglard, Odds, 2002; Ben-Ami et al., 2011).

A espécie Candida dubliniensis apesar de possuir caracteristicas morfologicas
e bioquimicas muito semelhante a espécie C. albicans, apresenta um menor
potencial patogénico, mas possui alta probabilidade de adquirir resisténcia aos
antifangicos azélicos (Krcmery, Barnes, 2002).

Candida tropicalis € outra espécie importante pela sua frequéncia de
isolamento em casos clinicos. Os isolados desta espécie apresentam sensibilidade a
anfoteromicina B e a maioria dos antifungicos azolicos. Ha relatos, porém, de
resisténcia ao fluconazol. Entretanto C. tropicalis apresenta resisténcia intrinseca a
fluoropirimidinas (5-FC) (Kouidhi et al., 2010; Alp et al., 2010).

Embora com uma incidéncia menor na etiologia de infec¢gbes, Candida
glabrata apresenta singular importancia por possuir sensibilidade reduzida aos
antifangicos azolicos, particularmente ao fluconazol. Em isolados clinicos resistentes

a esta droga pode-se observar resisténcia cruzada a outros azolicos como
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itraconazol, cetoconazol e variconazol (Sanguinetti et al., 2005). Ainda, isolados
desta espécie apresentam in vitro sensibilidade reduzida a anfotericina B (Pfaller et
al., 2004).

As leveduras que compdem o complexo Candida parapsilosis, de um modo
geral, apresentam suscetibilidade a maioria dos agentes antifungicos, dentre eles as
anfoteromicina B e os derivados azélicos (Carvalho, 2011). Porém, em estudos
clinicos realizados por Van Asbeck et al. (2008), os quais avaliaram o perfil de
suscetibilidade das trés espécies que compdem o complexo, verificou-se
sensibilidade reduzida de C. parapsilosis sensu strictu para equinocandinas
(caspofungina e anidulafungina) e de C. metapsilosis para o fluconazol. Tais dados
sugerem existir diferencas no padrdo de sensibilidade aos antifungicos entre as
espécies que compdem este complexo.

Outras leveduras bem menos frequentes, como a espécie Candida krusei, sdo
intrinsecamente resistentes ao fluconazol, sendo na maioria dos casos sensiveis ao
variconazol (Cannon et al., 2007). J& isolados clinicos de Candida guilliermondii,
apresentaram in vitro, resisténcia a anfotericina B, triazdis e equinocandinas (Hazen,
1995). Ainda, a espécie C. lusitanea possui alta sensibilidade aos antifungicos
triazolicos e consideraveis niveis de resisténcia a anfoteromicina B (Colombo et al.,
2012).

3.14 Mecanismos moleculares de resisténcia das leveduras Candida aos

antifungicos

Diversos mecanismos moleculares sao utilizados pelas leveduras Candida
para produzir resisténcia as drogas antifungicas e, particularmente, a classe dos
azois. Entre estes mecanismos encontram-se as bombas de efluxo, as alteracbes na
biossintese do ergosterol e as alteracdes mutacionais e de expressao do
gene ERG11 (White et al., 2002; Chau et al., 2004) (Figura 1).

A superexpressao de bombas de efluxo leva a diminuicdo da concentragéo da
droga antifungica intracelular, fazendo com que o antifingico ndo apresente
concentracdo suficiente dentro da célula para desenvolver sua acao fungistatica ou
letal. Este mecanismo é identificado em algumas espécies de fungos como Candida
albicans, que ocorre frente aos antifungicos azois como o fluconazol (Vogel et al.,
2008).
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O mecanismo de efluxo de drogas, que resulta no fendmeno de resisténcia a
multiplas drogas (MDR), € formado por duas familias de proteinas. A primeira, e
mais importante, identificada como os transportadores do tipo ABC (ATP-binding
cassette), codificadas por seis genes. Contudo, apenas os genes CDR1/CDR2 estéo
envolvidos na resisténcia a drogas (Sanglard, Odds, 2002; Akins, 2005). A segunda
familia de proteinas € composta pelo transportador de membrana do tipo MFS
(Major Facilitator Superfamily), as quais séo codificadas pelo gene MDR1 (Wirsching
et al., 2000; Manoharlal et al., 2010).

Alguns genes sdo apontados com participantes do fendtipo de multidroga
resistente (MDR) entre o fungo patogénico Candida, destacando-se o gene CDR1,
CDR2, PDR16 (Coste et al.,, 2007; Znaidi et al., 2007), MDR1, RTA2, FLU1
(Calabrese et al., 2000; Jia et al., 2008), ERG11 (Dunkel et al., 2008) e ERG3
(Loeffler, Stevens, 2003), possuam particular importancia no desenvolvimento de
resisténcia frente aos antifiingicos, particularmente entre a classe dos azoélicos
(Znaidi et al., 2009).

Os genes CDR1 e CDR2 séao responsaveis pela codificacdo de proteinas que
fazem parte das bombas de efluxo do transportador ABC (ATP-binding cassette). A
superexpressao destes genes tem sido frequentemente observada em isolados
clinicos de Candida albicans resistentes aos antifungicos azois (Prasad et al., 2006).

O gene MDR1 faz parte de um conjunto de genes responsaveis pela
codificacdo de proteinas que compdem a segunda bomba de efluxo mais importante
das leveduras Candida albicans, denominada de transportador de membrana do tipo
MFS (Major Facilitator Superfamily). Estes transportadores de membrana estédo
envolvidos no fenétipo de resisténcia a multiplas drogas (Sa-Correia et al., 2009).
Além da espécie C. albicans, outros fungos apresentam este mecanismo, como C.
glabrata, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus fumigatus (Pasrija et al., 2007).

Tem sido observado que a superexpressdo do gene FLU1 e RTA2
isoladamente ndo gera resisténcia a fluconazol. Todavia, quando estes genes sao
ativados em conjunto com outros genes, como o PDR16, MDR1 e CAP1, o fenoétipo
de resisténcia aos antifungicos azélicos € observado em isolados de Candida
albicans, sugerindo que estes genes formam um complexo de ativagdo das bombas
de efluxo (Calabrese et al., 2000; Jia et al., 2008).
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3.15 Gene ERG11

Os genes ERG11 e ERG3 sédo genes que codificam proteinas envolvidas na
biossintese do ergosterol. Alteracfes nestes genes desencadeiam um importante
mecanismo de resisténcia aos antifingicos azoélicos em espécies de leveduras do
género Candida. Mutacdes em pontos especificos no gene ERG11 e gene ERG3
provocariam perda da capacidade dos antifiungicos azois em bloquear a sintese do
ergosterol e, com isto, aumentariam a tolerancia destas leveduras a este grupo de
antifangicos (Akins, 2005; Yan et al., 2008; Xu et al., 2008 ).

O ergosterol € um composto fundamental para que a célula fangica possa
manter a integridade e as funcbes da membrana plasmatica. Os antifiUngicos
azolicos agem inibindo a biossintese deste esterol, através da inativacdo da enzima
14a-demetilase, de modo que isto resulta na diminuicdo do ergosterol disponivel
para as membranas e no acumulo de metabdlicos intermediérios (Loeffler, Stevens,
2003; Manastir et al.,, 2009). Um destes compostos intermediarios é o 14a-
metilfecosterol, alvo da enzima A5,6-desaturase, a qual transforma este esterol em
uma substancia téxica (14a-methylergosta-8,24(28)-dien-3,6diol) para a célula que,
juntamente com a falta de ergosterol, resulta na parada do crescimento celular.
Contudo, quando o gene ERG3 responsavel pela codificacdo da enzima
A5,6-desaturase sofre mutacdo, ocorre a ndo producdo de metabdlitos toxicos na
célula. Desta forma, as leveduras que sofrem alteracdes nesta enzima, desenvolvem
resisténcia a acdo dos antifungicos azois (Kelly et al., 1995; Akins, 2005).

Outra caracteristica que tem sido difundida como um importante mecanismo
de resisténcia das leveduras Candida frente aos antifiingicos azéis, é a alteracdo na
atividade da lanosterol 14 a-demetilase (Ergllp ou 14DM), enzima esta codificada
pelo gene ERG11 (Du et al., 2004; Morschhauser, 2010). Os antifungicos azois
inibem a atividade desta enzima, a qual participa da biossintese do ergosterol.
Mutagcbes no gene ERG11 podem induzir a mudangas em sequéncias de
aminoacidos, acarretando em alteracdes na estrutura tridimensional da enzima.
Estas mudancas conformacionais da proteina podem induzir a perda de afinidade do
antifingico azolico ao sitio de ligacdo da enzima e, com isto, levar a resisténcia aos
azois (Sanglard et al., 1998; Wang et al., 2009).

Alteracdes na atividade da enzima lanosterol 14 a-demetilase também podem

ocorrer pelo aumento da expressdo do gene ERG11, o que resulta em aumento da
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concentracdo da enzima no espaco intracelular. Este fato exige a necessidade de
uma maior concentragdo do antifungico para provocar a inibicdo da atividade
enzimatica. Tal mecanismo molecular encontrado em diversos isolados de
Candida albicans, individualmente ndo é capaz de induzir a resisténcia ao
fluconazol, entretanto, quando associado a outros mecanismos, como 0 aumento da
expressdo de genes que codificam as bombas de efluxo, pode estar envolvido na
resisténcia de leveduras Candida spp aos antifungicos azélicos (Perea et al., 2001,

Goldman et al., 2004).
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Figura 1: Os mecanismos de resisténcia a antifingicos azobis presentes em
Candida albicans (Vandeputte et al,. 2012).
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3.16 Métodos moleculares de identificacdo das leveduras do género Candida

O diagndstico laboratorial micolégico € de extrema importancia para auxiliar o
clinico na elaboracdo de medidas de prevencao, controle e tratamento da infeccéo
por Candida spp. Ou seja, o0 isolamento e a identificacdo da espécie de levedura
envolvida no processo infeccioso é uma valiosa informacdo para a escolha da
conduta terapéutica a ser aplicada ao paciente (Colombo et al., 2012).

As técnicas laboratoriais de diagndstico micoldgico consistem na visualizacao
de elementos fungicos nos diferentes liquidos ou tecidos, utilizando metodologias
como o exame micologico direto, coloracdo de gram e bidpsias ou por cultura dos
diferentes materiais biologicos. Para a identificacdo da espécie de Candida spp.
utilizam-se métodos convencionais, baseados nas caracteristicas morfolégicas e
bioguimicas das leveduras, ou através de testes moleculares, que por sua vez
possibilitam um resultado com maior precisao e rapidez, na deteccado e identificacao
de leveduras do género Candida (Ciardo et al., 2006; Rodriguez-Tudela et al., 2008).

Testes moleculares para identificacdo de microrganismos, entre os quais se
incluem as leveduras do género Candida, ndo séo utilizados rotineiramente em
laboratérios clinicos. Esta metodologia de identificacdo é Gt em estudos
epidemioldgicos, revisdo taxondmica de algumas espécies e em pesquisas.
Contudo, na constante evolu¢do da medicina, € necessario que os diagndésticos das
patologias sejam cada vez mais exatos e precisos. Por esta razdo, a aplicacdo de
testes moleculares para identificacdo correta do agente etiolégico de uma
determinada doenca é extremamente importante para a elaboracdo da conduta
terapéutica (Moreira-Oliveira et al., 2005; Tavanti et al., 2005).

Atualmente existe um grande numero de metodologias moleculares que
possibilitam a identificacdo precisa de um microrganismo, como a reacdo de
Polymerase Chain Reaction (PCR), quando utiliza primers especificos para uma
espécie, a reacdo de Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), o
fingerprinting de regides mini e microssatélite (MS-PCR), o Multilocus sequence
typing, Panfungal loop-mediated Isothermal DNA (LAMP) e, ainda, a metodologia
gue utiliza o sequenciamento de regides especificas do genoma do microrganismo,
entre outras técnicas (Odds, 2008; Inacio et al., 2008; Zalar et al., 2011).

Para a identificacdo de espécies do género Candida utilizando técnicas

moleculares, distintas regides do genoma destas leveduras sédo sugeridas como
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adequadas para a amplificacdo. Muitos genes presentes no genoma destes
microrganismos tém se mostrado Uteis para serem utilizados em estudos
filogenéticos. Um exemplo desta ampla variedade € a utilizacdo do DNA Ribossomal
(rDNA), que possui sequéncias génicas intercaladas altamente variaveis dentro e
entre populagdes e sequéncias codificadoras que sao extremamente conservadas.
Estas regides podem servir como importantes marcadores em estudos filogenéticos
entre populacdes (Reiss, Odds, 2008).

A utilizacdo dos genes ribossémicos em estudos filogenéticos para
identificag8o de fungos patogénicos € uma escolha cada vez mais frequente. Nestes
processos taxondmicos as regides ITS1, gene 5.8S e ITS2 do rDNA sé&o locais
preferidos, pois as sequéncias ITS1 e ITS2, sdo regibes altamente variaveis, ideais
para utilizacdo em processos taxonémicos de fungos de diferentes espécies (Einsele
et al., 1997; Kappe, Muller, 1998).

Entre os diferentes métodos moleculares utilizados na identificacdo de
espécies de fungos patdégenos e consequente execucdo da relacdo filogenética,
elegeu-se como método de escolha o sequenciamento automatizado dos produtos
amplificados pela reacdo do PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). O
sequenciamento automatizado, em comparacdo com outras tecnologias
moleculares, permite fornecer maior nivel de produtividade e precisdo nos
resultados, o que contribui para produzir uma analise filogenética mais qualificada
(Odds, Jacobsen, 2008; Mcmanus et al., 2008).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Investigar o polimorfismo no gene ERG11 de isolados clinicos de levedura

Candida spp e o correlacionar com o padrdo de suscetibilidade ao antifungico

fluconazol.
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4.2 Objetivos especificos

* Analisar os aspectos epidemioldgicos envolvidos na colonizacdo da cavidade
bucal por leveduras do género Candida, em pacientes transplantados renais e
diabéticos;

* Avaliar a diversidade genética entre isolados de Candida albicans deste
estudo e comparar com isolados descritos na literatura;

* |dentificar quais espécies de leveduras Candida spp colonizam os diferentes
grupos de pacientes imunocomprometidos estudados nesta pesquisa;

+ Determinar o perfil de suscetibilidade in vitro ao fluconazol, das espécies de
leveduras Candida, utilizando técnica da difusdo para determinacdo da concentracédo
inibitéria minima;

* Pesquisar o polimorfismo em fragmentos do gene ERG11 entre as espécies
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata, isoladas de pacientes
transplantados renais e diabéticos;

* Confrontar as muta¢gdes encontradas no gene ERG11 destes isolados, com
as citadas na literatura cientifica;

* Identificar possiveis novos pontos de mutacdo do gene ERG11, entre os
isolados de Candida;

* Correlacionar as mutacbes no gene ERG11 com o perfil de suscetibilidade

resisténcia dos isolados clinicos.
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RESUMO

Os principais fungos patdgenos oportunistas dos seres humanos sédo as leveduras
do género Candida, que possuem distintos mecanismos de viruléncia, diferentes
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e uma grande variabilidade genética entre
as espécies. Esta pesquisa avaliou a diversidade genética entre isolados de Candida
spp obtidos de pacientes diabéticos e transplantados renais e comparar com
isolados descritos na literatura. Foram analisadas 120 amostras de Candida spp
isoladas de pacientes diabéticos, transplantados renais e pacientes sem déficit
imunolégico. Para o estudo molecular utilizou a amplificacdo por reacdo de PCR,
seguido de sequenciamento de fragmentos da regido ITS1, gene 5.8S, ITS2 e
fragmentos do gene 28S do rDNA. Na analise filogenética observou-se a formagéo
de 2 grupos, sendo que o grupo A € composto pelo maior niumero de isolados e
onde se enquadram as linhagens de referéncia e a maioria dos isolados
pertencentes a outros estudos. A baixa diversidade genética entre os isolados pode
estar justificada pela proximidade geogréfica dos pacientes investigados. Constatou
que o polimorfismo génico entre os isolados da espécie C. albicans se assemelha
geneticamente a linhagens de referéncia e a isolados de outros estudos brasileiros.

Palavras chaves: Candida — Paciente imunocomprometido — DNA ribossomal

Introducéo

Os principais fungos patdégenos oportunistas dos seres humanos sdo as
leveduras do género Candida, em especial a espécie C. albicans, levedura comensal

do trato urogenital, gastrintestinal e da pele (Rodaki et al. 2009). Algumas espécies
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fazem parte da microbiota normal do homem, sendo encontradas como saprofitas
em dobras da pele, orofaringe, mucosa vaginal e trato gastrointestinal (Barbedo,
Sgarbi, 2010). Este grupo de fungos comumente causa infeccdes superficiais,
afetando pele, anexos ou mucosas. No entanto, defeitos de imunidade do
hospedeiro, ferimentos fisicos ou intervencdes médicas podem permitir que estes
agentes acessem diferentes 6rgdos internos e tecidos, causando infeccdes
potencialmente fatais (Leach et al., 2011; Taverna et al., 2013).

As infeccbes flangicas, particularmente as causadas por agentes
oportunistas, atingem frequentemente pacientes submetidos a transplante de 6érgao,
fazendo uso de drogas imunossupressoras, em tratamento contra o cancer, sob
terapia intensiva, recebendo nutricdo parenteral, sob efeito de antibidticos de amplo
espectro, ou com AIDS (Ruhnke, 2006; Manastir et al., 2009). Ainda, pacientes que
podem apresentar maior suscetibilidade a infeccées fungicas oportunistas sdo os
portadores de doencas metabdlicas como a diabetes, 0s que realizaram
esplenectomia, pacientes desnutridos, com deficiéncia de zinco, alcoolistas,
acometidos por infec¢cdes ou infestacfes e, ainda sobre estresse cronico (Forte,
2004; Rodaki et al., 2009).

A maioria das infec¢des fungicas em humanos sao causadas pelas espécies
Candida albicans e Candida glabrata, com taxas de prevaléncia de
aproximadamente 70% e 15%, respectivamente (Ruhnke, 2006; Kolaczkowski et al.,
2009). Contudo, infec¢Bes causadas por outras espécies de Candida ndo-albicans
(CNA), como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C. inconspicua, C.
lipolytica e C. norvegensis tém se mostrado cada vez mais frequentes, sendo em
algumas situacdes predominantes (Ng et al.,1998; Kothavade et al., 2010).

As leveduras do género Candida compdem um grupo de aproximadamente
200 espécies, das quais apenas 20 sdo descritas como possiveis agentes
etiologicos de candidiases (Sugita, Nishikawa, 2004). Entretanto, C. albicans é a
espécie mais importante e mais estudada, a mais frequentemente envolvida em
infec¢Bes fungicas, sendo o principal agente etiolégico da candidiase, atingindo os
mais distintos sitios anatémicos do corpo humano (Hiller et al., 2011). Este grupo de
fungos, apesar de pertencer ao mesmo género, possui diferentes caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas, apresentando um genoma com grande variabilidade
(Bennett, 2009).
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Apesar de C. albicans ser a mais frequentemente isolada, infeccbes
causadas por espécies de Candida n&o-albicans (CNA), como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C. inconspicua, C. lipolytica e C. norvegensis
tém se mostrado cada vez mais frequentes (Ng et al., 1998; Kothavade et al., 2010).

Entres as espécies de Candida ndo-albicans, adquire importancia Candida
glabrata pela sua grande prevaléncia em infec¢cdes invasivas e superficiais,
particularmente aquelas que atingem a mucosa oral, eséfago, vagina e trato urinario.
Ainda, C. parapsilosis e C. krusei por estarem frequentemente envolvidas em
candidemias (Cannon et al., 1995; Pfaller, Diekema, 2007; Barbedo, Sgarbi, 2010).
Por fim, Candida tropicalis, que recentemente foi classificada como a mais
prevalente espécie de leveduras patogénicas do grupo Candida nao-albicans
(Kothavade et al., 2010).

Ademais, a frequéncia da colonizacdo por leveduras do género Candida na
cavidade bucal pode variar em individuos normais, sendo que a maioria dos autores
relatam taxas que oscilam entre 20% a 40% da populagéo (Vanden Abbeele et al.,
2008). Neste contexto, esta pesquisa avaliou a diversidade genética existente entre
isolados de Candida albicans presentes em pacientes deste estudo, em comparagao
com isolados descritos na literatura. Descrever, ainda, quais espécies de Candida
estdo associadas a diferentes pacientes diabéticos e transplantados renais em

relacdo a pacientes controle.

MATERIAIS E METODOS

Material biolégico

Foi investigada a presenca de leveduras do género Candida na saliva de
190 individuos, dos quais 64 eram pacientes diabéticos, 37 transplantados renais e
89 pacientes sem déficit imunolégico (grupo controle). Os isolados da amostra
clinica mais as 3 linhagens de referéncia de Candida da American Type Culture
Collection (ATCC), das espécies C. albicans ATCC - 44858, C. glabrata ATCC -
2001 e C. tropicalis ATCC — 28707, totalizaram 120 leveduras analisadas. Ainda foi
aplicado um questionario aos pacientes, para obter informagdes, como idade,

género e o histoérico clinico do paciente, a fim de tracar o perfil epidemiolégico dos
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isolados. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos - CEPEH da Universidade Paranaense (UNIPAR), sob protocolo
19885.

Identificac&o fenotipica

Inicialmente quantificaram-se as leveduras através da determinacdo da
unidade formadora de colénia (UFC) por mL de saliva. Em seguida, realizou-se a
identificacdo presuntiva das espécies utilizando-se meio seletivo CHROMagar™
(Becton-Dickinson) e seguido de métodos convencionais, como provas bioquimicas
de assimilacdo (auxonograma), fermentacédo de acucares (zimograma), producédo de
tubo germinativo e micromorfologia em agar fuba suplementado com tween 80%
(Kurtzman, Fell, 1998).

Extracdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido a partir de uma suspensdo de colbnias de
leveduras, contendo aproximadamente 10° células/mL, que foram cultivadas em
meio agar batata-dextrose incubado a 25°C por 5 dias. A metodologia empregada
para a extracdo de DNA seguiu o protocolo de extracdo do fabricante do Kit
Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio®). Apés a extracdo, o DNA foi

armazenado a -20°C.

Amplificacéo das regides ITS1, gene 5.8S, ITS2 e gene 28S

A amplificacdo dos fragmentos ITS (Internal Transcribed Spacers) e gene
5,8S do DNA ribossomal, utilizou os primers V9G (De Hoog, Gerrits Van Den Ende,
1998) (5° TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3’) e ITS4 (White, Morrow, 1990) (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), e a amplificacdo dos fragmentos do gene 28S do
rDNA, utilizou os primers LROR (5 ACCCGCTGAACTTAAGC 3) e LR5
(5’ ATCCTGAGGGAAACTTC 3’) (Vilgalys, Hester, 1990) (Quadro 1). Cada reacéo de
amplificagéo por PCR, foi realizada com volume total de 25 pL, contendo solugao
tampéo com Tris-base (pH 8,4) (20 mM) e KCI (50 mM), deoxinucleotideo trifosfato —
dNTPs (0.3 mM) (Invitrogen-Life Technologies, Brasil), MgCl, (1,6 mM), primers
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(15 pmol de cada), Tag DNA polimerase (0,5 U) (Invitrogen-Life Technologies,
Brasil) e DNA (20 ng). A amplificacdo das regides ITS e gene 5.8S utilizando o
seguinte protocolo: 95°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de 95°C durante 1 min,
57°C durante 1 min, 72°C durante 1 min e concluindo com 72°C durante 5 min. Ja a
amplificacéo da regiao 28S utilizou o protocolo: 95°C durante 5 min, seguido de 30
ciclos de 95°C durante 1 min, 48°C durante 1 min, 72°C durante 1 min e concluindo

com 72°C durante 5 min.

Quadro 1 — Sequéncias dos primes utilizados para amplificacdo da regiao ITS1-
5.8S-ITS2 e do gene 28S do DNA ribossomal de leveduras do género Candida.
Primer Sequéncia Referéncia

VoG 5 TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3 Hoog e Gerrits Van den Ende, 1998

ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 White e Morrow, 1990

LROR 5 ACCCGCTGAACTTAAGC & Vilgalys e Hester, 1990

LR5 5 ATCCTGAGGGAAACTTC & Vilgalys e Hester, 1990

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5% corado com
GelRed®. Os resultados foram visualizados em um transiluminador com luz
ultravioleta. Para a fotodocumentagdo usou o programa UVP Bio-Imaging Systems
(2003 Labworks v4.6 Image Acquisition and analysis software. Upland, EUA).

Purificacdo dos produtos do PCR

Os produtos de PCR (25 pL) foram purificados utilizando acetato de amonia
7,5M (15 pL) e etanol PA (74 pL), seguido de incubacao no gelo por 1 hora. A seguir
0os produtos foram centrifugados por 45 minutos a 23100 g. O pellet foi

ressuspendido em 12 pL de agua MiliQ.
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Sequenciamento do rDNA

Os produtos de PCR dos foram sequenciados seguindo o protocolo do Kit
Big Dye (Amersham Biosciences®), o qual estipula a utilizacdo de 50 ng do produto
de PCR purificado, 0,25 uM de primer, 2 pL da mistura para sequenciamento ET (kit:
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da Amersham
Biosciences®) e agua ultrapura para completar o volume final de 10 pL. As mesmas
condicbes da reacdo de sequenciamento foram utilizadas para todos os primers,
com desnaturacéo inicial a 94° C por 2 minutos; 35 ciclos de 20 segundos a 94° C,
15 segundos a 50° C e 1 minuto a 60°C. Os produtos da reagao de sequenciamento
foram purificados com Sephadex” G-50 Fine DNA Grade, e submetidas a
eletroforese em Sequenciador Automatico de DNA modelo MegaBACE (Amersham

Biosciences®).
Andlise Filogenética

As sequéncias obtidas neste estudo foram alinhadas com sequéncias de
referéncia adquiridas no banco de dados Genbank. Para o alinhamento e edi¢cdo das
sequéncias utilizou-se o programa MEGA 5.1 (Kumar et al.,, 2008) e posterior
observacédo visual, através do programa BioEdit 7.2.5 (Hall, 2013). Na analise de
maxima verossimilhanca utilizou-se o] software GARLI
(http://www.molecularevolution.org) e a inferéncia Bayesiana foi realizada através do
software MrBayes v.3.2.1 (Ronquist et al., 2003). Para verificar a consisténcias dos
nés utilizou-se o procedimento de bootstrap (Felsenstein, 1985) com 2000
reamostragens. Nas andlises fundamentadas em maxima verossimilhanca e
inferéncia Bayesiana, o software ModelTest versdo 3.7 (Posada, Crandall, 1998) foi
utilizado para fazer as comparacbes entre os diferentes modelos evolutivos. Na
analise estatistica foi desenvolvida a comparacdo das médias através de uma
analise de variancia (ANOVA) com uma significancia de 0,05, quando o valor critico
apresentado se mostrou maior que o tabelado confirmou-se as diferencas com o

Teste t.


http://www.molecularevolution.org/

42

RESULTADOS

Caracterizacao das leveduras isoladas dos pacientes

Os resultados de quantificacdo das leveduras mostraram que dos 190
pacientes analisados, 50,53% (96) apresentaram crescimento de leveduras,
totalizando 120 isolados pertencentes ao género Candida. Ainda, verificou que dos
37 pacientes transplantados, houve crescimento em 51,35% (19) dos individuos,
com uma média de unidade formadora de col6nia por mL de saliva de 814 UFC/mL.
Entre os 64 pacientes diabéticos, o percentual de crescimento foi de 68,75% (44),
com a média de 932 UFC/mL. J& entre os 89 pacientes que formavam o grupo
controle, a frequéncia de crescimento foi de 37,08% (33), com média de 215
UFC/mL de saliva (Tabela 1).

Quanto a frequéncia de isolamentos das espécies de leveduras do género
Candida, entre os 120 isolados foi verificado que a espécie que apresentou maior
ndamero de isolamentos foi C. albicans (80), seguido de C. parapsilosis (17), C.
tropicalis (8), C. glabrata (6), C. dubliniensis (4), C. metapsilosis (3) e C. orthopsilosis
(2) (Tabela 1). Ainda, foi observado um predominio de isolamento de C. albicans
sobre as espécies Candida ndo-albicans independentemente do grupo de pacientes
(p=0,0001).

O maior percentual de crescimento de leveduras bem como a maior média de
UFC/mL foi observado nos pacientes diabéticos. Quando se comparou as médias de
UFC/mL entre os grupos, observou-se que os pacientes diabéticos e transplantados
apresentaram maiores médias de UFC/mL, sugerindo haver diferenca no nivel de
colonizacdo entre os pacientes e o grupo controle (p=0,01). Foram analisadas,
também, as médias de UFC/mL entre as diferentes espécies e, observou que,
C. parapsilosis possui a maior média com 879 UFC/mL, seguida de C. tropicalis
(854), C. albicans (649), C. glabrata (520), C. dubliniensis (55), C. metapsilosis (47)
e C. orthopsilosis (25).
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Tabela 1. Aspectos epidemiol6gicos dos pacientes com isolamento de leveduras
Caracteristicas epidemioldgicas

Paciente Frequéncia de Média da Espécies isoladas
isolamento *(n) UFC/mL" °(n)
Transplantado 51,35% (19) 814 Candida albicans (15)
Candida parapsilosis (1)
Candida glabrata (2)

Candida tropicalis (2)
Candida metapsilosis (1)
Candida orthopsilosis (1)
Diabético 68,75% (44) 932 Candida albicans (39)
Candida parapsilosis (10)
Candida glabrata (1)
Candida tropicalis (5)
Candida dubliniensis (1)
Candida metapsilosis (2)
Candida orthopsilosis (1)
Controle 37,08% (33) 215 Candida albicans (26)
Candida parapsilosis (6)
Candida glabrata (3)
Candida tropicalis (1)
Candida dubliniensis (3)
a: numero de pacientes que possuiram isolamento de leveduras em amostra de saliva.
b: UFC/mL — Unidade Formadora de coldnia por 1 mL saliva.
¢: numero de cada espécies de leveduras Candida isolado por tipo de paciente analisado.

Aspectos epidemioldgicos

Analisando os dados obtidos através da entrevista realizada com aos
individuos que participaram desta pesquisa, observou-se que 0 género dos
pacientes nao influenciou o crescimento de levedura na amostra de saliva, pois no
género masculino o indice foi de (51,9%) e no feminino (49,8%) (p=0,90). A mesma
constatacdo foi observada na correlagdo com a faixa etaria, pois ndo houve
diferenca de crescimento entre os pacientes que tinham (< 50 anos), entre (51-60
anos) ou (>60 anos) (p=0,09). Ainda, observou-se que nos pacientes com historico
pregresso de candidiase bucal o indice de crescimento foi (45,4%) e, nos sem
historico (54,6%), indicando que este fato n&o contribuiu com frequéncia de

colonizacéao (p=0,13).
Andlise filogenética
Para verificar a similaridade genética dos isolados de Candida albicans

deste estudo com isolados de pesquisas realizadas por outras universidades

brasileiras, construiu-se uma arvore filogenética utilizando-se as sequéncias da
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regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA de 80 isolados, mais a linhagem de referéncia ATCC
(44858) e linhagens da UFPR (HCO04IC), USP (ICB 945), UFC (CA1150), UNICAMP
(CA 70), UNESP (CA 15) e o isolado da UNIFESP (LEMI7986E) e (L8278).
Utilizou-se sequéncia da linhagem “Type Strain” de Candida albicans CBS (562)
(Tabela 2).

Tabela 2: Relacéo dos isolados de Candida albicans pertencentes a este trabalho e
os isolados de pesquisas realizadas por universidades brasileiras e linhagens de
referéncia.

GenBank
Linhagem Amostra Origem
ITS1-5.85-ITS2 28S
CA_2 PC Boca - paciente controle UFPR KM361747 KM464557
CA_6_PC Boca - paciente controle UFPR KM361748 KM464558
CA_9 PC Boca - paciente controle UFPR KM361749 KM464559
CA_12 PC Boca - paciente controle UFPR KM361750 KM464560
CA_ 13 PC Boca - paciente controle UFPR KM361751 KM464561
CA_107_PC Boca - paciente controle UFPR KM361805 KM464615
CA_108_PC Boca - paciente controle UFPR KM361806 KM464616
CA_110_PC Boca - paciente controle UFPR KM361807 KM464617
CA_112 PC Boca - paciente controle UFPR KM361808 KM464618
CA_115 PC Boca - paciente controle UFPR KM361809 KM464619
CA_116 PC Boca - paciente controle UFPR KM361810 KM464620
CA_118 PC Boca - paciente controle UFPR KM361811 KM464621
CA_119 PC Boca - paciente controle UFPR KM361812 KM464622
CA_120_PC Boca - paciente controle UFPR KM361813 KM464623
CA_121 PC Boca - paciente controle UFPR KM361814 KM464624
CA_122 PC Boca - paciente controle UFPR KM361815 KM464625
CA_124 PC Boca - paciente controle UFPR KM361816 KM464626
CA_125 PC Boca - paciente controle UFPR KM361817 KM464627
CA_126_PC Boca - paciente controle UFPR KM361818 KM464628
CA_135 PC Boca - paciente controle UFPR KM361819 KM464629
CA_136_PC Boca - paciente controle UFPR KM361820 KM464630



CA_137_PC
CA_ 139 _PC
CA_140_PC
CA_ 141 PC
CA_154
_PC

CA 19 PD
CA 21 PD
CA 22 PD
CA 25 PD
CA 26_PD
CA 28 PD
CA 29 PD
CA 30 _PD
CA 31_PD
CA 32_PD
CA 33 _PD
CA 35 _PD
CA 38 _PD
CA 39 PD
CA 43 PD
CA 69_PD
CA _70_PD
CA 71 _PD
CA 72_PD
CA 73_PD
CA _76_PD
CA 79 PD
CA 81 _PD
CA 84 PD

CA_85_PD

Boca - paciente controle
Boca - paciente controle
Boca - paciente controle
Boca - paciente controle
Boca - paciente controle
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético

Boca - paciente diabético

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

KM361821

KM361822

KM361823

KM361824

KM361825

KM361752

KM361753

KM361754

KM361755

KM361756

KM361757

KM361758

KM361759

KM361760

KM361761

KM361762

KM361763

KM361764

KM361765

KM361766

KM361782

KM361783

KM361784

KM361785

KM361786

KM361787

KM361788

KM361789

KM361790

KM361791

KM464631

KM464632

KM464633

KM464634

KM464635

KM464562

KM464563

KM464564

KM464565

KM464566

KM464567

KM464568

KM464569

KM464570

KM464571

KM464572

KM464573

KM464574

KM464575

KM464576

KM464592

KM464593

KM464594

KM464595

KM464596

KM464597

KM464598

KM464599

KM464600

KM464601
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CA 86_PD
CA 87_PD
CA 90_PD
CA 91 PD
CA 92 _PD
CA 93 PD
CA 95 _PD
CA 96_PD
CA 98 PD
CA 99 PD
CA_100_PD
CA 102_PD
CA 104_PD
CA 46_PT
CA 47_PT
CA 49 PT
CA 51 PT
CA 52 PT
CA 54 _PT
CA 57_PT
CA 58 PT
CA 59 PT
CA 61 _PT
CA 62_PT
CA 63_PT
CA 66_PT
CA 67_PT
CA 68_PT
HCO4IC

ICB 945

Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente diabético
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado
Boca - paciente transplantado

Vagina

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

USP

KM361792

KM361793

KM361794

KM361795

KM361796

KM361797

KM361798

KM361799

KM361800

KM361801

KM361802

KM361803

KM361804

KM361767

KM361768

KM361769

KM361770

KM361771

KM361772

KM361773

KM361774

KM361775

KM361776

KM361777

KM361778

KM361779

KM361780

KM361781

KJ651886

JX463265

KM464602

KM464603

KM464604

KM464605

KM464606

KM464607

KM464608

KM464609

KM464610

KM464611

KM464612

KM464613

KM464614

KM464577

KM464578

KM464579

KM464580

KM464581

KM464582

KM464583

KM464584

KM464585

KM464586

KM464587

KM464588

KM464589

KM464590

KM464591
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CA1150 Sangue UFC AB861482
CA 70 Sangue UNICAMP DQ141236
CA 15 Peritnio UNESP KF385990
LEMI7986E Sangue UNIFESP KC905077
L8278 Sangue UNIFESP KC408953
CBS562 Pele CBS NR125332
CA44858 Lingua de papagaio ATCC KM361826

Analisando a figura 2, observa-se a formacgédo de 2 grupos populacionais,
onde o grupo A é composto pelo maior numero de isolados e se enquadram as
linhagens ATCC-44858, Type Strain (CBS562) e os isolados pertencentes a UFPR,
USP, UFC, UNICAMP e UNESP. No grupo B encontram-se os isolados CA38PT e
CAG3PT e as linhagens LEMI7986E e L8278 da UNIFESP. Ainda, foi observado que
0sS Unicos isolados que apresentaram maior diversidade genética no grupo A, foi
CA29PD, CA32PD, CA38PD, CA59PT, CA61PT, CA62PT, CAG63PT e CA84.

Na arvore filogenética construida com as sequéncias dos 120 isolados,
pertencentes a sete espécies de Candida spp foi observada uma separacéo
consistente entre os isolados pertencentes as espécies C. albicans, C. dubliniensis,
C. glabrata, C. tropicalis e para as trés espécies que compdem o complexo C.
parapsilosis (C. parapsilosis, C. metapsilosis e C. orthopsilosis). Ainda, foi possivel

observada baixa variabilidade intraespecifica (figura 3).
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Figura 2 — Arvore filogenética da espécie C.albicans usou sequéncias da regi&o
ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA dos isolados e linhagens de referéncia. Os valores de
suporte estdo apresentados a esquerda do nd, sendo os valores de bootstrap de

by

Maxima Verossimilhangca, seguidos dos valores referentes a probabilidade a
posteriori da inferéncia Bayesiana, apresentados nesta ordem.
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Figura 3— Arvore filogenética dos isolados e linhagens de referéncia de Candida spp
gerada com sequéncias da regido ITS1-5.8S-ITS2 e 28S do rDNA. Os valores de
suporte estdo apresentados a esquerda do nd, sendo os valores de bootstrap de

Maxima Verossimilhanca, seguidos dos valores referentes a probabilidade a
posteriori da inferéncia Bayesiana, apresentados nesta ordem.
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DISCUSSAO

Caraterizacao das leveduras

A analise dos diferentes aspectos epidemiolégicos das leveduras do género
Candida possui importancia, pois, além de proporcionar rotinas de prevencao,
controle e tratamento da infeccdo, auxilia na escolha da conduta terapéutica
adequada.

Ao se analisar a frequéncia de colonizacdo entre os pacientes, foi observado
um maior nivel de colonizacdo em transplantados renais e diabéticos (Tabela 1)
indicando que pacientes que apresentam alteracdo da resposta imunolégica séo
mais suscetiveis ao desenvolvimento de infeccBes fangicas, coincidindo com o0s
estudos de Kothavade et al. (2010).

Considerando o alto indice de colonizacdo nos pacientes diabéticos, cabe
discutir em especifico os motivos desta condicdo. Colombo et al. (2012) relatam que
diabete mellitus € uma das principais condi¢cbes patologicas que predispdem
pacientes adultos ao desenvolvimento de diferentes formas clinicas de candidiase,
como a candidiase oral, esofagica, vulvovaginal e candiduria, entre outras (Vazquez,
Sobel 2002; Sobel et al., 2011).

Resultados semelhantes ao deste estudo, referentes ao maior nivel de
colonizacdo da mucosa oral de pacientes diabéticos por leveduras do género
Candida (Tabela 1), também foram encontrados nas pesquisas desenvolvidas por
Menezes et al. (2007), Sashikumar e Kannan (2010) e Obradovi¢ et al. ( 2011).

Assim, o alto indice de colonizacdo da cavidade oral pelas leveduras
Candida spp. em paciente diabéticos, parece ser um evento complexo e multifatorial,
influenciado por fatores como a elevada concentracdo de acuUcares (sacarose,
glicose e frutose) nos tecidos e a baixa secrecdo salivar. Ambas as situacdes,
caracteristicas de pacientes diabéticos, possibilitam uma melhor adesdo das
leveduras do género Candida aos tecidos da mucosa oral (Treagan, 2008;
Khovidhunkit et al., 2009).

Os resultados mostraram que a espécie que apresentou maior frequéncia de
isolamento entre todos os grupos de pacientes foi Candida albicans (Tabela 1),
microrganismo comensal da cavidade oral, do trato gastrointestinal, urogenital e pele
dos seres humanos (Calderone, 2002; Rodaki et al., 2009; Leach et al., 2011).
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Um dos fatores que pode justificar a maior incidéncia desta espécie de
levedura deve-se a sua alta capacidade em adaptar-se aos diferentes ambientes do
hospedeiro humano (Zhou, Lorenz 2008; Yan et al., 2009).

Outro aspecto que contribui para a grande frequéncia de isolamento desta
levedura € a alta variabilidade da expressdo génica, que possibilita uma grande
producdo enzimatica (proteinase, fosfolipase), auxiliando na formacao de biofilme e
aumentando a capacidade adesiva aos tecidos, contribuindo com os processos de
colonizacdo e patogenicidade (Noumi et al.,, 2010). Um exemplo claro desta
correlacdo entre colonizacdo e patogenicidade é o fato de Candida albicans ser a
espécie responsavel por 90% dos episodios de candidiase oral e esofagica
(Colombo et al., 2012).

Todavia, merecem atencdo os resultados referentes a quantificacdo das
espécies que colonizaram a cavidade oral. Isto porque dos trés grupos de pacientes
que compunham a pesquisa, a terca parte dos isolados constituiram-se de espécies
identificadas como Candida ndo-albicans (Tabela 1). Ou seja, apesar da espécie C.
albicans ainda ser o principal patégeno envolvido na candidiase, nos ultimos anos
vem sendo observado um aumento significativo da prevaléncia de infec¢cbes onde o
agente etioldégico sdo espécies de Candida nédo-albicans (Arancia et al., 2009),
particularmente as espécies C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis
(Silva, 2013). Ainda, segundo Hsueh et al. (2005), a principal causa do aumento da
colonizacé@o de espécies de Candida ndo-albicans esté relacionada ao extenso uso
profilatico de drogas antifingicas em pacientes imunocomprometidos.

A segunda espécie mais frequentemente isolada neste estudo foi Candida
parapsilosis. Este resultado corrobora o estudo de Colombo et al. (2012), que
classifica esta espécie como uma das mais frequentemente envolvidas em
candidemia na América Latina, especialmente no Brasil, particularmente

acometendo pacientes hospitalizados sob uso de cateter venoso central.

Aspectos epidemiolbgicos

A correlacdo entre a colonizacdo de leveduras na cavidade bucal dos
pacientes ndo apresentou relevancia estatistica quanto ao género, idade, nem
histérico pregresso de candidiase. Tais resultados corroboram Obradovi¢ et al.

(2011), para quem a colonizagdo na cavidade bucal ndo esta relacionada ao género
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dos pacientes investigados. De igual modo, confirma os estudos de Belazi et al.
(2005) que nao observou associacao entre a candidiase oral e o género e idade dos
pacientes.

Tal constatacdo evidencia que, para além de género, idade ou historico
pregresso de candidiase, o aumento da frequéncia de candidiase bucal pode estar
relacionado a falta de higiene bucal, a dietas especificas, a utilizacdo de protese

dentaria ou em associacao a outras doencas da mucosa bucal (Hof, 2010).

Andlise filogenética

A arvore filogenética na qual foi analisada a diversidade genética entre os
isolados de Candida albicans (figura 2) demonstrou a formacdo de 2 grupos
populacionais, sendo que o grupo A foi composto pelo maior nimero de isolados e
onde se enquadram as linhagens ATCC (44858), Type Strain (CBS562) e os
isolados pertencentes as colec¢des da UFPR, USP, UFC, UNICAMP e UNESP. Ja o
grupo B foi constituido por sete isolados e pelas linhagens pertencentes a UNIFESP.

Apesar de se observar a formacéo de dois grupos, houve baixa diversidade
genética entre os isolados da presente pesquisa (UFPR) quando comparado com as
linhagens de outras universidades. Além disso, observou-se que o tipo de paciente,
seja transplantado renal, diabético ou grupo controle, ndo contribui para a formacéo
de grupos filogenéticos especificos entre os isolados.

Neste sentido, estudos anteriores indicam que entre as leveduras envolvidas
no processo de colonizacdo ou infeccdo de um determinado sitio anatémico, é
possivel encontrar isolados de Candida spp apresentando pequenas variacdes
génicas, formando um genoma quase idéntico (Odds et al., 2006). Tal condicéo,
contudo, pode ser justificada pelo fato desta levedura, presente em diferentes sitios
anatdmicos do corpo humano, poder ter sido trocada de um individuo para outro,
durante os processos de migracdes populacionais, ocorridos nas ultimas décadas,
diminuindo a diversidade génica (Odds et al., 2008).

Por outro lado, estudos indicam que a maioria das pessoas é colonizada ou
infectada por uma Unica estirpe desta levedura. Entretanto, pode haver maior
diferenca genética quando os isolados provirem de diferentes fontes geograficas
(Soll, Pujol, 2003).



53

Ainda, segundo alguns autores a maior diversidade em uma populagéo de
Candida albicans pode estar relacionada as diferentes fontes de isolamento destas
leveduras como observado nos trabalhos de Gurbuz e Kaleli (2010), Shin et al.
(2011), Amouri et al. (2012), Hammarskjold et al. (2013).

Assim, a baixa variabilidade entre os isolados Candida albicans da presente
pesquisa pode ser explicada pela proximidade geografica dos pacientes
investigados, tal como os estudos de Martens et al. (2007) e Aserse et al. (2012),
para quem a obtencdo de uma boa analise filogenética ndo basta analisar apenas
um unico gene.

Por fim, na analise dos dados referentes a arvore filogenética construida
com as sequéncias das sete espécies de Candida spp (figura 3), verificou-se a
formacdo de ramos distintos para cada espécie, com baixo grau de variabilidade
intraespecifica. Quanto ao Complexo Candida parapsilosis (Roy, Meyer, 1998) foi
observado que, apesar da proximidade genética entre as mesmas, € adequada a
separacdo do complexo em espécies distintas, como cita Tavanti et al. (2005),
sendo C. parapsilosis denominada de sensu stricto (correspondente ao grupo 1), C.

orthopsilosis (grupo Il) e C. metapsilosis (grupo Ill) (Carvalho, 2011).

Concluséo

Em relacdo aos aspectos epidemiol6gicos de colonizacdo da cavidade bucal
dos pacientes analisados, foi possivel observar frequéncia maior de colonizagéo
entre os pacientes diabéticos, sendo C. albicans a espécie com maior nimero de
isolamentos, sem correlacdo com género, faixa etaria ou historico pregresso de
candidiase bucal. Por fim, o polimorfismo génico entre os isolados da espécie C.
albicans possibilitou a divisdo em dois grupos populacionais, 0s quais se
assemelham geneticamente a linhagens de referéncia e a isolados de outros

estudos brasileiros.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gurbuz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gurbuz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012366

54

5.2 Artigo 2

POLIMORFISMO DO GENE ERG11 DE ISOLADOS DE Candida PROVENIENTES
DE PACIENTES DIABETICOS E TRANSPLANTADOS RENAIS
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Resumo

A candidiase é a micose oportunista mais frequente entre os humanos, sendo uma
das principais causas de mortalidade em pacientes imunodeprimidos. O aumento da
resisténcia aos antifingicos torna a elaboracdo da conduta terapéutica uma tarefa
dificil para o clinico. Entre os mecanismos envolvidos na resisténcia destacam-se as
alteracdes genéticas no gene ERG11. Neste contexto, o objetivo foi investigar o
polimorfismo no gene ERG11 de isolados de levedura Candida spp e correlacionar
com o padrdo de suscetibilidade ao fluconazol. Foram Investigados o polimorfismo
em fragmentos do gene ERG11 de 80 isolados de C. albicans, 8 de C. tropicalis e 6
de C. glabrata, oriundos da saliva de diferentes grupos de pacientes e correlacionou-
se a concentracao inibitéria minima (CIM) de fluconazol, realizado pela técnica do E-
test®. Apesar de todos os isolados serem sensiveis ao fluconazol, a maior média de
CIM foi de C. glabrata (3,14 pg/mL). Foram identificadas as mutacbes F105L,
D116E, K119N, S137L e K128T em isolados de C. albicans e T224C e G263A de
C. tropicalis, as quais ja foram descritas em outros trabalhos. O polimorfismo
encontrado nos fragmentos do gene ERG11 ndo provocou diminui¢cdo no padréo de
suscetibilidade dos isolados frente ao antifungo fluconazol.

Palavras chave: Candida, Fluconazol, Gene ERG11, Polimorfismo.

Introducao

A candidiase € a micose oportunista mais frequente entre os humanos,
sendo uma das principais causas de mortalidade em pacientes imunodeprimidos
(Hung et al., 2005; Chen et al., 2009). A escolha da droga antifungica adequada para
o tratamento destas infeccbes € uma tarefa dificil em face do evento denominado
Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR) ou fendmeno MDR (Kouidhi et al., 2010).
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As infeccbes causadas por Candida spp sdo comumente tratadas com
antifingicos azolicos, principalmente, o fluconazol (Pinjon et al., 2005; Schubert et
al., 2008). Pode ocorrer, contudo, resisténcia aos fungicidas azolicos seja pela
exposicao continua a droga, ou pela resisténcia intrinseca a estes antifiUngicos
(Orozco et al., 1998; Cannon et al., 2007).

Entre as espécies de leveduras do género Candida, a espécie C. albicans é
a mais frequentemente envolvida em infec¢cdes superficiais e invasivas, nos
diferentes sitios anatdmicos do corpo humano, sendo naturalmente sensivel aos
antifingicos sistémicos, casualmente resistente aos polienos como a anfoteromicina
B, havendo poucos relatos de resisténcia as equinocandinas. A resisténcia aos
fungicidas azdlicos, por sua vez, esta geralmente associada a exposicao prolongada
a estes farmacos (Sanglard, Odds, 2002; Ben-Ami et al., 2011).

Distintos mecanismos moleculares sédo utilizados pelas leveduras Candida
para produzir resisténcia as drogas antifingicas e, particularmente, a classe dos
azois. Entre estes mecanismos encontram-se as bombas de efluxo, as alteracdes na
biossintese do ergosterol e as alteracbes mutacionais e expressao de genes (White
et al., 2002; Chau et al., 2004).

Quanto aos genes, sugere-se que CDR1, CDR2, PDR16 (Coste et al., 2007,
Znaidi et al., 2007), MDR1, RTA2, FLU1 (Calabrese et al., 2000; Jia et al., 2008),
ERG11 (Dunkel et al., 2008) e ERG3 (Loeffler, Stevens, 2003), possuam particular
importancia no desenvolvimento de resisténcia frente aos antifungicos,
particularmente entre a classe dos azoélicos (Znaidi et al., 2009).

No caso dos genes ERG11 e ERGS, estes codificam proteinas envolvidas na
biossintese do ergosterol, composto fundamental para que a célula fangica possa
manter a integridade e as fun¢gdes da membrana plasmatica (Akins, 2005; Yan et al.,
2008; Xu et al., 2008 ).

Os antifingicos azolicos agem inibindo a biossintese do ergosterol, através
da inativacdo da enzima 14a-demetilase, de modo que isto resulta na diminuicdo do
ergosterol disponivel para as membranas e no acumulo de metabdlicos
intermediarios (Loeffler, Stevens, 2003; Manastir et al., 2009). Mutagbes em pontos
especificos no gene ERG11 e gene ERG3 provocariam perda da capacidade dos
antifingicos azodis em bloquear a sintese do ergosterol e, com isto, aumentariam a
tolerancia destas leveduras a este grupo de antifungicos (Akins, 2005; Yan et al.,
2008; Xu et al., 2008 ).
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Ainda, alteracdes na atividade da enzima lanosterol 14 a-demetilase também
podem ocorrer pelo aumento da expressdao do gene ERG11, o que resulta em
aumento da concentracdo da enzima no espaco intracelular. Este fato exige a
necessidade de uma maior concentracao do antifiUngico para provocar a inibicdo da
atividade enzimatica. Tal mecanismo molecular, encontrado em diversos isolados de
Candida albicans resistentes ao fluconazol, isoladamente, ndo produz resisténcia.
Entretanto, quando associado ao aumento da expressao de genes que codificam as
bombas de efluxo, pode estar envolvido na resisténcia de leveduras Candida aos
antifangicos azolicos (Perea et al., 2001; Goldman et al., 2004).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo investigar o polimorfismo
no gene ERG11 de isolados de levedura Candida spp e os correlacionar com o

padréao de suscetibilidade ao fluconazol.

Materiais e métodos

Identificac&o dos isolados

Analisaram-se leveduras do género Candida isoladas da saliva de 190
individuos, sendo estes compostos por 64 pacientes diabéticos, 37 transplantados
renais e 89 pacientes sem déficit imunolégico (grupo controle). Para o teste de
antifungigrama e analise do polimorfismo do gene ERG11, foram selecionadas 80
leveduras da espécie Candida albicans, 6 da espécie Candida glabrata e 8 de
Candida tropicalis. Utilizou-se 3 linhagens de referéncia de Candida da American
Type Culture Collection (ATCC) com concentracdo inibitéria minima (CIM) para o
fluconazol conhecidos, pertencentes a espécies Candida albicans ATCC — 44858
(CIM - 1 pg/mL), Candida glabrata ATCC — 2001(CIM - 4 pg/mL) e Candida tropicalis
ATCC - 28707(CIM - 2 ug/mL), usadas como padrdo de referéncia para os testes de
determinacdo do CIM para o antifungico fluconazol. Para a identificagdo presuntiva
dos isolados, utilizou-se o meio CHROMagar® (Becton—Dickinson) e métodos
convencionais, como testes de assimilagdo de carboidrato, producdo de tubo
germinativo e micromorfologia em &gar fuba, suplementado com tween 80%
(Kurtzman, Fell, 1998). Para a identificacdo molecular dos isolados, utilizou-se a

amplificagdo por reacdo de PCR, seguido de sequenciamento automatizado de
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sequéncias da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA (Knutsen et al.,2007). E de
fragmentos do gene 28S (Vilgalys, Hester, 1990).

Determinacao da concentracao inibitéria minima ao antifungico fluconazol

A avaliagao da suscetibilidade das leveduras com determinagéo da CIM ao
fluconazol foi realizada utilizando o E-test (Biomerieux®), em &gar Mueller-Hinton
(Difco®), suplementado com 2% de glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno, de
acordo com o documento M44-A2, do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2010). Os critérios utilizados para classificacdo dos padrbes de
suscetibilidade seguiu o documento M27-A3, no qual as leveduras do género
Candida séo classificadas como suscetiveis ao fluconazol para valores de CIM igual
ou inferior a 8 pyg/mL, suscetibilidade dose-dependente para valores de CIM entre 16
e 32 pg/mL, e resistentes quando a concentracao inibitéria minima que inibe o

crescimento for igual ou superior a 64 pg/mL (CLSI, 2008).
Extragcdo do DNA de Candida

O DNA genbmico foi extraido a partir de uma suspensdo de colbnias de
leveduras, contendo aproximadamente 10° células/mL, que foram cultivadas em
meio agar batata-dextrose incubado a 25°C por 5 dias. A metodologia empregada
para a extracdo de DNA seguiu o protocolo de extracdo do fabricante do Kit
Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio®). Apés a extracdo, o DNA foi

armazenado a -20°C.
Amplificacdo de fragmentos do gene ERG 11

Os fragmentos do gene ERG11 foram amplificados por PCR e sequenciados
utilizando os primers SeclA: (5-TTAGTGTTTTATTGGA TTCCTTGGTT-3’) e Sec1B:
(5-TCTCATTTCATCACCAAATAAAGATC-3’) para C. albicans, conforme descrito por
Xu et al. (2008) (X13296). Para C. tropicalis utlizou-se F: (5-
TCTTTTGTCAACACAGTAATGGC-3’) e R: (5'= AACACCT TTAC CAAAAACAGGAG-
3’) (AY942646) e, para C. glabrata F: (5-ACTACAATAAC ATGTCCACTGA-3) e R:
(5-GGGTGGTCAAGTGGGAGTAA-3’) (EU219981). Os primers utilizados neste
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estudo amplificam fragmentos de 407 a 482 pares de bases do gene ERGI11
(Quadro 2). Amplificacdo por PCR utilizou um volume total de 25 pL solugédo, em
agua ultrapura contendo 2,5 uL de tampéao 10X para PCR, 1,6 mM de MgCl,, 0,3 mM
de uma mistura de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 20 ng de DNA extraido e 0,8 U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen®). A amplificacdo parcial do gene ERG11 foi
realizada com desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 1 minuto a
95°C, 1 minuto a 60°C para C. albicans, ou 1 minuto a 64°C para C. tropicalis, e 1
minuto a 62°C para C. glabrata, 1 minuto a 72°C; seguida de extensao final de 5
minutos a 72°C (Carvalho, 2011). Os produtos de PCR foram purificados adicionando
7 UL de acetato de aménio 7,5 M e 60 uL de etanol absoluto. Apdés homogeneizacéo,
as amostras foram inseridas no gelo por um periodo de 1 hora, sendo em seguida
centrifugadas por 10 minutos a 13000 rpm a 25°C, com posterior descarte do
sobrenadante. O pellet formado foi lavado com 100 yL de etanol 70%, sendo em
seguida centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos, sendo em seguida deixado para
secagem overnight. Apos o transcorrer do periodo o produto purificado foi
ressuspendido em 13 uL de agua ultrapura. Apods a purificacdo o produto do PCR

foram visualizado e quantificado em gel de agarose 1,5% (p/v).

Quadro 2 — Primers que amplificam fragmentos do gene ERG11 de Candida
albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis.

Regido |Tamanho
Espécie | Gene Primer amplificada| do
fragmento
C. albicans | 1851 |ERGSeclA (5-TTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTT-3")|295a 777 | 482 pb
(GenBank- | pb pb
X13296) ERGSecl1B (5-TCTCATTTCATCACCAAATAAAGATC-3)
Xu et al., 2008
C. glabrata | 2669 |CgERGrl-F:(5°— ACTACAATAACATGTCCACTGA -3) | 550a957 | 407 pb
(GenBank- | pb pb
159461713) CgERGr1-R:(5' — GGGTGGTCAAGTGGGAGTAA - 3)
C. tropicalis | 2446 |CtERGr1-F:(5- TCTTTTGTCAACACAGTAATGGC-3) 500 a 907 | 407 pb
(GenBank- | pb pb
61189833) CtERGr1-R:(5'— AACACCTTTACCAAAAACAGGAG-3)

Sequenciamento de fragmentos do gene ERG11

Para reacdo de sequenciamento dos produtos de PCR dos fragmentos do
gene ERG11, foi utilizado de 50 ng do produto de PCR purificado, 0,25 uM de
primer, 2 yL da mistura para sequenciamento ET (kit: DYEnamic ET Dye Terminator

Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da Amersham Biosciences®) e agua ultrapura
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quando necessaria para completar o volume final de 10 yL. As mesmas condi¢des
da reacdo de sequenciamento foram utilizadas para todos os primers, iniciando a 94°
C por 2 minutos; 35 ciclos de 20 segundos a 94° C, 15 segundos a 50° C e 1 minuto
a 60°C. Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados com
Sephadex G-50 Fine DNA Grade, e submetidas & eletroforese em Sequenciador
Automético de DNA modelo MegaBACE (Amersham Biosciences®). Para o
alinhamento das sequéncias utilizou-se os programas MEGA 5.1 e ClustalW2, com

posterior observacéao visual, através do programa BioEdit versdo 7.2.

Resultados

Suscetibilidade ao fluconazol dos isolados de Candida

Na analise do padrédo de sensibilidade frente ao fluconazol dos 94 isolados
pertencentes as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, verificou-se que
todos os isolados eram suscetiveis ao fluconazol, com valores da CIM inferior a 8
Mg/mL, segundo os critérios do documento M27-A3 da CLSI (2008).

As médias da CIM de fluconazol entre as espécies foi de 1,44 ug/mL para C.
albicans, 2 ug/mL para C. tropicalis e, com maior média C. glabrata, com 3,14 ug/mL
(p=0,02). J& as médias da CIM de fluconazol dos isolados da espécie C. albicans
entre 0s grupos de pacientes, observou-se maior média entre 0s pacientes
transplantados (1,83 ug/mL) e diabéticos (1,63 pug/mL) em comparagcdo ao grupo
controle (0,95 pg/mL) (p=0,0001) (Tabela 3).

Polimorfismo do gene ERG11 em espécies de Candida

Sequenciou-se fragmento Unico do gene ERGL11, distinto para cada espécie.
Nos fragmentos de 482 pb, dos 80 isolados de C. albicans, verificou-se a presenca
de 134 alteracfes de nucleotideos. Ja entre os 8 isolados de C. tropicalis encontrou-
se 12 alteracGes de nucleotideos em fragmentos de aproximadamente 407 pb. Por
fim, entre os 6 isolados de C. glabrata ndo se observou alteracdes de nucleotideos
nos fragmentos de 407 pb do gene ERG11. Ainda, sobre a frequéncia com que

estas mutacdes ocorrem, observou-se que em 32,9% (31) dos isolados ndo houve
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nenhuma alteracdo de nucleotideos nos fragmentos analisados. Ja em 67,1% (63)
dos isolados ocorreu algum tipo de mutacéo e, destes, 19,1% (18) apresentavam
apenas um evento mutacional, 21,3% (20) apresentavam dois eventos, em 17,1%
(16) ocorreram trés alteracbes e em 9,6%(9) verificou-se mais de trés eventos

mutacionais no fragmento do gene ERG11 analisado (Tabela 3).

Tabela 3- Polimorfismo em sequéncias de nucleotideos do gene ERGI11 de
C. albicans e C. tropicalis e sua correlacdo com a substituicdo de aminoécido da

Ergllp.
Isolado* Paciente Tipo de mutacdo ** Substituicdo de aminoacidos*** CIM
ug/mL
CA_112 PC Controle Sentido trocado K128T 0,2
CA_ 2 PC Controle Sin6nima / Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 0,5
CA_13 PC Controle Sinbnima F105L / K119N 0,5
CA_30_PD Diabético Sin6bnima / Sentido trocado  F105L / K128T 0,5
CA_136_PC Controle Sindnima / Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 0,5
CA_141 PC Controle Sinbnima F105L 0,5
CA_35 PD Diabético Sin6énima / Sentido trocado  F105L / K119N / S137L / K128T 0,75
CA_57 PT Transplantado  Sindénima F105L 0,75
CA_79 PD Diabético Sin6énima / Sentido trocado  F105L / S137L/ K128T 0,75
CA_115 PC Controle Sin6énima / Sentido trocado  F105L / S137L/ K128T 0,75
CA_124 PC Controle Sindnima F105L / D116E 0,75
CA_12 PC Controle Sin6nima / Sentido trocado  F105L / K128T 1,0
CA_21 PD Diabético Sindnima / Sentido trocado  F105L / K128T 1,0
CA_25_PD Diabético Sindnima F105L 1,0
CA_29 PD Diabético Sindnima F105L/ D116E/ K119N / S137L 1,0
CA_38 PD Diabético Sinbnima / Sentido trocado  F105L / K119N / S137L /K128T 1,0
CA_46_PT Transplantado  Sindnima/ Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 1,0
CA_ 91 PD Diabético Sinbnima F105L 1,0
CA_100_PD Diabético Sin6nima / Sentido trocado  F105L / K119N /K128T 1,0
CA_128 PC Controle Sinénima F105L / D116E / K119N /S137L 1,0
CA_137_PC Controle Sinbnima F105L / S137L 1,0
CA_135 PD Diabético Sinbnima F105L 1,0
ATCC- 44858 Lingua de Sindnima F105L / D116E / S137L 1,0
papagaio

CA 9 PC Controle Sin6énima / Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 1,5
CA 22 PD Diabético Sin6énima / Sentido trocado  F105L/ K119N / K128T 1,5
CA_28 PD Diabético Sindnima F105L 15
CA_31_PD Diabético Sindnima F105L 15
CA_33 PD Diabético Sin6nima / Sentido trocado  F105L / D116E / S137L / K128T 15
CA_39 PD Diabético Sin6nima / Sentido trocado  F105L / K128T 15
CT_40_PD Diabético Sinbnima G263A 15
CT 42 PD Diabético Sinbnima G263A 15
CA 51 PT Transplantado  Sindnima F105L / K119N 1,5
CA 52 PT Transplantado  Sindnima / Sentido trocado  F105L / K128T 1,5
CT_55 PT Transplantado  Sinbénima T224C | G263A 1,5
CA_76_PD Diabético Sinénima F105L / D116E/ K119N / S137L 15
CA_81 PD Diabético Sin6nima / Sentido trocado  F105L / S137L/ K128T 15
CA_86_PD Diabético Sinbnima F105L / D116E / K119N 1,5
CA 90 PD Diabético Sinbnima F105L 1,5
CA_104 PD Diabético Sinénima / Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 1,5
CA 118 PC Controle Sinénima / Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 1,5
CA 122 PC Controle Sinbnima F105L 1,5
CT_129 PC Controle Sinbnima T224C | G263A 1,5
CA_19 PD Diabético Sindnima F105L 2,0
CA_32_PD Diabético Sindnima F105L / D116E 2,0
CA_43_PD Diabético Sindnima F105L / D116E 2,0
CA_49 PT Transplantado  Sindnima F105L 2,0
CA 58 PT Transplantado  Sindnima F105L / K119N 2,0
CA 63 PT Transplantado  Sindnima F105L / K119N / S137L 2,0
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CA_69 _PD Diabético Sinbnima F105L / K119N / S137L 2,0
CA_70_PD Diabético Sinbnima F105L / D116E / K119N 2,0
CA_72_PD Diabético Sinbnima F105L 2,0
CA_73 PD Diabético Sinbénima / Sentido trocado  F105L / K128T 2,0
CT_77_PD Diabético Sindnima T224C | G263A 2,0
CA 84 _PD Diabético Sindnima F105L /D116E /K119N /S137L 2,0
CA_92_PD Diabético Sindnima / Sentido trocado  F105L /D116E /K119N /S137L/K1281 2,0
CA_93_PD Diabético Sindnima / Sentido trocado  F105L / K128T 2,0
CA_98 PD Diabético Sinbnima / Sentido trocado  K119N / K128T 2,0
CA_99 PD Diabético Sinbnima F105L 2,0
CT_105 PD Diabético Sinbnima T224C /| G263A 2,0
CT_106_PD Diabético Sinbnima T224C /| G263A 2,0
CA_121_PC Controle Sindnima / Sentido trocado  F105L / K128T 2,0
ATCC- 28707 Pielonefrite Sinénima T224C [ G263A 2,0
CA_62_PT Transplantado  Sindnima F105L 3,0
CA_67_PT Transplantado  Sindnima / Sentido trocado  F105L / K119N / K128T 3,0
CA_85_PD Diabético Sindnima F105L /D116E / K119N /S137L 3,0
CA_96_PD Diabético Sinbnima F105L 3,0
CA_102_PD Diabético Sinbnima F105L 3,0

*A sigla CA corresponde a espécie Candida albicans e CT a Candida tropicalis.

**As mutagOes identificadas como F105L, D116E, K119N, S137L, T224C e G263A
foram classificadas como sinbnimas e K128T de sentido trocado.

***As mutacOes aqui relatadas foram identificadas utilizando-se como referéncia os
trabalhos publicados por Vandeputte et al., 2005, Xu et al., 2008 e Wang et al., 2009.

Analisando a natureza das alteracdes, verificou-se que 82,9% (121) era
mutacdo sindnima, presente entre os isolados de C. albicans e C. tropicalis e, 17,1%
(25) mutacdes de sentido trocado, observadas apenas na espécie C. albicans. Na
espécie C. albicans a mutacdo sinbnima ocorreu 41,8% (56) no amino&cido Lisina
(lys) (F105L), 9,7% (13) na Leucina (Leu) (D116E), 18,7% (25) na Arginina (Arg)
(K119N) e 11,1% (15) na Fenilalanina (Phe) (S137L). Ja na espécie C. tropicalis a
mutacao sinbnima ocorreu 41,7% (5) no aminoacido Treonina (Thr) (T224C) e 58,3%
(7) na Asparagina (Asn) (G263A). A mutacdo de sentido trocado foi observada
apenas em 18,7% (25) dos isolados da espécie C. albicans, na qual ocorreu a troca
de uma Adenina (purina) por uma Citosina (pirimidina), caracterizando uma
transversdo que resultou na alteracdo do aminoacido Fenilalanina (Phe) para uma
Cisteina (Cys) (Tabela 3). Esta alteracdo ocorrida no cédon situado entre as
posi¢des 529 - 531 do gene da CaERGL11, foi identificada por Loffler et al. (1997)
como K128T. Finalmente observou-se que das 25 mutacfes de sentido trocado que
ocorreram entre os isolados deste estudo, 92% (23) estavam em heterozigose e 8%

(2) estavam em homozigose.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citosina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=L%C3%B6ffler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9228762
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Discussao

Padrao de suscetibilidade ao fluconazol

Neste estudo todos os isolados foram classificados como sensiveis ao
fluconazol (CIM < 8 upg/mL), segundo os padrdes estipulados pela CLSI (2008),
documento M27-A3. Entretanto, observou-se diferenca nas médias da CIM de
fluconazol. Verificou-se que os isolados oriundos dos individuos que formavam o
grupo controle apresentaram a menor média da CIM e, que os isolados obtidos dos
pacientes transplantados renais, apresentaram as maiores médias. Este dado pode
ser explicado pela composicdo do grupo de paciente controle, formado por
individuos saudaveis, que ndo apresentavam historico recente de candidiase bucal
e, provavelmente, com menor indice de exposi¢do aos antifungicos azélicos que os
pacientes transplantados.

Segundo Qiao et al. (2008), a exposicdo repetida aos antifingicos,
principalmente aos azdéis, € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da resisténcia a este tipo de droga (Sanglard, 2002; Yan et al.,
2009). Ademais, outro aspecto que pode explicar a maior média da CIM de
fluconazol, entre os isolados provenientes dos pacientes transplantados, é o fato de
gue estes pacientes induzem a um estresse celular, devido ao uso de drogas
(quimioterapicos, corticosterodides, antibidticos), induzindo a levedura a ativar seus
mecanismos de resisténcia, resultando na reducédo do seu perfil de suscetibilidade
(Morschhauser, 2010).

Outro aspecto observado referente a CIM de fluconazol foi a diferenca das
médias entre as espécies, pois a espécie C. albicans apresentou a menor média,
seguida de C. tropicalis, verificando-se a maior média na espécie C. glabrata. Este
achado coincide com o estudo de Barbedo e Sgarbi (2010), onde houve menor
padrdo de suscetibilidade da espécie C. glabrata frente ao fluconazol,
particularmente entre pacientes que tiveram exposicdo prévia a este antifingico
(Pfaller et al., 2001).
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Polimorfismo do gene ERG11

Os resultados da analise de polimorfismo em fragmento do gene ERG11 das
espécies C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, indicaram a presenca de 146
substituicbes, sendo 121 na espécie C. albicans e 25 na espécie C. tropicalis. O
polimorfismo do gene ERG11 é apontado como uma das principais causas que
levam a resisténcia aos antifiungicos azois. Isto ocorre devido a alteracdo do sitio de
ligacdo do antifiungico a enzima-alvo Ergllp (lanosterol 14 a-demetilase) (Carrillo-
Mufioz et al., 2006; Maccallum et al., 2010).

As mutacdes do gene ERG11 foram encontras em fragmentos com tamanho
de aproximadamente 400 pb a 480 pb. Estas mutacdes foram identificadas como
F105L, D116E, K119N, K128T e S137L na espécie C. albicans e T224C e G263A na
espécie C. tropicalis (Tabela 3).

Outros autores, investigando o polimorfismo no gene ERG11 de isolados
clinicos de leveduras do género Candida, também ja relataram a presenca destas
mutacdes entre seus isolados. As mutacdes F105L, D116E e K128T ja foram citadas
por Marichal et al. (1999), Xu et al. (2008), Carvalho (2011) e, a mutacdo S137L,
também foi encontrada no trabalho realizado por Wang et al. (2009). As mutacdes
T224C e G263A encontradas entre os isolados de C. tropicalis foram citadas em
trabalho realizado por Vandeputte et al. (2005).

As mutagBes ocorridas em isolados da espécie C. albicans, sensiveis ao
fluconazol, denominadas de D116E, K128T, K119N também foram encontradas em
trabalhos como os de Sanglard et al. (1998), Xu et al. (2008), Carvalho (2011). Estas
mutacBes ndo sdo apontadas como relacionadas a resisténcia ao fluconazol
(Tabela 3). Ja a mutacdo F105L, presente neste estudo, também foi identificada em
isolados resistentes ao fluconazol no trabalho desenvolvido por Léffler et al. (1997).
Contudo, como citam Marichal et al. (1999), White et al. (2002) e Goldman et al.
(2004), esta mutagcéo ocorre em um local da Ergllp que néo altera a conformagéao
estrutural do sitio de ligacdo da enzima com o fluconazol, e consequentemente ndo
influenciando no padrdo de suscetibilidade frente a esta droga.

A mutacdo S137L, encontrada neste estudo, também foi observada no
isolados de Wang et al. (2009), que depositou a sequéncia no GenBank (FJ159444).

Esta mutacdo ndo é descrita com frequéncia por outros autores, mas acredita-se
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gue nao tenha correlacdo com a resisténcia ao fluconazol, pois foi identificada em
isolados sensiveis a este antifungico.

As mutagBes T224C e G263A encontradas em isolados da espécie C.
tropicalis também foram descritas por Vandeputte et al.(2005). Todavia, tal como
neste estudo, ndo estavam relacionadas a isolados resistentes ao fluconazol.
Acredita-se que estas alteracbes no gene CtERG11, ndo influenciam o padrdo de
suscetibilidade da levedura frente ao fluconazol (Tabela 3).

Outro dado analisado neste estudo refere-se ao tipo de mutacdo ocorrida
nos fragmentos de gene ERG11. Observou-se que a maioria das mutacdes
encontradas nos fragmentos era do tipo sinbnima (F105L, D116E, K119N, S137L,
T224C e G263A) (Tabela 3). Apesar da mutacdo sinbnima nado provocar a alteracéo
de aminoacido, acredita-se que estas alteracfes genéticas podem exercer grande
efeito sobre a proteina, como no caso da remocao dos introns para a formacédo do
RNAm (Wang, Cooper, 2007). Estas alteracdes nos nucleotideos, mesmo sem
alterar o aminoacido, podem influenciar na conformacédo estrutural da molécula
(dobramento do RNAm) e, com isto, alterar a estabilidade e a velocidade de
traducdo da molécula (Nackley et al., 2006).

A mutagcdo K128T de sentido trocado, identificada entre os isolados de
Candida albicans, nao influenciou no padrdo de suscetibilidade destes isolados.
Segundo Marichal et al. (1999) e Goldman et al. (2004), algumas mutacées ocorrem
em locais do gene Ergll, sem provocar altera¢des no sitio de ligacdo da droga e,
consequentemente, ndo induzem a resisténcia ao antifungico.

Outro aspecto analisado nas mutacbes ndo sindbnimas foi a disposicéo dos
alelos (homozigose e heterozigose). Nos isolados de C. albicans com este tipo de
mutacdo, verificou-se que a maioria apresentava alelos em heterozigose. A
mudanca de heterozigose para homozigose identificada em nucleotideos do gene
ERG11, pode contribuir com diminuicdo da sensibilidade ao fluconazol (Sasse et al.,
2012). Porém, o papel que estas alteracdes alélicas exercem sobre 0s mecanismos
de resisténcia dos fungos, ainda ndo esta completamente elucidado (Lee et al.,
2004; Wang et al., 2009).

Assim, a investigag&do do polimorfismo em genes envolvidos nos mecanismo
de resisténcia a drogas antifungicas, como o observado no ERG11, € um trabalho
arduo que esta longe de ser completamente concluido, pois existem duvidas

relevantes que precisam ser completamente elucidadas.
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Conclusao

Na investigacdo do perfil de suscetibilidade in vitro ao fluconazol, apesar de
todos os isolados serem sensiveis (CIM < 8 pg/mL), observou-se maior média de
concentracéo inibitéria minima entre os isolados de Candida glabrata. No que tange
ao polimorfismo encontrado nos fragmentos do gene ERG11, identificou-se em
C. albicans as mutac¢des F105L, D116E, K119N, e S137L do tipo sinGnima e K128T
de sentido trocado. Em C. tropicalis foram encontradas as mutacdes T224C e
G263A, sendo estas do tipo sindbnimas. Todavia, na espécie C. glabrata néo foi
observado polimorfismo no fragmento analisado. Ainda observou-se que o
polimorfismo encontrado em fragmentos do gene ERG11 ndo provocaram alteragbes

no padrao de suscetibilidade dos isolados frente ao antifungico fluconazol.
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6. DISCUSSAO

A observacédo de um maior nivel de colonizacdo em transplantados renais e
diabéticos, corrobora com as pesquisas que indicam que pacientes que apresentam
alteracdo da resposta imunologica sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de
infeccdes fungicas.

A espécie de levedura que apresentou maior frequéncia de isolamento entre
todos os grupos de pacientes foi Candida albicans (Tabela 1), o que pode ser
explicado por sua alta capacidade em adaptacdo aos diferentes ambientes do
hospedeiro humano (Zhou, Lorenz 2008; Yan et al., 2009).

Ao se correlacionar a colonizacdo de leveduras na cavidade bucal dos
pacientes, ndo se observou diferenca estatistica quanto ao género, idade, nem
historico pregresso de candidiase.

A andlise da diversidade genética entre os isolados de Candida albicans
(figura 2), a arvore filogenética demonstra a formacédo de 2 grupos populacionais,
sendo que o grupo A é composto pelo maior numero de isolados e onde se
enquadram as linhagens ATCC (44858), Type Strain (CBS562) e os isolados
pertencentes as colegdes da UFPR, USP, UFC, UNICAMP e UNESP, e o grupo B
formado por sete isolados deste estudo e as linhagens da UNIFESP. Apesar de se
observar a formacdo de dois grupos, houve baixa diversidade genética entre os
isolados da presente pesquisa e as linhagens de outras universidades. Além disso,
observou-se que o tipo de paciente ndao contribuiu para a formagdo de grupos
filogenéticos especificos entre os isolados, o que pode ser explicado pela
proximidade geografica dos pacientes investigados, tal como os estudos de Martens
et al. (2007) e Aserse et al. (2012).

Com relacdo ao padrdao de sensibilidade, todos os isolados foram
classificados como sensiveis ao fluconazol (CIM < 8 ug/mL), segundo os padrdes
estipulados pela CLSI (2008), documento M27-A3. Entretanto, observou-se
diferenca nas médias da CIM de fluconazol. Verificou-se que os isolados oriundos
dos individuos que formavam o grupo controle apresentaram a menor média da CIM
e, que os isolados obtidos dos pacientes transplantados renais, apresentaram as
maiores medias. Este dado pode ser explicado pela composicdo do grupo de

paciente controle, formado por individuos saudaveis, que nao apresentavam
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histérico recente de candidiase bucal e, provavelmente, com menor indice de
exposicdo aos antifungicos azoélicos que os pacientes transplantados.

Os resultados da analise de polimorfismo em fragmento do gene ERG11 das
espécies C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, indicaram a presenca de 146
alteracbes mutagénicas, sendo 121 na espécie C. albicans e 25 na espécie C.
tropicalis. Na espécie C. glabrata ndo foi observado polimorfismo nos fragmentos do
gene analisados. As mutacdes do gene foram identificadas como F105L, D116E,
K119N, K128T e S137L na espécie C. albicans e T224C e G263A na espécie C.
tropicalis, (Tabela 3), semelhante a achados de Sanglard et al. (1998), Marichal et al.
(1999), Vandeputte et al.(2005), Xu et al. (2008), Wang et al. (2009) e Carvalho
(2011). Este achado indica que, efetivamente, tais mutacdes ndo sao exclusivas dos
isolados do presente estudo e que, possivelmente, os eventos de polimorfismos no
gene ERG11 segue um padrao.

Nas andlises executadas nesta pesquisa ndo foram observados novos
pontos de polimorfismo no gene ERG11 entre os isolados das espécies C. albicans,
C. tropicalis e C. glabrata. Isto, provavelmente, deve-se ao fato de que neste estudo
nao foi realizada a andlise completa do gene ERG11 que pode variar de 1851 a
2669 pb dependendo da espécie de levedura investigada e, sim, apenas um
fragmento de aproximadamente 480 pb.

Em sintese, os polimorfismos encontrados no gene ERG11, tanto de
isolados C. albicans quanto C. tropicalis, ndo foram significativos a ponto de alterar a
estrutura molecular do sitio de ligacdo do fluconazol na enzima Ergllp. Como

consequéncia, ndo houve decréscimo no padréo de suscetibilidade dos isolados.

7. CONCLUSAO

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos de colonizacdo da cavidade bucal
dos pacientes analisados, foi possivel observar uma frequéncia maior de
colonizagdo entre os pacientes diabéticos, sendo C. albicans a espécie com maior
namero de isolamentos. Isto ocorreu, provavelmente, porque C. albicans faz parte
do grupo de microrganismos comensais que colonizam esta mucosa.

Quando se analisou os dados referentes aos aspectos filogenéticos entre os

isolados, observou-se que as maior diversidade genética foi encontrada no grupo de
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isolados pertencentes a espécie Candida albicans. Os 80 isolados desta espécie
foram divididos em 2 grupos populacionais distintos. Ainda foi constatado que a
fonte do isolamento néo influenciou na variabilidade genética.

Observou-se que o polimorfismo dos isolados deste estudo, pertencentes a
espécie Candida albicans, assemelha-se as linhagens de referéncia e aos isolados
otidos em pesquisas de outras universidades brasileiras.

Na analise referente ao perfil de suscetibilidade in vitro ao fluconazol,
observou-se que todos os isolados eram sensiveis (CIM < 8 pg/mL) a este
antifangico. Todavia, encontrou-se uma maior concentragdo inibitéria minima entre
os isolados pertencentes a espécie Candida glabrata e, verificou-se que a maior
média da CIM foi observada entre os isolados obtidos dos pacientes transplantados
renais.

Os resultados do polimorfismo no gene ERG11 entre os isolados apontaram
146 alteracBes mutagénicas, sendo 121 na espécie C. albicans e 25 na espécie C.
tropicalis. Contudo, nédo foi observado polimorfismo entre os isolados de C. glabrata.
Ainda, verificou-se que a maioria das mutacdes encontradas entre os isolados eram
classificadas como sindbnimas.

As mutacdes encontradas nos fragmentos do gene ERG11 da espécie C.
albicans foram identificadas como F105L, D116E, K119N, e S137L do tipo sinbnima
e a mutacdo K128T de sentido trocado. Ja na espécie C. tropicalis foram
encontradas as mutacdes T224C e G263A, sendo estas do tipo sinbnima. Ainda,
referente a disposicdo dos alelos das mutacGes de sentido trocado (K128T),
observou-se que a maioria dos alelos apresentava-se em heterozigose.

Os polimorfismos encontrados em fragmentos do gene ERG11, dos isolados
clinicos analisados neste estudo, mesmo os classificados como mutacdes de sentido
trocado, ndo foram suficientemente significativos para alterar a conformacéo
estrutural do sitio de ligacdo do fluconazol na enzima Ergllp, o que
consequentemente ndo provocou perda suscetibilidade das linhagens analisadas.

Diante do exposto, 0 estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia a drogas, como o observado no gene ERG11, é de suma importancia,
tendo em vista a escassez de drogas disponiveis para o tratamento e a crescente

perda de suscetibilidade dos microrganismos aos antifingicos.
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Apéndice 2 - Ficha epidemiologica

FICHA EPIDEMIOLOGICA

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DA COLONIZACAO DAS LEVEDURAS DO
GENERO CANDIDA ISOLADOS DA CAVIDADE BUCAL
DE PACIENTE TRANSPLANTADO RENAL E DIABETICO

1) Nome: Prontuéario:
2) ldade:
3) Sexo: () Feminino ( ) Masculino

4) Ja apresentou sintomas de candidiase bucal?
( ) Apenas uma vez

( ) Mais de uma vez

( ) Frequentemente

( ) Nunca apresentou

5) Esta sob uso de antiinflamatorios (corticéides)?
()Nao ()Sim Qual?

6) Esta sob uso de antibioticos?
( )Nao () Sim Qual?

7) Possui alguma doenca crbnica, como diabetes, hepatite ou € paciente
transplantado?
( )Nado ( )Sim Qual?

8) Em caso de diabetes, quanto tempo possui a doen¢a? Anos

9) Em caso de Transplantado renal: Quanto tempo realizou o transplante:

Anos
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Apéndice 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esta pesquisa possui como objetivo fazer um epidemioldgico do nivel de
colonizagéo por leveduras do género Candida na cavidade bucal de pacientes
imunocomprometidos. Esta pesquisa é intitulada de “ESTUDO EPIDEMIOLOGICO
DA COLONIZACAO DAS LEVEDURAS DO GENERO CANDIDA ISOLADOS DA
CAVIDADE BUCAL DE PACIENTES TRANSPLANTADO RENA E DIABETICOS”.

Caso vocé participe da pesquisa, sera coletada saliva de sua cavidade bucal
a coleta de material ndo oferece danos a sua saude. A sua participagdo neste
estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar do estudo ou, se
aceitar participar, retirar seu consentimento a qualquer momento, ainda néo sera lhe
cobrado nenhum valor, sendo este de responsabilidade do pesquisador.

Eu, li o texto
acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo ao qual fui convidado a
participar. Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa.

Assinatura do Paciente ou Responsavel / CPF

Local: Francisco Beltrdo Data / /
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Anexo 1 — Metodologia

Selecédo do grupo de estudo

Nesta pesquisa foram analisadas 120 leveduras do género Candida,
isoladas da saliva de 190 individuos, dos quais 64 eram pacientes diabéticos, 37
transplantados renais e 89 pacientes sem déficit imunoldgico (grupo controle) e 3
linhagens de referéncia de Candida da American Type Culture Collection (ATCC),
das espécies Candida albicans ATCC - 44858, Candida glabrata ATCC - 2001 e
Candida tropicalis ATCC — 28707. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos - CEPEH da Universidade Paranaense
(UNIPAR), sob protocolo 19885. (Apéndice 1)

Entrevista com os pacientes

Antecedendo a coleta do material biolégico foi executada uma entrevista
com os pacientes, preenchendo-se uma ficha epidemiol6gica, que abordava
questdes referentes ao nome, idade e género e perguntava se o paciente ja havia
apresentado sintomas de candidiase bucal. Também foram pesquisadas
informacdes sobre o uso de medicamentos com anti-inflamatorios (corticosteroéides)

ou antibiéticos. O conteido completo desta ficha epidemioldgica esta no apéndice 2.

Coleta das amostras biol6gicas

Antes da coleta das amostras biolégicas, orientaram-se 0s pacientes a nao
ingerirem alimentos, bebidas, fumo ou goma de mascar, por um periodo de uma
hora antecedendo a coleta. Foi recomendado que executassem o bochecho com
agua potavel por cinco segundos, por trés vezes. Em seguida aconselhou-se a néo
deglutirem a saliva por um periodo de trés minutos, de modo a estimular a salivagéo.
Apos estes procedimentos, os pacientes depositaram o conteudo salivar no interior
do tubo devidamente esterilizado e identificado. As amostras que apresentavam alto
grau de viscosidade foram diluidas em soro fisiologico estéril a 0,9%, na propor¢céao
de 1:2 (Navazesh, Kumar, 2008).



89

Isolamento e identificagdo das leveduras

Foram semeados 100 yL do material clinico de cada paciente, por técnica de
contagem de colénia em placas de petri, contendo meio seletivo diferencial
CHROagar® (Becton—Dickinson) e incubado a 25°C por 5 dias. Em seguida, foi feita
a determinacao da unidade formadora de colonia de cada amostra e a identificacéo
presuntiva das espécies por métodos convencionais, como provas bioquimicas de
assimilacdo (auxonograma), fermentacdo de acucares (zimograma), producdo de
tubo germinativo e micromorfologia em agar fub4 suplementado com tween 80
(Kurtzman, Fell, 1998).

Armazenamento das amostras

Para estocagem das leveduras executou-se um repique em Agar Sabouraud
Dextrose (Difco®) por 48 horas. Em seguida as amostras foram semeadas em caldo
de infusdo de cérebro-coracdo (Brain Heart Infusion - BHI, Difco® com 20% de
glicerol, previamente distribuidos em tubos modelo Eppendorf® contendo micangas.
Na sequéncia, incubou-se a 30°C por 48 horas. Apés este periodo os tubos foram
colocados sob refrigeracdo a temperatura de 8°C durante 7 dias. Decorrido este
tempo, armazenou-se as amostras de leveduras em freezer a - 20°C. Para a
revitalizacdo das amostras congeladas, repicaram-se as leveduras em Agar
Sabouraud Dextrose (Difco®) por 24 horas a 35°C (Silva et al., 2008).

Linhagens de referéncia

Para este estudo, juntamente com as leveduras isoladas das amostras
clinicas dos 190 pacientes, foram utilizadas linhagens de referéncia de Candida
da American Type Culture Collection (ATCC), com padrdo conhecido de
suscetibilidade ao fluconazol, das espécies Candida albicans ATCC — 44858 (CIM -
1 yg/mL), Candida glabrata ATCC — 2001(CIM - 4 uyg/mL) e Candida tropicalis ATCC
- 28707(CIM - 2 pg/mL), que serviram como padréo de referéncia para os testes de

determinacdo do concentracao inibitéria minima (CIM) para o antifungico fluconazol.
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Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima ao antifungico fluconazol

A avaliacdo da suscetibilidade das leveduras com determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) ao fluconazol foi realizada utilizando o E-test
(Biomerieux®) em agar Mueller-Hinton (Difco®) suplementado com 2% de glicose e
0,5 ug/mL de azul de metileno, de acordo com o documento M44-A2, do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Os critérios utilizados para classificagdo
dos padrdes de suscetibilidade seguiu o documento M27-A3, no qual as leveduras
do género Candida sao classificadas como suscetiveis ao fluconazol para valores da
CIM igual ou inferior a 8 pug/mL, suscetibilidade dose-dependente para valores de
CIM entre 16 e 32 ug/mL, e resistente quando a concentracédo inibitéria minima que

inibe o crescimento for igual ou superior a 64 ug/mL (CLSI, 2008).

Extracdo de DNA de Candida

O DNA genbmico foi extraido a partir de uma suspensdo de coldnias de
leveduras, contendo aproximadamente 10° células/mL, que foram cultivadas em
meio agar batata-dextrose incubado a 25°C por 5 dias. Aproximadamente 1000 pl
desta suspenséo foi colocado em tubo do tipo Eppendorf de 2mL utilizados para a
extracdo de DNA. A partir deste momento, foi utilizado o protocolo de extracdo do
fabricante do Kit Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio®). Para verificar a
integridade do DNA extraido, executou-se a eletroforese em gel de agarose 0,8%
(p/v em TBE1x), utilizando 5 uL do padréao de peso molecular (DNA do fago A clivado
com a enzima Hind Ill - Invitrogen®), corado com GelRed®. Os resultados foram
registrados em sistema de foto documentacdo com transiluminador de luz
Ultravioleta (UV). O DNA foi quantificado utilizando o equipamento NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific) e posteriormente, quando necessario, foi diluido com &gua

ultrapura para obter uma concentracdo de aproximadamente 10 ng/uL.
Identificagdo molecular das espécies de Candida
Para a identificagdo molecular dos isolados de Candida, foi utilizada a

metodologia de amplificacdo pela reacdo do PCR dos fragmentos da regido ITS

(Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal de cepas de C. albicans, C.
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tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis isoladas de amostras clinicas. Utilizou-se oligonucleotideos iniciadores
(primers) VO9G (De Hoog e Gerrits Van Den Ende, 1998), ITS4 (White e Morrow,
1990), universais para fungos, que amplificam fragmentos do ITS1 e ITS2 da regido
5,8S do DNA ribossomal, como descrito por Knutsen et al. (2007), e os primers LR5
e LRO5 que amplificam fragmentos do gene 28s do rDNA (Vilgalys, Hester, 1990)
(Quadro 1).

Quadro 1 — Sequéncias dos primes utilizados para amplificacdo da regiao ITS1-
5.8S-ITS2 e do gene 28S do DNA ribossomal de leveduras do género Candida.
Primer Sequéncia Referéncia

VoG 5 TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3 Hoog e Gerrits Van den Ende, 1998

ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 White e Morrow, 1990

LROR 5 ACCCGCTGAACTTAAGC & Vilgalys e Hester, 1990

LR5 5 ATCCTGAGGGAAACTTC & Vilgalys e Hester, 1990

Reacéo de PCR para amplificar da regido ITS1-5.8S-ITS2 e gene 28S do rDNA

O produto da extracdo do DNA gendmico foi submetido a amplificacdo pela
reacdo (PCR), onde a concentragcdo dos componentes foi assim definida: Cada
reagao possuia um volume total de 25 uL, que continham deoxinucleotideo trifosfato
— dNTPs (300 mM), tampéao de PCR 1x (Tris-base 20 mM, pH 8.4 e KCI 50 mM), 1,6
mM de MgCI2, primers V9G e ITS4 (quadro 1) (15 pmol de cada), Taqg DNA
polimerase (0,8 U), e DNA (20 ng). A reacgéo foi realizada em Termociclador
(Labnet), de acordo com o protocolo descrito a seguir: uma etapa de desnaturacao
inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a
57°C e 1 minuto a 72°C, e concluindo com uma etapa de extensao final de 5 minutos
a72°C.

Apoés a confirmacao da identificacdo das espécies do género Candida pela
PCR, os 120 isolados mais as 3 linhagens de ATCC foram submetidos a uma nova
amplificagdo utilizando os primers LROR e LR5 (Quadro 1), empregando-se 0s
mesmos componentes de reacdo e as respectivas concentracbes como descrito

acima. A reacao foi realizada em Termociclador (Labnet), de acordo com o protocolo



92

descrito a seguir: uma etapa de desnaturacao inicial de 5 minutos a 95°C, seguido
de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 48°C e 1 minuto a 72°C, e concluindo

com uma etapa de extenséo final de 5 minutos a 72°C.

Reacao de PCR para os fragmentos do gene ERG11

Os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de fragmentos do gene
ERG11 da espécie de levedura Candida albicans foram descritos por Xu et al (2008)
(GB-2503). Os outros primers que foram utilizados neste estudo, para as espécies
de Candida tropicalis (GB-61189833) e Candida glabrata (GB-159461713), foram
obtidos e estdo depositados no GenBank (GB). O primers utilizados neste estudo
amplificam fragmentos de 407 a 482 pares de bases de uma regido do gene ERG11
(Quadro 2).

Quadro 2 — Primers que amplificam fragmentos do gene ERG11 de Candida
albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis.

Regido |Tamanho
Espécie Gene Primer amplificada do
fragmento
C. albicans | 1851 |ERGSeclA (5-TTAGTGTTTTATTGGATTCCTTGGTT-3)|295a 777 | 482 pb
(GenBank-| pb pb
X13296) ERGSecl1B (5-TCTCATTTCATCACCAAATAAAGATC-3)
Xu et al., 2008
C. glabrata | 2669 |CgERGrl1-F:(5° — ACTACAATAACATGTCCACTGA -3’) | 550 a957 | 407 pb
(GenBank- | pb pb
159461713) CgERGr1-R:(5 — GGGTGGTCAAGTGGGAGTAA - 3))
C. tropicalis | 2446 |CtERGrl1-F:(5- TCTTTTGTCAACACAGTAATGGC-3) 500 a 907 | 407 pb
(GenBank- | pb pb
61189833) CtERGr1-R:(5— AACACCTTTACCAAAAACAGGAG-3))

As condicbes da reacdo da PCR de fragmentos do gene ERG 11 foram
assim definidas: Cada reagédo possuia um volume total de 25 pL solugéo, em agua
ultrapura contendo 2,5 uL de tampao 10X para PCR, 1,6 mM de MgCl,, 0,3 mM de
uma mistura de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 20 ng de DNA extraido e 0,8 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen®). Para a determinacao de qual temperatura era a
mais eficiente a ser utilizada na reacdo de amplificacdo, realizou-se um gradiente de
temperatura entre 58°C a 65°C e, para cada espécie, utilizou-se uma temperatura
diferente. A reacdo de amplificacdo para a espécie Candida albicans foi realizada
em Termociclador (Labnet®), de acordo com o protocolo descrito a seguir: uma etapa

de desnaturacao inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a
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95°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C e, concluindo, com uma etapa de extensao
final de 5 minutos a 72°C. A reacdo de amplificacdo para a espécie Candida
tropicalis utilizou o seguinte protocolo: etapa inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de
30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 64°C e 1 minuto a 72°C, e concluindo com
a etapa final de 5 minutos a 72°C. Ja o protocolo utilizado para a espécie Candida
glabrata foi de: etapa inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a
95°C, 1 minuto a 62°C e 1 minuto a 72°C e, concluindo com a etapa final de 5

minutos a 72°C.
Eletroforese

Os produtos resultantes da amplificacdo pela reacdo de PCR foram
aplicados em gel de agarose 1,5% (p/v em TBE1x). A eletroforese foi realizada em
uma cuba horizontal modelo DGV10 (Prolab®), na qual utilizou-se uma voltagem de
(3V/icm), por um periodo de 120 minutos. Foi utilizado o marcador de massa Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen®, California, USA), de 100 bp e corado com GelRed®.
Os resultados foram visualizados em um transiluminador com luz ultravioleta. Para a
foto documentacdo foi utilizado o programa UVP Bio-Imaging Systems (2003

Labworks v4.6 Image Acquisition and analysis software. Upland, EUA).
Purificacdo dos produtos amplificados por PCR

Para purificacdo dos produtos de PCR de uma reacgao de 23 L, foi utilizado
15 ul de acetato de aménia (7,5M) e 74 pL de éalcool etilico PA, em um Eppendorf,
sendo, em seguida, deixado no gelo por 1 hora. ApGs este periodo centrifugou-se o
tubo por 45 minutos a 12000 RPM. Ao final da centrifugacdo descartou-se o
sobrenadante tendo o cuidado de néo pipetar ou ressuspender o pellet. Em seguida
acrescentou-se 100 pL de alcool etilico 70%, centrifugando novamente o Eppendorf
por 10 minutos a 12000 RPM, em seguida descartou o sobrenadante com o cuidado
de nao dissolver o pellet. Apds este procedimento, deixou-se o tubo secando por 12
horas e, em seguida, apds o periodo de secagem o pellet foi ressuspendido com 12

pl de agua MiliQ.
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Sequenciamento de fragmentos das regides ITS1, gene 5.8S, ITS2, gene 28S
do rDNA e fragmentos do gene ERG11

Os produtos das amplificacdes dos produtos do PCR foram sequenciados
pelo método de terminacdo da cadeia segundo Sanger et al. (1977) seguindo o
protocolo do Kit Big Dye (Amersham Biosciences®), o qual estipula a utilizacdo de 50
ng do produto de PCR purificado, 0,25 pM de primer, 2 pl da mistura para
sequenciamento ET (kit: DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE da Amersham Biosciences®) e agua ultrapura para completar o volume
final de 10 ul. As mesmas condi¢des da reacao de sequenciamento foram utilizadas
para todos os primers, com desnaturagao inicial a 94° C por 2 minutos; 35 ciclos de
20 segundos a 94° C, 15 segundos a 50° C e 1 minuto a 60°C. Os produtos da
reacdo de sequenciamento foram purificados com Sephadex” G-50 Fine DNA
Grade, e submetidas a eletroforese em Sequenciador Automatico de DNA modelo

MegaBACE (Amersham Biosciences®).

Andlise Filogenética

As sequéncias obtidas neste estudo, tanto das regides ITS1, gene 5.8S,
ITS2 e gene 28s do rDNA como de fragmentos do gene ERG11 foram alinhadas
com sequéncias de referéncia adquiridas no banco de dados GenBank. Para o
alinhamento e edicdo das sequéncias utilizou-se o programa MEGA 5.1 (Kumar et
al., 2008) e posterior observacédo visual, através do programa BioEdit 7.2.5 (Hall,
2013). Na andlise de maxima verossimilhanca utilizou-se o software GARLI
(http://www.molecularevolution.org) e a inferéncia Bayesiana foi realizada através do
software MrBayes v.3.2.1 (Ronquist et al., 2003). Para verificar a consisténcias dos
nos utilizou-se o procedimento de bootstrap (Felsenstein, 1985) com 2000
reamostragens. Nas andlises fundamentadas em maxima verossimilhanca e
inferéncia Bayesiana, o software ModelTest versédo 3.7 (Posada, Crandall, 1998) foi
utilizado para fazer as comparacbes entre os diferentes modelos evolutivos. Na
analise estatistica foi desenvolvida a comparacdo das médias através de uma
analise de variancia (ANOVA) com uma significancia de 0,05, quando o valor critico
apresentado se mostrou maior que o tabelado confirmou-se as diferencas com o

Teste t.
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Anexo 2 — Relacéo dos isolados de Candida spp identificando a espécie, o local de

isolamento, a origem e o codigo de acesso no GenBank.

GenBank
Linhagem Cadigo Local do isolamento Origem ITS1/ 28S
5.8S/ ITS2

C. albicans CA 2 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361747 KM464557
C. albicans CA 6 PC Boca- paciente controle UFPR KM361748 KM464558
C. albicans CA 9 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361749 KM464559
C. albicans CA_12 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361750 KM464560
C. albicans CA 13 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361751 KM464561
C. albicans CA _107_PC Boca- paciente controle UFPR  KM361805 KM464615
C. albicans CA_108_PC Boca- paciente controle UFPR  KM361806 KM464616
C. albicans CA 110 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361807 KM464617
C. albicans CA 112 PC Boca- paciente controle  UFPR  KM361808 KM464618
C. albicans CA_115 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361809 KM464619
C. albicans CA_116_PC Boca- paciente controle UFPR  KM361810 KM464620
C. albicans CA 118 PC Boca- paciente controle UFPR KM361811 KM464621
C. albicans CA_119 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361812 KM464622
C. albicans CA_120_PC Boca- paciente controle UFPR  KM361813 KM464623
C. albicans CA 121 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361814 KM464624
C. albicans CA 122 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361815 KM464625
C. albicans CA_124 PC Boca- paciente controle UFPR KM361816 KM464626
C. albicans CA_125 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361817 KM464627
C. albicans CA 126 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361818 KM464628
C. albicans CA_135 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361819 KM464629
C. albicans CA_136_PC Boca- paciente controle UFPR  KM361820 KM464630
C. albicans CA 137 _PC Boca- paciente controle UFPR  KM361821 KM464631
C. albicans CA 139 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361822 KM464632
C. albicans CA_140_PC Boca- paciente controle UFPR  KM361823 KM464633
C. albicans CA 141 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361824 KM464634
C. albicans CA 154 PC Boca- paciente controle UFPR  KM361825 KM464635
C. albicans CA_19 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361752 KM464562
C. albicans CA_21 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361753 KM464563
C. albicans CA 22 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361754 KM464564
C. albicans CA_25 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361755 KM464565
C. albicans CA_26 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361756 KM464566
C. albicans CA 28 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361757 KM464567
C. albicans CA 29 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361758 KM464568
C. albicans CA_30_PD Boca- paciente diabético UFPR KM361759 KM464569
C. albicans CA 31 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361760 KM464570
C. albicans CA 32 _PD Boca- paciente diabético UFPR KM361761 KM464571
C. albicans CA_33 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361762 KM464572
C. albicans CA_35 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361763 KM464573
C. albicans CA_38 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361764 KM464574
C. albicans CA_39 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361765 KM464575
C. albicans CA_43_PD Boca- paciente diabético UFPR KM361766 KM464576
C. albicans CA_69 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361782 KM464592
C. albicans CA_70_PD Boca- paciente diabético UFPR KM361783 KM464593
C. albicans CA_71_PD Boca- paciente diabético UFPR KM361784 KM464594
C. albicans CA_72_PD Boca- paciente diabético UFPR KM361785 KM464595
C. albicans CA_73 PD Boca- paciente diabético UFPR KM361786 KM464596



O0O00000 O O O O O O O O O O O O O O 0000000000000000000

. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans

. albicans
. albicans

CA_76_PD
CA_79_PD
CA_81_PD
CA_84_PD
CA_85 _PD
CA_86_PD
CA_87_PD
CA_90_PD
CA_91_PD
CA_92_PD
CA_93 PD
CA_95 PD
CA_96_PD
CA_98_PD
CA_99 PD
CA_100_PD
CA_102_PD
CA_104_PD
CA_46_PT

CA 47 PT
CA 49 PT
CA 51 _PT
CA 52 PT
CA 54 PT
CA 57 _PT
CA 58 PT
CA 59 PT
CA 61 _PT
CA 62_PT
CA 63_PT
CA 66_PT
CA 67 _PT
CA 68 _PT
HCO4IC
ICB945
CA1150
CA70
CA15

LEMI7986E
L8278

Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Vagina
Sangue
Sangue
Peritbnio
Sangue
Sangue

UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

UFPR

USP
UFC

KM361787
KM361788
KM361789
KM361790
KM361791
KM361792
KM361793
KM361794
KM361795
KM361796
KM361797
KM361798
KM361799
KM361800
KM361801
KM361802
KM361803
KM361804
KM361767

KM361768

KM361769

KM361770

KM361771

KM361772

KM361773

KM361774

KM361775

KM361776

KM361777

KM361778

KM361779

KM361780

KM361781

KJ651886

JX463265
AB861482

UNICAMP DQ141236
UNESP KF385990
UNIFESP KC905077
UNIFESP KC408953

96

KM464597
KM464598
KM464599
KM464600
KM464601
KM464602
KM464603
KM464604
KM464605
KM464606
KM464607
KM464608
KM464609
KM464610
KM464611
KM464612
KM464613
KM464614
KM464577

KM464578
KM464579
KM464580
KM464581
KM464582
KM464583
KM464584
KM464585
KM464586
KM464587
KM464588
KM464589
KM464590

KM464591



OO0 000 0000000000000 00000 O 00000 O 000000000000

. albicans

. albicans

. dubliniensis
. dubliniensis
. dubliniensis
. dubliniensis
. tropicalis

. tropicalis

. tropicalis

. tropicalis

. tropicalis

. tropicalis

. tropicalis

. tropicalis
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata

. glabrata

. glabrata

. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis

CBS562
44858
CD_114 PC
CD_117_PC
CD_127_PC
CD_75_PD
CT_40_PD
CT_42_PD
CT_77_PD
CT_105_PD
CT_106_PD
CT 55 PT

CT_65_PT

28707
CG_113_PC
CG_123_PC
CG_78 PD
CG_45_PT

CG_48 PT

2001
CP_8_PC

CP_11_PC
CP_14 _PC
CP_109 PC
CP_133 PC
CP_138 PC
CP_18 PD
CP_20_PD
CP_24 _PD
CP_34_PD
CP_36_PD
CP_41_PD
CP_44_PD
CP_83 PD
CP_88_PD
CP_89 _PD
CP 56 _PT

. metapsilosis CM_74 PD
. metapsilosis CM_82_PD
. metapsilosis CM_64_PT

. orthopsilosis CO_80_PD
. orthopsilosis CO_134 PT

Pele
Lingua de papagaio
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Urina
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente diabético
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente
transplantado
Fezes
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente controle
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente diabético
Boca- paciente diabético
Boca- paciente
transplantado
Boca- paciente diabético
Boca- paciente
transplantado

CBS
ATCC
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR

UFPR

ATCC
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR

UFPR

ATCC
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR
UFPR

UFPR
UFPR
UFPR

UFPR
UFPR

NR125332
KM361826
KM361864
KM361865
KM361866
KM361863
KM361827
KM361828
KM361831
KM361832
KM361833
KM361829

KM361830

KM361834
KM361860
KM361861
KM361859
KM361857

KM361858

JQO70075
KM361840
KM361841
KM361842
KM361854
KM361855
KM361856
KM361843
KM361844
KM361845
KM361846
KM361847
KM361848
KM361849
KM361851
KM361852
KM361853
KM361850

KM361836
KM361837
KM361835

KM361838
KM361839

97

KM464636
KM464638
KM464639
KM464640
KM464637
KM464647
KM464648
KM464651
KM464652
KM464653
KM464649

KM464650

KM464654
KM464644
KM464645
KM464643
KM464641

KM464642

KM464646
KM464655
KM464656
KM464657
KM464669
KM464670
KM464671
KM464658
KM464659
KM464660
KM464661
KM464662
KM464663
KM464664
KM464666
KM464667
KM464668
KM464665

KM464673
KM464674
KM464672

KM464675
KM464676




