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Thomaz DY. Complexo Candida parapsilosis: identificacdo molecular das espécies,
anélise protedmica dos biofilmes por MALDI-TOF MS e investigacdo de um surto
envolvendo isolados clinicos resistentes aos azolicos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2018.

INTRODUCAO: A frequéncia de Candida parapsilosis tem apresentado consideréavel
aumento em UTIs neonatais. Embora a taxa de resisténcia dessa espécie aos azolicos
seja baixa, recentemente tém sido relatados surtos de candidemia por isolados
resistentes. A capacidade de adesdo e formacdo de biofilme por essa espécie confere
maior potencial patogénico e resisténcia aos antifingicos. Portanto, a vigilancia
epidemioldgica, tanto da resisténcia aos antifungicos como da viruléncia dos isolados, é
fundamental para o controle e prevencdo das infeccBes e surtos hospitalares. A técnica
de MALDI-TOF MS pode ser uma ferramenta Util para realizar anélises protedbmicas
das células planctbnicas e sésseis de Candida parapsilosis, e identificar possiveis alvos
terapéuticos ou biomarcadores, especificos do biofilme. METODOS: Isolados clinicos
do complexo Candida parapsilosis de dois hospitais universitarios publicos brasileiros,
foram submetidos a identificagdo por RAPD, RFLP e MALDI-TOF MS e aos testes de
suscetibilidade aos antifngicos. Ensaios de formacéo de biofilme foram realizados para
quantificar a biomassa, a atividade metabolica e ainda, avaliar atividade in vitro dos
antifangicos contra as células sésseis dos isolados com alta formacdo de biofilme. A
analise protebmica por MALDI-TOF MS das células planctonicas e sésseis dos isolados
com alta formagdo de biofilme, foi realizada nas plataformas VITEK-MS™ ¢
Microflex™, Isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) foram genotipados por
PFGE e andlise de microssatélites. Os gendtipos foram correlacionados com dados
clinicos, para investigar a ocorréncia de um surto em CTI adulto, e as sequéncias do
gene ERG11 dos isolados ndo suscetiveis aos azolicos (NSA) foram analisadas.
RESULTADOS: Foram obtidos 38 isolados do complexo Candida parapsilosis, sendo
Candida parapsilosis (sensu stricto) a espécie de maior frequéncia, superando 80% em
ambos os hospitais, seguida de C. orthopsilosis e C. metapsilosis. Embora todos os
isolados tenham sido suscetiveis a anfotericina B (< 2 mg/L) e apresentado
suscetibilidade intermediaria a anidulafungina, caspofungina e micafungina (> 0,002
mg/L), elevada frequéncia de ndo suscetibilidade (resisténcia ou suscetibilidade

intermediaria) ao fluconazol e voriconazol foi observada entre isolados de um dos



hospitais. Alta formacéo de biofilme foi observada apenas entre os isolados da espécie
Candida parapsilosis (sensu stricto). Por outro lado, a maioria dos isolados NSA,
apresentou baixa formacdo de biofilme e baixa atividade metabdlica. Apenas
anfotericina B apresentou atividade contra os biofilmes de Candida parapsilosis. As
duas plataformas de MALDI-TOF MS conseguiram diferenciar os perfis protedbmicos
das celulas planctonicas e sesseis dos isolados. A genotipagem de Candida parapsilosis
(sensu stricto) revelou a persisténcia de isolados clonais NSA e a mutacdo A395T no
gene ERG11 foi identificada exclusivamente entre os isolados resistentes ao azélicos. O
uso de corticosteroide foi associado, estatisticamente, com a ocorréncia de isolados
clonais NSA. CONCLUSOES: Candida parapsilosis (sensu stricto) se mantém como a
principal espécie do complexo em infeccBes sanguineas. Isolados resistentes aos
azélicos, com mutacdes no gene ERG11, ocorreram nos dois hospitais avaliados. A
correlacdo dos genétipos com os dados clinicos evidenciou a ocorréncia de um surto
envolvendo isolados clonais NSA, com associagdo estatisticamente significativa, ao uso
prévio de corticosteroides. Candida parapsilosis (sensu stricto) foi a Unica espécie que
apresentou alta formacdo de biofilme, o qual demonstrou elevada resisténcia as
equinocandinas. As duas plataformas de MALDI-TOF MS, diferenciaram os perfis
protebmicos, das células planctonicas e sésseis de Candida parapsilosis, demonstrando
o0 potencial emprego dessa tecnologia na identificacdo de possiveis alvos terapéuticos ou

biomarcadores, especificos de biofilmes.

Descritores:  micologia; candidemia; Candida parapsilosis;  antifingicos;
farmacorresisténcia fungica; biofilme; biologia molecular; técnicas de genotipagem;

mutacdo; espectrometria de massas.
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INTRODUCTION: The frequency of Candida parapsilosis isolates has increased
considerably in neonatal ICUs. Although resistance to azoles is usually low in this
species, candidemia outbreaks by resistant isolates have been recently reported. The
ability of adhesion and biofilm formation by this species confers higher pathogenic
potential and resistance to antifungal agents. Therefore, establishment of profiles of
antifungal susceptibility and virulence, besides the epidemiological surveillance of C.
parapsilosis isolates are essential for the control and prevention of nosocomial
infections and outbreaks. The MALDI-TOF MS technique can be a useful tool to
perform proteomic analyzes of the planktonic and sessile cells of Candida parapsilosis,
identifying possible biofilm-specific therapeutic targets or biomarkers. METHODS:
Candida parapsilosis clinical isolates from two Brazilian public university hospitals
were identified by RAPD, RFLP and MALDI-TOF MS and submitted to antifungal
susceptibility tests. Biofilm formation assays were carried out to quantify the biomass
and metabolic activity, and to evaluate the in vitro activity of antifungal drugs against
the sessile cells of the isolates with high biofilm formation. Proteomic analysis of the
planktonic and sessile cells of the isolates with high biofilm formation was performed in
two MALDI-TOF MS platforms, VITEK-MS™ and Microflex™. Candida parapsilosis
(sensu stricto) isolates were genotyped by PFGE and microsatellite analysis. The
genotypes were correlated with clinical data to investigate the occurrence of an outbreak
in the adult ICU and ERG11 gene sequences from non-susceptible to azoles (NSA)
isolates were also analyzed. RESULTS: 38 clinical isolates of the Candida parapsilosis
complex were obtained, with Candida parapsilosis (sensu stricto) being the most
frequent species (exceeding 80% in both hospitals), followed by C. orthopsilosis and C.
metapsilosis. Although all isolates were susceptible to amphotericin B (< 2 mg/L) and
showed intermediate susceptibility to anidulafungin, caspofungin e micafungin (> 0,002
mg/L), high frequency of non-susceptibility (resistance or intermediate susceptibility) to
fluconazole and voriconazole was observed among isolates from one of the hospitals.

High biofilm formation was only observed among isolates of the Candida parapsilosis



(sensu stricto) species. On the other hand, most of the NSA isolates presented low
biofilm formation and low metabolic activity. Only amphotericin B showed activity
against Candida parapsilosis biofilms. The two MALDI-TOF MS platforms were able
to differentiate the proteomic profiles of planktonic and sessile cells of isolates.
Candida parapsilosis (sensu stricto) genotyping revealed the persistence of clonal NSA
isolates. The A395T mutation in the ERG11 gene was identified exclusively among
azole resistant isolates. The use of corticosteroid was statistically associated with the
occurrence of clonal NSA isolates. CONCLUSIONS: Candida parapsilosis (sensu
stricto) remains the main species of the complex in bloodstream infections. Azole-
resistant isolates with mutations in the ERG11 gene are emerging in the two hospitals
evaluated. Additionally, the correlation between the genotypes and the clinical data
showed the occurrence of an outbreak involving isolates resistant to azoles, with a
statistically significant association with previous use of corticosteroids. Candida
parapsilosis (sensu stricto) was the only species that presented high biofilm formation
and resistance against echinocandins. The two MALDI-TOF MS platforms
differentiated the proteomic profiles of the planktonic and sessile cells of Candida
parapsilosis, demonstrating the potential use of this technology to identify possible

biofilm-specific therapeutic targets or biomarkers.

Descriptors: mycology; candidemia; Candida parapsilosis; antifungal agents;
antifungal drug resistance; biofilm; molecular biology; genotyping techniques;

mutation; mass spectrometry.



1 INTRODUCAO

A epidemiologia das infec¢gdes fungicas sofreu grandes alteragbes nas ultimas
décadas, contudo, Candida permanece como um dos principais patdgenos responsaveis
por doengas graves em pacientes criticos (Bongomin et al., 2017). Candidiase invasiva é
um problema emergente em todo o mundo devido a implementacdo de terapias
imunossupressoras agressivas (por exemplo, quimioterapia e transplantes), advento de
novos farmacos imunomoduladores, aumento do uso de dispositivos invasivos, como
cateter venoso central (CVC) e, ainda, cirugias abdominais de grande porte e uso de
antibidticos de amplo espectro (Enoch et al., 2017).

A taxa de mortalidade, o tempo de internacdo e 0s custos associados as infec¢des
por Candida spp., estdo entre os mais elevados dos episodios de infec¢Ges relacionadas
a assisténcia a salde (IRAS). Além disso, a emergéncia de isolados multirresistentes
(duas ou mais classes de antifungicos) reforca a importdncia da vigilancia
epidemioldgica dessas infeccdes (Pfaller e Castanheira, 2016; Pappas et al., 2018).

Aproximadamente 700 mil casos de candidiase invasiva, principalmente
candidemia, foram estimados recentemente em uma analise global de infec¢des flngicas
que, entretanto, ndo incluiu China, India e EUA (Bongomin et al., 2017). No Brasil, a
prevaléncia de candidemia, com cerca de 29 mil casos por ano, foi a segunda maior
entre 39 paises, atras apenas do Paquistdo (Giacomazzi et al., 2016; Bongomin et al.,
2017). A incidéncia brasileira dessa infecgdo tem aumentado acentuadamente nas duas

ultimas décadas, como consequéncia das mudancas nas caracteristicas clinicas dos



pacientes e do limitado nimero de agentes antifungicos disponiveis (Nucci, Queiroz-
Telles, et al., 2013).

A maior parte dos casos ocorre em unidades de terapia intensiva (UTI), com
incidéncia de 5 a 10 vezes mais elevada, quando comparada as demais unidades
hospitalares (Oud, 2016; Pappas et al., 2016). Taxas de mortalidade superiores a 40%
tém sido associadas a essas infecdes, mesmo apos a introducdo de novos agentes
antifangicos (Antinori et al., 2016).

A infeccdo de corrente sanguinea relacionada ao cateter € uma das infeccOes
nosocomiais mais frequentes, com elevadas taxas de morbidade e mortalidade
associadas (Bouza et al., 2014). Candida spp. sdo responsaveis por cerca de 9% dos
episddios dessas infeccbes na UTI, sendo o terceiro ou quarto agente mais
frequentemente isolado (Bouza et al., 2014; Candel et al., 2018).

Espécies de Candida aderem avidamente aos materiais utilizados na fabricacdo de
CVC, tornando-o uma fonte potencial de infeccdo e, consequentemente, um importante
fator de risco para candidemia (Giri e Kindo, 2012). A manipula¢do inadequada dos
dispositivos médicos pelos profissionais de salde possibilita a infeccdo dos pacientes
por isolados exdgenos (Guinea, 2014).

O género Candida contém cerca de 300 espécies, das quais ao menos 30 causam
doengas em humanos (Turner e Butler, 2014; Criseo et al., 2015; Pfaller e Castanheira,
2016). Entretanto, mais de 90% das infec¢fes invasivas sdo causadas por cinco espécies
principais: Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, e C. krusei
(Kohler et al., 2017; Pappas et al., 2018; Richardson et al., 2018).

A ordem de distribuicdo dessas espécies pode variar de acordo com a localizagao

geografica e o grupo de risco atingido (Peméan e Quindés, 2016; Pfaller e Castanheira,



2016; Pappas et al., 2018). Candida albicans tem sido a espécie mais frequentemente
isolada dos episodios de candidemia, entretanto, nos ultimos anos, espécies de Candida
ndo-albicans (CNA) tornaram-se relevantes (Lamoth et al., 2018; Pappas et al., 2018).
Dentre essas, estdo as leveduras do complexo C. parapsilosis, ou denominadas C.
parapsilosis (sensu lato), cuja frequéncia teve grande aumento nas Ultimas décadas
(Guinea, 2014).

Trés grandes programas de vigilancia de base populacional, um mundial e dois
norte-americanos (SENTRY, PATH, CDC), apresentaram a seguinte distribuicdo: C.
albicans > C. glabrata > C. parapsilosis > C. tropicalis > C. krusei (Pfaller et al., 2011,
Cleveland et al., 2012; Pfaller et al., 2012), enquanto no programa de vigilancia
brasileiro (BrSCOPE), C. glabrata apresentou menor frequéncia: C. albicans > C.
parapsilosis > C. tropicalis > C. glabrata > C. krusei (Doi et al., 2016). Embora C.
albicans tenha sido o principal agente de candidemia, as CNA representaram mais da
metade dos isolados em ambos os estudos, contrapondo-se aos resultados divulgados
anteriormente pelos programas SCOPE e ARTEMIS DISK (Wisplinghoff et al., 2004;
Pfaller et al., 2010). As diferencas encontradas na proporcao de episédios causados por
C. glabrata e C. parapsilosis, podem ser consequéncia do impacto climatico, e de
diferentes condutas terapéuticas e cuidados com CVC (Guinea, 2014).

Candida parapsilosis tem sido o principal agente causador de candidemia em
alguns centros médicos dos EUA, Europa, Asia e da América Latina, dentre os quais 0
Brasil, principalmente em UTIs neonatais (Bassetti et al., 2013; Nucci, Queiroz-Telles,
et al., 2013; Marcos-Zambrano, Escribano, Sanchez, et al., 2014; Pfaller et al., 2014;
Chan et al., 2015; Caggiano et al., 2017; Da Matta et al., 2017; Mantadakis et al.,

2018).



Essa levedura é considerada comensal de pele, unha e mucosas de seres humanos e
de mamiferos, e também ubiqua na natureza, por ser facilmente isolada de solo, plantas
e dgua do mar (Van Asbeck et al., 2009). Foi identificada, pela primeira vez, como um
agente patogénico em 1940, ao causar uma endocardite fatal em um usuario de drogas
intravenosas (Joachim e Polayes, 1940; Trofa et al., 2008; Silva et al., 2012).

Manifestacdes clinicas de C. parapsilosis incluem: endocardite, meningite,
peritonite, artrite, endoftalmite, ceratite, otomicose, onicomicose, vulvovaginite e
infeccdo do trato urinario (Van Asbeck et al., 2009; Singaravelu et al., 2014). O
acometimento do sistema nervoso central (SNC) por Candida spp. pode ser decorrente
da disseminacdo da infeccdo, e eleva as taxas de mortalidade para aproximadamente
90% (Goralska et al., 2018). O maior numero de casos de candidiase do SNC tem sido
observado em criancas e neonatos (Katragkou et al., 2017). Candida parapsilosis
merece atencdo, devido ao aumento de sua frequéncia nesta populacdo (Trofa et al.,
2008).

Com o advento das técnicas moleculares em estudos taxonémicos, foi demonstrada
a heterogeneidade genética entre os isolados de C. parapsilosis, pelo sequenciamento da
regido Internally Transcribed Spacer (ITS) (Lin et al., 1995); esta heterogeneidade foi
entdo confirmada, pelo polimorfismo apresentado apés restricdo enzimatica de seus
DNA totais, indicando que esta espécie consistia em trés grupos de variantes: grupo |,
grupo Il e grupo Il (Roy e Meyer, 1998). Posteriormente, a analise de Multilocus
Sequence Typing (MLST) evidenciou diferencas genotipicas suficientes para a defini¢do
de novas espécies: Candida parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis, C.
metapsilosis, correspondentes aos grupos I, Il e Il, respectivamente (Tavanti et al.,

2005).



Devido a insuficiéncia das técnicas micologicas tradicionais para distinguir com
precisdo as espécies cripticas pertencentes a esse complexo, métodos moleculares tém
sido utilizados (Criseo et al., 2015). Entre eles, estdo as técnicas de Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) e de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP),
descritos por Tavanti et al. (2005). A técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) também tem sido
empregada para a identificacdo de C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis e C.
metapsilosis, mas o seu desempenho varia de acordo com a plataforma e versdo do
software utilizadas (Chao et al., 2014; Nobrega De Almeida Junior et al., 2014; Zhao et
al., 2017).

Candida parapsilosis (sensu stricto) € isolada de espécimes clinicos, com maior
frequéncia, e apenas cerca de 10% dos isolados sao representados por C. orthopsilosis e
C. metapsilosis. Diferencas na suscetibilidade aos antifingicos e capacidade de
formacdo de biofilme tém sido observadas entre as trés espécies (Trofa et al., 2008;
Nosek et al., 2009).

As infeccdes por C. parapsilosis tém sido atribuidas ao uso prolongado de cateteres
e outros dispositivos invasivos. Enquanto a doenca invasiva por C. albicans e C.
tropicalis ocorre por transmissao vertical, normalmente precedida de colonizagéo, C.
parapsilosis € frequentemente transmitida horizontalmente, por fontes externas
contaminadas, como as maos dos profissionais de saude, fluidos, cateteres e outros
dispositivos (Trofa et al., 2008; Singaravelu et al., 2014).

Diversos estudos de tipagem molecular tém demonstrado surtos hospitalares de
infeccdo por C. parapsilosis por transmissdo horizontal, ao evidenciar a similaridade

genética entre os isolados clinicos e os isolados das méos dos profissionais de satde



(Huang et al., 1999; Barchiesi et al., 2004; Van Asbeck et al., 2007; Hernandez-Castro
et al.,, 2010; Chow et al., 2012). Falhas nos programas de prevencdo e controle de
infeccdo, como a desinfeccdo ambiental e higienizacdo das maos inadequadas, podem
ser a principal razéo para a ocorréncia desses episédios em condi¢fes nosocomiais (Guo
etal., 2015; Qi et al., 2018).

Embora o surgimento de surtos causados por C. parapsilosis ndo seja recente,
informacdes sobre o perfil de suscetibilidade aos antifingicos dos isolados sdo relatadas
apenas em alguns estudos (Wang, Zhang, et al., 2016; Benedict et al., 2017).

Isolados de Candida spp. resistentes aos antifngicos ndo sao comuns, mas tém
sido cada vez mais identificados em todo o mundo (Arendrup, 2014; Perlin et al., 2015;
Da Matta et al., 2017; Lamoth et al., 2018). Diante disso, os mecanismos de resisténcia,
como a alteracdo ou superexpressdo do alvo do farmaco, aumento da expressdo de
bombas de efluxo e ativacdo da resposta ao estresse, tém sido investigados entre esses
isolados (Castanheira et al., 2016; Wiederhold, 2017; Revie et al., 2018).

Isolados do complexo C. parapsilosis resistentes ndo sdo comuns (0-4,6% para
fluconazol), mas o uso prolongado ou profilatico de antifingicos possibilita o
surgimento de resisténcia (Trofa et al., 2008; Goncalves et al., 2016). Ao aplicar os
novos valores de ponto de corte espécie-especificos para fluconazol (FLC), propostos
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o grupo multicéntrico
FUNGEMYCA, observou na Espanha, 0 aumento da taxa de resisténcia para 5,5% e
0,3% em C. parapsilosis (sensu stricto) e C. orthopsilosis, respectivamente (Canton et
al., 2011).

O numero de casos de candidemia devido a isolados de C. parapsilosis resistentes

ao FLC tem aumentado nos ultimos anos (Gongalves et al., 2016). A incidéncia mundial



de infecgdes causadas por C. parapsilosis resistente ao FLC, tem variado de 2 a 5%
(Whaley et al., 2016). E recentemente, a analise de uma colecdo global de leveduras,
detectou a resisténcia ao FLC em 3,8% dos isolados de C. parapsilosis, superando C.
albicans e C. tropicalis (Castanheira et al., 2017).

As recentes mudancas epidemioldgicas na distribuicdo das espécies de Candida
aumentaram o numero de isolados resistentes ao FLC, incluindo C. parapsilosis,
associados a candidemia em pacientes com neoplasias hematoldgicas, na Europa e EUA
(Gamaletsou et al., 2018). Em isolados de C. parapsilosis, a resisténcia ao FLC pode
envolver a combinacdo de varios mecanismos moleculares, como a superexpressao ou
mutacdo do gene ERG11, e superexpressdo de genes que codificam bombas de efluxo
(Souza et al., 2015).

No Brasil, estudos recentes demonstraram o surgimento de isolados de C.
parapsilosis (sensu stricto) e C. orthopsilosis, com diminui¢do da suscetibilidade ao
FLC (Da Costa et al., 2014; Giacobino et al., 2016; Alencar et al., 2017). E o primeiro
surto de candidemia causado por isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) resistentes a
esse azolico, foi descrito no pais (Pinhati et al., 2016). Além disso, o tratamento
antifungico inadequado pode aumentar o tempo de hospitalizacdo e os custos associados
(Arnold et al., 2010). Portanto, diferencas na suscetibilidade antifungica das espécies do
complexo C. parapsilosis enfatizam a importancia e a necessidade da vigilancia
epidemioldgica, e da determinacdo do perfil de suscetibilidade aos antifingicos desses
isolados, para direcionar a terapia mais adequada (Canton et al., 2011).

Embora as equinocandinas [anidulafungina (ANF), caspofungina (CAF) e
micafungina (MIF)] apresentem potente atividade antiflngica, tdo eficaz quanto

anfotericina B (ANB) e com menos toxicidade, a concentragéo inibitoria minima (CIM)



para C. parapsilosis e C. guilliermondii € maior do que para outras espéecies de Candida
(Arendrup, 2013). No entanto, mesmo com CIM elevada, ficou demonstrada sua
atividade in vitro e in vivo contra C. parapsilosis (Trofa et al., 2008; Pammi et al.,
2013). Por outro lado, a maior incidéncia de episédios de candidemia persistentes
causada por C. parapsilosis, em pacientes usando equinocandinas pode ser explicada
pela atividade fungistatica e ndo fungicida desses agentes antifingicos contra esta
espécie (Gongalves et al., 2016).

Acredita-se que alteracBes na subunidade FKS1 do complexo glucano-sintase
justifiguem essas CIM elevadas para as equinocandinas (Van Asbeck et al., 2009). Foi
observada a substituicdo de uma alanina por uma prolina, na posi¢do 660 em Fksl do
complexo C. parapsilosis, resultante de um polimorfismo de ocorréncia natural (Garcia-
Effron et al., 2008). Contudo, até mesmo entre os isolados invasivos de C. parapsilosis,
a taxa de resisténcia as equinocandinas é muito baixa (Chow et al., 2012; Wang, Xu, et
al., 2016).

Equinocandinas tém sido recomendadas como terapia inicial de candidiase invasiva
em pacientes criticamente doentes, sendo FLC um farmaco alternativo para pacientes
clinicamente estaveis (De Rosa et al., 2014; Bassetti et al., 2016; Pappas et al., 2016;
Oleary et al., 2017). No entanto, nos paises em desenvolvimento, FLC tem sido
frequentemente utilizado como antifungico de primeira escolha, provavelmente devido
ao seu menor custo em relacdo as equinocandinas (Nucci, Queiroz-Telles, et al., 2013;
Nucci, Thompson-Moya, et al., 2013). Apesar de ja estarem disponiveis, estas ainda sao
pouco utilizadas nos casos de candidemia na América Latina (Da Matta et al., 2017).

Muitos micro-organismos crescem predominantemente na forma de biofilme,

caracterizado por uma comunidade microbiana envolvida por uma matriz extracelular, e



frequentemente aderida a superficies solidas (bidticas e abioticas), favorecendo a
sobrevivéncia, inclusive em dispositivos médicos (Nobile e Johnson, 2015; Silva et al.,
2017; Ifnigo e Del Pozo, 2018). Estas comunidades microbianas sdo praticamente
ubiquas, sendo observadas em condi¢des experimentais, e naturais, como em interfaces
liquido-ar (Nobile e Johnson, 2015; Del Pozo, 2018).

Estima-se que o biofilme esteja envolvido em 60-80% das infeccdes microbianas
em humanos (Sardi et al., 2014; Ifigo e Del Pozo, 2018; Lohse et al., 2018). Numerosas
doencas infecciosas persistentes e/ou causadas pelo uso de dispositivos médicos, em
ambientes hospitalares, tém sido atribuidas ao biofilme, ap6s o seu reconhecimento na
década de 80 (Sardi et al., 2014). Estima-se gque até 80% de todos 0s micro-organismos
crescam como comunidades sésseis aderidas a uma superficie (Silva et al., 2012; Polke
et al., 2015). As infeccGes por biofilme tém sido associadas a mais de 50% dos cateteres
implantados, mesmo com admistracdo de altas doses de antifungicos e remocdo do
dispositivo colonizado (Nobile e Johnson, 2015).

O biofilme pode ser definido como uma estrutura tridimensional complexa,
formada por uma comunidade microbiana multicelular, embebida em uma matriz
extracelular polissacaridica (Sardi et al., 2014). Sua arquitetura pode ser visualizada in
situ, por meio da microscopia eletrénica de varredura e da microscopia confocal de
varredura a laser (Pires et al., 2011; Lohse et al., 2018).

A formacdo do biofilme de Candida spp. envolve quatro estdgios: adesao,
proliferacdo, maturacdo e disperséo (Ifiigo e Del Pozo, 2018; Lohse et al., 2018). Apds
cerca de 24 horas, em condicbes experimentais in vitro, o biofilme maduro é
caracterizado por uma estrutura multicelular, envolvida por uma matriz extracelular,

composta de proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos (Lohse et al., 2018).
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Essa matriz confere protecdo aos organismos sesseis contra a resposta imune do
hospedeiro, desidratacdo, radiacdo ultravioleta, e agentes desinfetantes (Sardi et al.,
2014; Chandra e Mukherjee, 2015).

Dentre os fungos oportunistas de ambientes hospitalares, C. albicans e C.
parapsilosis sdo as especies que formam biofilmes mais robustos e com maior
frequéncia (Bouza et al., 2014; Larkin et al., 2018). Enquanto o biofilme formado por
C. albicans é mais complexo, por apresentar hifas verdadeiras, no de C. parapsilosis
observa-se apenas pseudo-hifas (Trofa et al., 2008; Lohse et al., 2018). Além da espécie
e do isolado, a formacdo e a manutencdo do biofilme também sdo influenciadas pela
composicao quimica da superficie sobre a qual ele € estabelecido (Cuéllar-Cruz, Lopez-
Romero, et al., 2012; Ifiigo e Del Pozo, 2018).

Candida parapsilosis apresenta maior afinidade por material protético do que C.
albicans, principalmente na presenca de alto teor de glicose e lipideos, justificando sua
maior associacdo com a nutricdo parenteral (NP) (Chow et al., 2012). Portanto, a
presenca de cateter vascular e a administragdo de NP s&o os principais fatores de risco
para infeccdo por C. parapsilosis, por predisporem a formacdo de biofilme no cateter
(Pammi et al., 2013). Além disso, a NP pode aumentar em até 40% 0 peso seco do
biofilme formado por esta espécie (Kuhn et al., 2004).

O biofilme de C. parapsilosis permanece vidvel por pelo menos quatro semanas
sobre superficies plasticas, possibilitando a colonizacdo de dispositivos médicos e a
ocorréncia de surtos nosocomiais (Kuhn et al., 2004; Singaravelu et al., 2014; Welsh et
al., 2017). A formacdo de biofilme por essa espécie resulta em infecgdes frequentemente
relacionadas ao uso de cateter, e com suscetibilidade diminuida aos antifingicos

(Guinea, 2014; Sanguinetti e Posteraro, 2016).



11

Maiores taxas de mortalidade tém sido associadas a isolados formadores de
biofilme, em comparacdo com isolados ndo formadores (Silva et al., 2012; Tumbarello
et al., 2012; Rajendran et al., 2016), assim como a célula desprendida do biofilme, do
que ao micro-organismo planctonico (Uppuluri et al., 2010). Tais observacdes indicam a
formacgdo de biofilme como um importante e independente preditor de mortalidade
(Cuéllar-Cruz, Lopez-Romero, et al., 2012; Rajendran et al., 2016).

De fato, a capacidade de formacao de biofilme representa um dos principais fatores
de viruléncia associados as infecgdes por C. albicans (Pierce et al., 2017).
Recentemente, isolados de C. parapsilosis com alta ou moderada formacao de biofilme,
foram associados a elevadas taxas de mortalidade em pacientes com candidemia
(Soldini et al., 2018).

A coloracdo com cristal violeta e a reacdo de reducdo do sal de tetrazdlio XTT [2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-(phenylamino)-carbonyl-2H-tetrazolium
hydroxide)] sdo os ensaios colorimétricos mais comuns, para mensurar a formagéo e a
atividade metabolica do biofilme, respectivamente (Lohse et al., 2018). Os principais
modelos in vitro sdo realizados em placas de microtitulacdo (Bouza et al., 2014), e
valores de cut-off foram propostos para distinguir isolados de Candida spp. em relacéo a
capacidade de formacdo e a atividade metabdlica do biofilme (Marcos-Zambrano,
Escribano, Bouza, et al., 2014).

Os biofilmes de Candida spp. exibem o fenétipo de resisténcia intrinseca contra
antifangicos convencionais (azois e polienos) devido a um processo complexo e
multifatorial que inclui reducdo da taxa de crescimento, limitacdo de nutrientes,
producdo de matriz extracelular, superexpressdo de esteréis e bomba de efluxo na

membrana das células sésseis, alta densidade celular e presenca de células persistentes
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(Silva et al., 2017; Ifigo e Del Pozo, 2018; Kean et al., 2018). No entanto, o grau de
resisténcia do biofilme a ANB é menor do que aos azélicos (Taff et al., 2013).

Durante o inicio da formacao do biofilme, apds a adeséo, foi descrito o aumento da
expressao dos genes de bombas de efluxo CDR1, CDR2, MDR1 e FLU1, que estdo
relacionados a resisténcia ao FLC; a hiper-regulacdo de genes da sintese de ergosterol
durante a formacéo, ou o reduzido teor de ergosterol apresentado nas fases tardias do
desenvolvimento, também contribuem para a resisténcia aos poliénicos (Polke et al.,
2015). E mesmo em concentracdes elevadas e em combinacdo com CAF, os azolicos
apresentaram pouco efeito contra os biofilmes de Candida spp. (Bouza et al., 2014).

Em relacdo as equinocandinas, as CIM para as células sésseis sdo elevadas, mesmo
qguando as células planctonicas de Candida spp. sdo suscetiveis. Enquanto ANF
apresentou maior atividade do que ANB contra biofilmes de C. albicans, depois de 24h
de maturacdo, ANB teve maior atividade sobre o biofilme maduro de mais de 48h
(Bouza et al., 2014).

A matriz extracelular do biofilme de C. parapsilosis apresenta uma grande
quantidade de carboidratos e baixo teor de proteinas (Silva, S. et al., 2009), enquanto a
de C. albicans é rica em proteinas (Chow et al., 2012). Além de funcionar como uma
barreira fisica, essa estrutura apresenta em sua composicdo, 1,3-p-D-glucana que ao
ligar-se aos antifingicos, dificulta a difusdo dos mesmos dentro do biofilme (Polke et
al., 2015; Lohse et al., 2018).

A diminuicdo da producdo de matriz extracelular pelas equinocandinas ao inibir a
sintese de 1,3-B-D-glucana (Larkin et al., 2018), assim como os relatos de suas eficcias

in vitro e in vivo contra infec¢Bes relacionadas ao cateter, indicam o0 uso dessa classe
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antifangica como uma potencial terapia anti-biofilme de Candida spp. (Lazzell et al.,
2009; Katragkou et al., 2015).

Embora a CIM das equinocandinas para as células plancténicas de C. parapsilosis
seja intrinsecamente elevada (Garcia-Effron et al., 2008), alguns estudos demonstraram
atividade desses farmacos contra os biofilmes dessa espécie (Kuhn et al., 2002;
Cocuaud et al., 2005; Katragkou et al., 2008; Prazynska et al., 2018). Portanto, é
necessario analisar os antifingicos mais adequados para o tratamento de infeccbes
associadas ao biofilme de C. parapsilosis.

As diferencas na expressdo de proteinas entre as células plancténicas e sésseis tém
sido analisadas principalmente em C. albicans (Mukherjee et al., 2005; Chaffin, 2008;
Sardi et al., 2014). A andlise mais recente que demonstrou diferencas na expressdo de
proteinas da parede celular das células sésseis, em resposta ao estresse oxidativo, incluiu
C. parapsilosis (Serrano-Fujarte et al., 2016). E assim como em outras espécies, a
participacdo de proteinas na adesdo, etapa inicial de formacdo do biofilme, foi
demonstrada em C. parapsilosis (Nufiez-Beltran et al., 2017). Portanto, analises
protebmicas das células plancténicas e sésseis dessa espécie, sdo relevantes para
identificar possiveis proteinas com potencial para uso como biomarcadores, ou como
alvos terapéuticos.

Anélises protedmicas de células planctdnicas e sésseis de C. albicans, C. glabrata,
C. krusei e C. parapsilosis, ttm sido realizadas por Two-Dimensional Polyacrylamide
Gel Electrophoresis (2D-PAGE) ou sua versao modificada Two-Dimensional Difference
Gel Electrophoresis (2D-DIGE) (Martinez-Gomariz et al., 2009; Seneviratne et al.,
2010; Serrano-Fujarte et al., 2016). No entanto, sdo métodos laboriosos e pouco

automatizados (Meleady, 2018).



14

MALDI-TOF MS é uma técnica rapida e reprodutivel, de facil execucdo, e de
baixo custo, utilizada para identificacdo de micro-organismos, com precisao igual ou
superior aos sistemas automatizados baseados em testes bioquimicos ou fenotipicos
(Florio et al., 2018). Nos ultimos 20 anos, ela tem sido aplicada com frequéncia em
investigacOes clinicas e bioguimicas, devido a sua capacidade analitica de detectar um
amplo espectro de biomoléculas, como peptideos e proteinas (Greco et al., 2018).

A técnica de MALDI-TOF MS tem sido utilizada para identificar proteinas
separadas por métodos baseados na eletroforese em gel, como 2D-PAGE (Greco et al.,
2018). Tambem foi utilizada para caracterizar e diferenciar os perfis protedbmicos das
células plancténicas de Pseudomonas aeruginosa e de seus biofilmes, em diferentes
estagios de desenvolvimento (Pereira et al., 2015), demonstrando uma nova aplicacédo
dessa sofisticada tecnologia.

Os avancos continuos da espectrometria de massas possibilitam que a protedmica
analise diferencas na expressdo de proteinas em diversas condicfes fisioldgicas dos
organismos, e descubra novas aplicagdes clinicas, como a identificacdo de
biomarcadores, que podem auxiliar no diagnéstico precoce e melhor prognéstico da
doenca (Greco et al., 2018). Contudo, poucos trabalhos tém explorado essa técnica para
analisar células planctdnicas e sésseis de C. parapsilosis (Kubesova et al., 2012;

Mlynérikova et al., 2016).
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JUSTIFICATIVA

Candida continua sendo um dos principais patdgenos de infec¢des fangicas em
pacientes criticos, associada a elevadas taxas de mortalidade, tempo de internacéo e
custos hospitalares. Episddios de candidiase invasiva tém aumentado no mundo todo,
decorrente da introducdo de novas abordagens clinicas imunossupressoras e do
frequente uso de dispositivos médicos invasivos, como o CVC.

A maior parte dessas infeccGes ocorre em UTIs, frequentemente relacionadas ao
cateter, devido a capacidade de Candida spp. de formar biofilme e colonizar este
dispositivo. Candida parapsilosis é predominante em UTIs neonatais, e a principal
espécie responsavel pelos casos de candidemia, em alguns centros médicos dos EUA,
Europa, Asia e da América Latina.

Embora a resisténcia antifungica em C. parapsilosis ndo seja comum, episddios de
candidemia causada por isolados resistentes ao FLC tém aumentado nos ultimos anos.
Além disso, surtos de infeccdo por esta espécie tém sido descritos, inclusive no Brasil.
No entanto, ainda s&o poucos os trabalhos que monitoram essa resisténcia e investigam
a relacdo genética entre os isolados, possibilitando a ocorréncia de surtos hospitalares
néo identificados.

Candida parapsilosis apresenta elevada afinidade por material protético,
predispondo a formacao de biofilme em cateter, dispositivo considerado como um dos
principais fatores de risco para infecgdo por esta espécie. O biofilme, além diminuir a
suscetibilidade aos antifangicos, representa um importante fator de viruléncia, que

contribui para elevadas taxas de mortalidade.
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Apesar da associacdo do biofilme de C. parapsilosis com infec¢des relacionadas ao
cateter, poucos estudos analisaram as diferencas na expressdo de proteinas entre células
planctdnicas e sesseis dessa especie.

Deste modo, a vigilancia epidemiologica e do perfil de suscetibilidade aos
antifangicos de C. parapsilosis, € necessaria para o controle de infeccBes e prevencéo
de surtos hospitalares, principalmente envolvendo isolados resistentes. Métodos
moleculares sdo importantes para a deteccdo de surtos, assim como para compreender
0s mecanismos envolvidos na resisténcia aos antifungicos. Além disso, a elevada
resisténcia e mortalidade associadas ao biofilme exigem a busca de novas abordagens
terapéuticas, incluindo novos farmacos. A aplicacdo de tecnologias mais sofisticadas,
que tornam as andlises protedmicas mais rapidas, reprodutiveis e de menor custo, pode
contribuir para a identificacdo de biomoléculas especificas do biofilme, com potencial

para candidatas a biomarcadores ou novos alvos terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente estudo teve como objetivo analisar a viruléncia e resisténcia antifungica
em espécies cripticas de isolados clinicos do complexo Candida parapsilosis e

investigar a ocorréncia de um surto hospitalar pela genotipagem dos isolados.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Definir a distribuicdo de C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis e C.
metapsilosis em um hospital universitario de Sdo Paulo-SP e um de Campo Grande-MS;

2.2.2 Analisar as técnicas de RAPD, RFLP e MALDI-TOF MS na identificacao
das espécies do complexo C. parapsilosis;

2.2.3 \Verificar a ocorréncia de resisténcia in vitro dos isolados a anfotericina B,
fluconazol, voriconazol, anidulafungina, caspofungina e micafungina;

2.2.4 Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme como atributo de viruléncia
dos isolados, estabelecendo a relacdo entre biomassa e atividade metabdlica, e avaliar a
atividade in vitro da anfotericina B e equinocandinas sobre biofilmes;

2.2.5 Diferenciar os perfis proteébmicos das células planctonicas e das células
sésseis de C. parapsilosis por MALDI-TOF MS;

2.2.6 Investigar o mecanismo de resisténcia por sequenciamento do gene ERG11
dos isolados ndo suscetiveis aos azélicos (NSA);

2.2.7 Investigar a ocorréncia de um surto pela genotipagem dos isolados de C.
parapsilosis (sensu stricto) por PFGE e analise de microssatélites, e correlacionar os

gendtipos com os dados clinicos.
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Figura 1 - Fluxograma de trabalho seguido durante o desenvolvimento deste estudo

3.1 Obtencao dos isolados do complexo Candida parapsilosis

Trinta e oito isolados do complexo C. parapsilsosis foram obtidos de sangue, ponta
de cateter (PC), aspirado de medula déssea (AMO) e liquor, nos exames de rotina
laboratorial de ambos os hospitais, entre 2008 e 2016. Apenas os isolados obtidos de PC
cujas culturas apresentaram mais de 15 UFC/mL, foram incluidas no estudo, devido a
sua provavel relagdo com episddios de candidemia (Janum e Afshari, 2016). Antes do
inicio deste estudo, alguns desses isolados estavam armazenados a -20 °C e/ou -80 °C
nas colecBes de culturas de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia do
Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo (HU-USP) e do Laboratério de
Micologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (HUMAP-UFMS). Os demais isolados clinicos (11)
foram obtidos no periodo de outubro de 2014 a margo de 2016, tendo sido identificados

como C. parapsilosis (sensu lato), em ambos os hospitais, pelo sistema automatizado



19

VITEK® 2 (bioMérieux, Franca), apos a verificagdo da pureza das culturas em meio
cromogeénico seletivo CHROMagar Candida® (Becton Dickinson, EUA). Em seguida,
os isolados foram encaminhados ao Laboratorio de Micologia Medica (LIM-53) do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo (IMT-USP), para a

realizacéo das andlises propostas neste estudo (Figura 1).

3.2 ldentificacdo molecular das espécies do complexo Candida parapsilosis
Para a identificacdo molecular das espécies cripticas do complexo C. parapsilosis,

os isolados foram submetidos as reacdes de RAPD e RFLP.

3.2.1 Extragdo do DNA gendmico das leveduras

A extracdo das amostras de DNA foi realizada a partir da suspensdo de leveduras
contendo cerca de 10° células/mL, de acordo com a metodologia descrita por Van Burik
et al. (1998) com algumas modificacbes. Um mililitro (1 mL) da suspensdo foi
submetido a centrifugacdo a 13.500 rpm (modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha) por 10
minutos, e ao pellet de células foram adicionados 600 pL de uma solugdo contendo 50
mM de TRIS, 10 mM de EDTA, 250 U/mL de liticase (L-2524, Sigma, EUA) e 2% de
B-mercaptoetanol (Merck, EUA). Os tubos foram mantidos a 37 °C por 2 horas e 30
minutos para a digestio da parede celular. A suspensdo de células foram adicionados 12
pL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, Sigma) a 10% e 400 ug de proteinase K (Sigma),
e 0s tubos foram mantidos a 65 °C por 45 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e 0s sobrenadantes transferidos para tubos
limpos. Para a precipitacdo do DNA, acrescentou-se isopropanol (Merck) v/v, e as
amostras foram mantidas a -20 °C overnight. No dia seguinte, o sobrenadante foi

desprezado apo6s centrifugacdo a 13.500 rpm por 20 minutos. Foram adicionados ao
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pellet contendo 0 DNA, 500 pL de etanol a 70% (Merck) e os tubos foram novamente
centrifugados a 13.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos
foram mantidos em banho seco a 70 °C por 30 minutos para total evaporagdo do etanol
residual. O material contendo o DNA foi eluido em cerca de 50-100 pL de TRIS-EDTA
(50 mM-10 mM), e aliquotas dessas amostras foram coletadas para se determinar a

concentracdo em espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fischer, EUA).

3.2.2 Preparo do mix de reagentes da Polymerase Chain Reaction (PCR)

Os mix de reagentes foram preparados em um volume final de 50 pL contendo:
1,25 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, EUA); 1,5 mM de MgCl. (Invitrogen); 200
UM de dNTPs (GE Healthcare, Reino Unido) e 20 ng de DNA molde. As reacdes de
amplificacdo foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems, EUA), e

as concentracdes dos primers (Invitrogen) variaram de acordo com a técnica utilizada.

3.2.3 ldentificacdo das espécies cripticas por RAPD

As amostras de DNA foram submetidas as amplificacdes pela técnica de RAPD
utilizando como primer o oligonucleotideo RPO2 (5’-GCGATCCCCA-3’) na
concentracdo de 1 UM, nas condicdes de reacdo previamente descritas por Tavanti et al.
(2005). Em todas as amplificacOes as cepas de referéncia C. parapsilosis ATCC 22019,
C. orthopsilosis ATCC 96141 e C. metapsilosis ATCC 96143 foram incluidas. A
deteccdo dos amplificados foi realizada em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5%, por
eletroforese horizontal a 80 V por uma hora. Para a revelacdo do perfil de bandas, os
géis foram corados em solugdo de GelRed™ (Biotium, EUA) e registrados em sistema

de foto-documentacdo (Uvitec, Reino Unido).
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3.2.4 ldentificacéo das espécies cripticas por RFLP

Para a técnica de RFLP, foi amplificada a regido do gene que codifica a enzima
Secondary Alcohol Dehydrogenase (SADH), usando os primers SADH-F e SADH-R,
descritos por Tavanti et al. (2005), na concentracdo de 0,4 uM. Em todas as reacdes
foram utilizadas as mesmas cepas de referéncia citadas no item 3.2.3. A deteccédo dos
amplificados foi realizada e registrada conforme descrito para RAPD, utilizando gel de
agarose a 2%. Os produtos da amplificacdo foram digeridos com a enzima Banl (New
England Biolabs, EUA) a 37 °C por duas horas, e novamente submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2% para a revelacdo dos fragmentos da digestdo. O perfil de bandas

obtido foi registrado em sistema de foto-documentagdo ap6s coloragdo com GelRed™.

3.3 ldentificacdo das especies cripticas por MALDI-TOF MS

A identificacdo das espécies por MALDI-TOF MS foi realizada no espectrometro
Microflex™ (Bruker Daltonics, Alemanha). A extragdo proteica foi realizada a partir de
uma suspensdo de células de cada isolado do estudo, conforme descrito pelo fabricante
do equipamento, com algumas modificacdes (Thomaz et al., 2016). A suspensdo foi
preparada em 1 mL de &gua ultrapura contido em tubos estéreis de 1,5 mL a partir de
uma alcada (10 pL) de células fungicas, de cada isolado previamente cultivado em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) a 30 °C por 24 horas. Apés centrifugacdo a 13.000 rpm por
2 minutos, o sobrenadante foi desprezado e 300 uL de &gua ultrapura mais 900 uL de
etanol absoluto (Merck) foram adicionados ao pellet de células. Apo6s vigorosa
homogeneizacdo em vortex, a suspensdo foi novamente centrifugada e o sobrenadante
desprezado. Em seguida o tubo com a tampa aberta foi submetido & centrifugacdo a

vacuo por 30 minutos a 45 °C para a secagem total do pellet. O pellet seco foi
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ressuspenso em 50 pL de &cido férmico (Sigma) 70% e 50 pL de acetonitrila (Sigma).
Apds vigorosa homogeneizacdo em vortex, a suspensdo foi centrifugada a 13.000 rpm
por 2 minutos e 1,2 pL do sobrenadante contendo o extrato proteico foram depositados
na placa metélica (Bruker Daltonics), em quadruplicata. Apos a completa secagem a
temperatura ambiente, foram adicionados 1,2 pL de solugdo da matriz [solu¢do saturada
de a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) em solvente orgénico (50% de acetonitrila
e 2,5% de acido trifluoroacético), Sigma] sobre cada analito. Depois de uma nova
secagem a temperatura ambiente, a placa foi submetida a analise para a obtencdo dos
espectros de massas pelo software flexControl 3.4 (Bruker Daltonics). A calibracdo do
equipamento foi realizada antes de cada experimento, utilizando o Bruker Bacterial Test
Standard (Bruker Daltonics). Os espectros obtidos foram analisados com o software
Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics), e os resultados expressos em valores de log-score (LS)
entre 0 e 3,000. O LS a partir de 2,000 foi considerado aceitavel para a identificacdo em
nivel de espécie, o LS entre 1,700 e 1,999 para a identificacdo em nivel de género e o

LS abaixo de 1,700 foi considerado como identificagdo ndo confiavel.

3.4 Teste de suscetibilidade aos antifungicos (TSA)

A determinacdo da CIM dos antifungicos ANB (Sigma), FLC (Sigma), voriconazol
(VRC, Sigma), ANF (Pfizer, EUA), CAF (Sigma) e MIF (Astellas, Japdo), para todos 0s
isolados, foi realizada segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo preconizada
pelo European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). A
solucdo de estoque de todos os farmacos foi preparada em dimetilsulféxido (DMSO,

Merck) e armazenada em criotubos estéreis em ultrafreezer por até seis meses.
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O TSA foi realizado de acordo com o documento definitivo E.DEF 7.3.1 do
EUCAST (Arendrup et al., 2017). Cem microlitros da solucdo de cada concentracdo do
antifangico foram pipetados consecutivamente nos po¢os de cada coluna das placas. As
placas foram fechadas, seladas com Parafilm M® ou papel aluminio (ANB e MIF s&o
fotossensiveis) e armazenadas em ultrafreezer por até seis meses. Em cada placa foi
realizado o controle de crescimento do fungo e o controle de esterilidade do meio. O
indculo fangico foi preparado a partir de cultura prévia em ASD a 35 °C por 24 horas,
em 3 mL de &gua ultrapura e ajustado para escala 0,5 McFarland no espectrofotémetro
de tubo DensiCHEK™ Plus (bioMérieux). Posteriormente, a suspensdo foi diluida 10
vezes com é&gua ultrapura para obter concentragdo final de 1-5x10° UFC/mL. Em
seguida 100 pL dessa suspensdo foram adicionados aos pogos das colunas 1 até a 11 nas
placas contendo os farmacos, utilizando uma linha por amostra ou controle positivo. As
placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, e ap6s esse periodo a densidade dptica
(DO) foi mensurada em leitor de microplacas VERSAmax™ (Molecular Devices, EUA)
no comprimento de onda de 530 nm. Todos os valores de DO das amostras, obtidos pelo
softwvare SOFTmax® PRO 3.1.2 (Molecular Devices), foram normalizados com o0s
valores da DO dos controles negativos (meio de cultura sem antifingico). A CIM da
ANB foi considerada a concetragdo mais baixa que inibiu > 90% o crescimento do
indculo em relacdo ao controle negativo, enquanto que para os azolicos (FLC e VRC) e
equinocandinas (ANF, CAF e MIF), foi considerada a concetracdo mais baixa que inibiu
> 50%. A interpretacdo da CIM de cada antifungico foi realizada de acordo com 0s
valores de ponto de corte apresentados na Tabela 1 (EUCAST, 2018). Em todas as
placas foram incluidas as cepas controles C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei

ATCC 6258 e todos os ensaios foram repetidos em trés experimentos independentes.
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Tabela 1 - Valores de ponto de corte estabelecidos para interpretacdo dos testes de
suscetibilidade aos antifingicos para Candida parapsilosis

PONTO DE CORTE PARA INTERPRETACAO DA CIM

FARMACO (mg/L)
Suscetivel < Resistente >
Anfotericina B 1 1
Anidulafungina 0,002 4
Caspofungina Nota Nota
Fluconazol 2 4
Micafungina 0,002 2
\oriconazol 0,12 0,25

FONTE: EUCAST Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 9.0 (EUCAST, 2018).
NOTA: Isolados suscetiveis ou ndo suscetiveis (com suscetibilidade intermediaria ou
resistente) para anidulafungina e micafungina podem ser considerados na mesma
categoria para caspofungina. A categoria intermediaria é interpretada como os valores
entre os pontos de corte para suscetivel e resistente. Valores de ponto de corte para
caspofungina ainda ndo foram estabelecidos devido a significativa variacdo inter-
laboratorial observada.
CIM = Concentracao Inibitéria Minima.

3.5 Ensaios de formacéao de biofilme

Todos os isolados obtidos foram submetidos ao ensaio de formacédo de biofilme,
para quantificacdo da respectiva biomassa e atividade metabodlica, enquanto que a
atividade in vitro dos antifungicos foi avaliada apenas contra os biofilmes de isolados

que apresentaram alta formacéo. A cepa C. albicans SC5314 foi utilizada como controle

de qualidade em todos 0s experimentos.

3.5.1 Condigdes de cultivo e preparo do in6culo fngico

A propagacéo de células dos isolados foi adaptada do protocolo descrito por Pierce
et al. (2008). Uma alcada (10 uL) de células fungicas de cada isolado foi inoculada em
20 mL de Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD, Difco, EUA) contidos em tubo falcon
de 50 mL, e mantidos sob agitacéo orbital a 150 rpm na agitadora MaxQ 4000 (Thermo

Fischer) a 30 °C por 12-16 horas. No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a
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4.830 rpm a 4 °C por 5 minutos e os sobrenadantes desprezados. Os pellets foram
lavados duas vezes com 20 mL de PBS estéril sob vigorosa homogeneizacdo em vortex
por 15 segundos, e nova centrifugacdo foi realizada nas mesmas condicdes acima
descritas. Em seguida, foi preparado uma suspensdo de células em 3 mL do meio
Roswell Park Memorial Institute 1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de sédio
(Gibco, Holanda), suplementado com 2% de glicose (Sigma) (RPMI 2%G) e tamponado
em pH 7,0 com 0,165 mol/L de &cido 3-(N-morpholino)propanesulfonic (MOPS,
Sigma). A concentracdo final do indculo foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland

(1-5x10° UFC/mL) em espectrofotdmetro de tubo DensiCHEK™ Plus.

3.5.2 Formacao do biofilme

A formacéo do biofilme, também adaptada do protocolo de Pierce et al. (2008), foi
executada em placas estéreis de microtitulacdo de 96 pocos de fundo chato (TPP, Suica).
Apbs adicdo de 100 pL do indculo padronizado de cada amostra em diferentes pogos, a
placa foi fechada com a prdpria tampa, selada com Parafilm M® e incubada a 37 °C por
24 horas. No dia seguinte, 50 pL do sobrenadante foram aspirados cuidadosamente para
ndo destacar o biofilme formado. Usando uma pipeta multicanal, os biofilmes foram
lavados duas vezes com 200 pL de Phosphate Buffered Saline (PBS) estéril para
remover as células plancténicas ou ndo aderentes que permaneceram nos pogos. Apos
cada lavagem, a placa foi drenada em posicdo invertida, com papel absorvente para

remover o PBS residual.

3.5.3 Quantificacdo da biomassa do biofilme
A quantificagdo da biomassa do biofilme formado por cada isolado foi realizada

pela coloragdo com cristal violeta, conforme descrito por Melo et al. (2011). Cem
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microlitros (100 pL) do in6culo padronizado de cada amostra foram pipetados em cinco
pocos (quintuplicata) de uma linha, e 100 pL de PBS e RPMI 2%G foram pipetados nas
colunas 6 e 7, respectivamente, para controle de esterilidade. Apos a formacao, lavagem
e secagem do biofilme, o mesmo foi corado com 110 pL da solucdo aquosa de cristal
violeta (Merck) a 0,4% por 45 minutos. Em seguida cada poco foi lavado trés vezes
com 200 pL de agua ultrapura. Na ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado
vertendo a placa e mantendo-a invertida sobre papel absorvente por 10 minutos para
absorcéo do corante residual. O biofilme foi descorado com 200 pL de etanol absoluto
por 45 minutos, e 100 pL do sobrenadante foram transferidos para uma nova placa
estéril de microtitulacdo de 96 pocos de fundo chato. A DO da solu¢do foi mensurada
em leitor de microplacas VERSAmax" no comprimento de onda de 595 nm. Todos o0s
valores de DO das amostras, obtidos pelo software SOFTmax® PRO, foram
normalizados com os valores da DO de seus respectivos brancos. Os isolados foram
classificados conforme se segue: baixa formacdo de biofilme (BFB, DO < 0,44),
moderada formagao de biofilme (MFB, DO = 0,44-1,17) e alta formacdo de biofilme
(AFB, DO > 1,17), de acordo com os valores de cut-off propostos por Marcos-
Zambrano, Escribano, Bouza, et al. (2014). Os ensaios foram repetidos em trés
experimentos independentes, e a média aritmética das médias dos valores de DO

obtidos em cada experimento, foi considerada como resultado final.

3.5.4 Quantificacdo da atividade metabdlica do biofilme
A quantificacdo da atividade metabolica do biofilme formado por cada isolado foi
realizada pela redugdo do sal de tetrazdlio XTT, segundo protocolo de Pierce et al.

(2008). Cem microlitros (100 pL) do in6culo padronizado de cada amostra foram
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pipetados em cinco pocos (quintuplicata) de uma linha, e 100 puL de PBS e RPMI 2%G
foram pipetados nas colunas 6 e 7, respectivamente, para controle de esterilidade. Apos
a formacéo, lavagem e secagem do biofilme, foram adicionados em cada pogo 100 pL
da solucdo XTT/menadiona (1 pL de menadiona 10 mM em 10 mL de XTT 0,5¢/L),
preparada no momento do uso. A placa foi coberta com papel aluminio e incubada a
37 °C por 2 horas. Em seguida, 80 pL do sobrenadante foram transferidos para uma
nova placa estéril de 96 pocos de fundo chato, inclusive do controle negativo (coluna
12) para subtracdo do background. A DO da solucdo foi mensurada em leitor de
microplacas VERSAmax'™ no comprimento de onda de 490 nm. Todos os valores de
DO das amostras, obtidos pelo software SOFTmax® PRO, foram normalizados com 0s
valores da DO de seus respectivos brancos. Os isolados foram classificados conforme se
segue: baixa atividade metabdlica (BAM, DO < 0,097), moderada atividade metabdlica
(MAM, DO = 0,097-0,2) e alta atividade metabolica (AAM, DO > 0,2), de acordo com
os valores de cut-off propostos por Marcos-Zambrano, Escribano, Bouza, et al. (2014).
Os ensaios foram repetidos em trés experimentos independentes, e a média aritmética
das médias dos valores de DO obtidos em cada experimento foi considerada como

resultado final.

3.5.5 Atividade in vitro dos antifungicos contra os biofilmes

Como ja descrito na literatura, os antifingicos azélicos apresentam pouca ou
nenhuma atividade contra os biofilmes de Candida spp., mesmo em concentragdes
elevadas (Iiiigo et al., 2012). Deste modo, foi avaliada apenas a atividade in vitro da
ANB e das trés equinocandinas contra os biofilmes dos isolados de C. parapsilosis que

apresentaram alta formacéo.
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A Sessile Minimal Inhibitory Concentration (SMIC), para cada isolado, foi
calculada a partir da determinacdo da atividade metabdlica, pelo ensaio de reducdo de
XTT, apés o tratamento antifungico (Pierce et al., 2008). SMICso e SMICg foram
definidas como a concentracdo antifngica na qual a diminuicdo de 50% ou 80% na
DO, respectivamente, foi detectada em comparacdo com o biofilme ndo tratado, do
mesmo isolado.

Cem microlitros (100 pL) do inéculo de cada amostra, preparado em meio RPMI
2%G (1x10°% UFC/mL), foram pipetados em duplicata, da coluna 1 até a coluna 11 da
placa de microtitulacdo de 96 pocos, exceto nos pocos da coluna 12, utilizados como
controles negativos e para subtracdo do background. Foram adicionados em cada poco,
contendo o biofilme lavado e seco, 100 pL de cada solucdo de antifungico, em
diferentes concentragbes (16 — 0,03 mg/L), preparadas no momento do uso. Essas
solugbes foram adicionadas ao biofilme em ordem decrescente de concentragdo, da
coluna 1 até a coluna 10 da placa. Na coluna 11, foi adicionado apenas o meio RPMI
2%G, sem antifungico, para o controle positivo. A placa foi fechada com a propria
tampa, selada com Parafilm M® e incubada a 37 °C por 24 horas. No dia seguinte, todo
0 sobrenadante foi aspirado cuidadosamente sem tocar o fundo do poco, para nédo
destacar o biofilme formado. Usando uma pipeta multicanal, os biofilmes foram
novamente lavados duas vezes com 200 uL de PBS estéril. Ap6s cada lavagem, a placa
foi drenada em posicdo invertida, com papel absorvente, para remover qualquer PBS
residual. Em seguida, a quantificacdo da atividade metabdlica do biofilme, tratado ou
ndo tratado com antiflngico, foi realizada pelo ensaio de reducdo de XTT, conforme
descrito anteriormente no item 3.5.4. Os TSA das células sésseis foram repetidos em

trés experimentos independentes.
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3.6 Analise proteémica de células planctdnicas e sésseis por MALDI-TOF MS
Os perfis protedmicos das células planctonicas e sesseis dos isolados de C.
parapsilosis com alta formacdo de biofilme, e da cepa C. albicans SC5314, foram
comparados em duas plataformas de MALDI-TOF MS: VITEK-MS™ (bioM¢érieux) e
Microflex™ (Bruker Daltonics). Os ensaios foram repetidos em trés experimentos
independentes para a obtencdo de espectros de massas suficientes para a criagdo dos

superespectros.

3.6.1 Condicdes de cultivo das células planctdnicas

Os isolados foram cultivados em agar RPMI 2%G tamponado em pH 7,0 com
0,165 mol/L de MOPS e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida, a partir de uma
alcada (10 pL) de células fungicas, uma suspensao foi preparada em tubo estéril de 1,5

mL contendo 1 mL de PBS estéril, para posterior extracdo proteica.

3.6.2 Condigdes de cultivo das células sésseis

Inicialmente, os isolados foram cultivados em YPD, conforme descrito no item
3.5.1. Apos a propagacdo celular, o pellet foi lavado com PBS estéril, e uma suspenséo
de celulas foi preparada em 5 mL de RPMI 2%G tamponado em pH 7,0 com 0,165
mol/L de MOPS. A concentracdo final do indculo foi ajustada para 0,5 da escala de
McFarland (1-5x10° UFC/mL) em espectrofotometro de tubo DensiCHEK™ Plus.

A formacéo do biofilme foi executada em placas estéreis de microtitulagdo de 24
pocos de fundo chato (TPP). Apds a adicdo de 1 mL do inéculo padronizado, de cada
amostra, em cinco poc¢os de uma linha, a placa foi fechada com a propria tampa, selada
com Parafilm M® e incubada a 37 °C por 24 horas. Para controle de esterilidade do

RPMI 2%G, 1 mL do meio foi adicionado aos pocos da coluna 6. No dia seguinte, todo
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0 sobrenadante foi aspirado cuidadosamente, sem tocar o fundo do poco, para nédo
destacar o biofilme formado. Os cinco pogos, contendo o biofilme de uma amostra,
foram lavados seriadamente com 1 mL de PBS estéril, por duas vezes. Em seguida, o
biofilme dos cinco pocos foram ressuspensos seriadamente com 1 mL de PBS esteril, e

transferido para um tubo estéril de 1,5 mL, para posterior extracdo proteica.

3.6.3 Extracao proteica das células plancténicas e sésseis

As suspensdes de células planctdnicas e sésseis foram centrifugadas a 13.000 rpm
por 2 minutos, e 0 sobrenadante desprezado. Em seguida, os pellets foram ressuspensos
em 300 pL de agua ultrapura, e submetidos a extracao proteica com etanol e acido

férmico, conforme descrito no item 3.3.

3.6.4 Obtencéao dos espectros de massas e cria¢cdo dos superespectros

Ap0Gs o processo de extracdo, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2
minutos, e 1,2 puL dos sobrenadantes foram depositados em replicata de oito pogos, no
slide (VITEK-MS™) ¢ na placa metalica (Microflex™). Apds a completa secagem a
temperatura ambiente, foram adicionados 1,2 pL de solugcdo da matriz CHCA sobre
cada analito. Depois de uma nova secagem a temperatura ambiente, o slide e a placa
foram introduzidos nos respectivos espectrOmetros de massas, para a obtencdo dos

espectros no modo automatico de aquisi¢do, com as configuracdes do fabricante.

3.6.4.1 Plataforma VITEK-MS™
Os espectros de massas foram obtidos pelo software Launchpad 2.8 (bioMérieux)
do sistema VITEK® MS Research Use Only (RUO), e importados para o software

SARAMIS Premium (bioMérieux), para analise. Os espectros que apresentaram 120—
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250 picos, e pelo menos 70% de similaridade, foram selecionados, de acordo com 0s
critérios utilizados por De Almeida et al. (2017). Em seguida, foram selecionados os 40
picos com maiores intensidades e massas relativas (m/z), para a criacdo dos
superespectros (super-spectra) das células plancténicas e sésseis de cada isolado. Os
dendrogramas e as matrizes de Composite Correlation Index (CCI) dos superespectros,

foram gerados pelo software SARAMIS, com as configuracdes do fabricante.

3.6.4.2 Plataforma Microflex™

Os espectros de massas foram obtidos pelo software flexControl 3.4 (Bruker
Daltonics), e importados para os softwares Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics) e
flexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics). No Biotyper, 0s espectros de baixa qualidade, com
picos discrepantes ou de baixa intensidade, foram excluidos. Em seguida, 0s
superespectros (Main Spectra, MSP) das células planctdnicas e sésseis, de cada isolado,
foram criados a partir dos espectros inteiros (todos 0s picos). Depois, 0 dendrograma e a
matriz de CCI foram gerados pelo software Biotyper, com as configuracdes do
fabricante. No flexAnalysis, os espectros de C. parapsilosis e C. albicans SC5314 com
melhor qualidade, foram selecionados para a analise dos picos especificos das células

sésseis.

3.7 Sequenciamento do gene ERG11 dos isolados nédo suscetiveis aos azélicos

Todo o Open Reading Frame (ORF), do gene ERG11 dos isolados de C.
parapsilosis (sensu stricto) ndo suscetiveis aos azoélicos (NSA), foi sequenciado
utilizando quatro primers especificos previamente descritos por Souza et al. (2015), e
listados na Tabela 2, para verificar a presenca de mutacGes relacionadas a

suscetibilidade diminuida aos azélicos.
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3.7.1 Amplificacédo do gene ERG11

O gene ERG11 foi amplificado por PCR, em volume de 50 pL contendo: 1,25 U de
Tag DNA polimerase; 1,5 mM de MgClz; 200 uM de dNTPs, 0,4 uM dos primers
ERG11 F1 e ERGI11 F2 (Tabela 2), e 80 ng de DNA molde. As reacdes de
amplificacio foram realizadas no termociclador Veriti®, nas seguintes condicdes:
denaturacéo inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C,
1 minuto a 48 °C e 1 minuto a 72 °C; e extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Os
produtos amplificados foram purificados utilizando illustra™ ExoProStar™ 1-Step (GE

Healthcare), e posteriormente armazenados a -20 °C até 0 momento do sequenciamento.

3.7.2 Sequenciamento do gene ERG11

O sequenciamento de DNA dos produtos purificados foi realizado pelo método de
Sanger (Sanger et al., 1977), com todos os primers da Tabela 2, para que a regido
correspondente a ORF do gene ERG11 fosse sequenciada por completo. As reacdes
foram realizadas, como prestacdo de servicos, no Nucleo Multiusuario Sequenciamento
de DNA - Grupo 3, localizado no Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia
Tropical (LIM-07) da Faculdade de Medicina da USP, que dispde do sequenciador ABI
PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias do ERG11 foram
analisadas no BioEdit v.7.2.3 (Hall, 1999), e comparadas com a sequéncia

correspondente de C. parapsilosis ATCC 22019 (GenBank GQ302972).
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Tabela 2 - Primers empregados no sequenciamento do gene ERG11 dos isolados de
Candida parapsilosis (sensu stricto) ndo suscetiveis aos azdlicos

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIA (5' — 3)
ERG11_CP _F1 CGAGATAATCATCAACGAACATTC
ERG11_CP_R1 CGTTTAAAACATCCAAAGACCTTA
ERG11_CP_F2 AATCTGAGGGTTTCCTTGATGGT
ERG11 CP_R2 AAAGACCGCATTGACTACCGAT

FONTE: Souza AC et al., 2015.
NOTA: F1 e F2 correspondem aos primers forward, e R1 e R2 aos primers reverse.

3.8 Genotipagem dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto)

A tipagem molecular dos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA foi
realizada por duas metodologias: separacdo dos fragmentos do DNA gendmico por
eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis — PFGE), apds digestao
com uma endonuclease, e analise de microssatélites de regides ndo codificantes do

genoma de C. parapsilosis (sensu stricto).

3.8.1 PFGE do DNA genomico dos isolados de C. parapsilosis NSA
A andlise por PFGE do DNA genbmico, apos digestdo enzimatica, foi adaptada do

protocolo descrito por Chen et al. (2005).

3.8.1.1 Extracdo do DNA cromossémico

Os isolados foram cultivados em ASD a 37 °C por 48 horas. Uma alcada de
colbnias foi suspensa em 1 mL de agua ultrapura, e a suspensdo foi submetida a
agitacdo em vortex; em seguida, a suspensdo foi centrifugada a 13000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado, e mais uma lavagem com agua foi realizada.
Os tubos de 1,5 mL, previamente pesados vazios, e agora contendo o pellet de células,
foram novamente pesados. Em seguida foi adicionado o volume exato de EDTA 50 mM

pH 8,0 para se obter a concentragdo final de 1 mg de células/uL em cada tubo.
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Cinquenta microlitros dessa suspensao foram adicionados a 150 puL de EDTA 50 mM
pH 8,0 em outro tubo de 1,5 mL, e submetidos a agitacdo em vortex. Foram adicionados
40 pL (50 UI) da solucéo de liticase (L-2524, Sigma) 1,25 U/uL em cada tubo, com
vagarosa homogeneizacdo. Em seguida, 240 pL de agarose de baixo ponto de fuséo
(Bio-Rad, EUA) a 2% em EDTA 125 mM pH 7,5 a 50 °C, foram adicionados e
homogeneizados com pipeta. De imediato, a solucdo foi cuidadosamente dispensada,
em moldes de acrilico (Bio-Rad), para a formacdo dos pequenos blocos de gel de
agarose. Os moldes preenchidos foram incubados em camara Umida a 4 °C por 15
minutos, para solidificacdo da agarose, e em seguida, a 37 °C por duas horas. Os blocos
foram gentilmente removidos dos moldes e imersos em proteinase K (Invitrogen) na
concentracdo de 1 mg/mL em solucdo tampdo (TRIS 1 M, pH = 7,5; EDTA 0,5 M,
pH = 8,0; lauroilsarcosina 10%), e incubados a 56 °C por 8-16 horas. Em seguida, a
solugéo foi aspirada cuidadosamente e os blocos foram lavados trés vezes com 2 mL de
detergente anfipatico CHEF TE (TRIS 1 M, pH = 7,0, TRIS 1 M pH = 8,0, EDTA
0,5 M, pH =7,0 e EDTA 0,5 M pH = 8,0), em temperatura ambiente, mantendo a
solugdo em contato com o bloco por uma hora em cada lavagem, para a retirado de
restos celulares. Ap6s a ultima lavagem, o tampdo CHEF TE foi trocado e os blocos

armazenados a 4 °C.

3.8.1.2 Digestdo enzimatica do DNA cromossémico

Um bloco de cada amostra foi transferido para um tubo de 2 mL, e lavados trés
vezes com 1,5 mL do tampdo Dummy No Salt [DNS (TRIS 100 mM, pH = 8,0; MgCl»
5 mM)], em temperatura ambiente, mantendo a solugdo em contato com o bloco por

uma hora, em cada lavagem. Em seguida, o tampdo DNS foi substituido por 200 pL da
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solucdo de digestdo contendo 20 Ul da enzima Sfil (Thermo Fischer), incubando-se a
50 °C por 14-16 horas. No dia seguinte, a solucdo de digestao foi aspirada, e os blocos
lavados com 1,5 mL da solugcdo de TE de baixa molaridade (TRIS 0,01 M, pH = 7,5;

EDTA 0,001 M, pH =7,5), por duas horas.

3.8.1.3 Eletroforese em campo pulsado do DNA cromossdémico

A corrida eletroforética foi realizada no sistema CHEF-DR Ill (Bio-Rad),
empregando-se para cada corrida o marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG
Marker (New England Biolabs). Os blocos de gel de agarose, contendo o DNA
cromossémico digerido foram colocados no suporte utilizado para montar o gel de
agarose da corrida. Em seguida, foram adicionados 100 mL de agarose 1% a 45-50 °C,
e apds a solidificacdo da agarose, o gel foi levado ao equipamento. A corrida foi
realizada em bloco Unico, com o tempo da variacdo da corrente (switch time) inicial de
10 segundos, e o final de 90 segundos, voltagem de 6,0 V/cm, a 14 °C por 23 horas.
Ap6s o término da corrida, o gel foi corado em solucgdo de GelRed™ por 30 minutos, e

registrado no sistema de foto-documentacao.

3.8.1.4 Analise do padréo de bandas

A similaridade genética foi avaliada com base na presenca ou auséncia de bandas,
nos perfis obtidos para cada isolado, e a analise do dendrograma foi realizada pelo
software BioNumerics 7.5 (Applied Maths, Bélgica), com a toleréncia de posigéo fixada
em 1% e a otimizagcdo em 3%. O coeficiente de Dice foi utilizado para analisar a
similaridade entre os perfis de bandas, e a analise dos clusters foi realizada pelo método
Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) (Chen et al.,

2005).
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3.8.2 Anadlise de microssatélites do genoma de C. parapsilosis

Para investigar possiveis evidéncias de alteracbes microevolutivas, tanto o0s
isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA, quanto os suscetiveis aos azélicos (SA)
foram incluidos na anélise. A genotipagem foi realizada por meio da amplificacdo de
oito loci génicos (Tabela 3).

As amplificagdes por PCR foram realizadas no termociclador Veriti® em um
volume de reacdo de 50 pL contendo: 20 ng do DNA molde; 0,2 uM de cada primer;
200 uM dNTPs, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 1,5 mM de MgClz, com a seguinte
ciclagem para todos os oito pares de primers: denaturacdo inicial a 95 °C por 10
minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 57 °C e 45
segundos a 72 °C; e extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5% por uma hora a 80 V, e
registrados em sistema de foto-documentacdo apds coloragdo com GelRed™. A
similaridade dos perfis alélicos foi avaliada pelo coeficiente de Dice, e os clusters

analisados por UPGMA, no software BioNumerics.
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Tabela 3 - Primers empregados na analise de microssatélites do genoma dos
isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto)

LOCUS SEQUENCIA DO PRIMER

5'-AGCGCTGCAATCTAAACAGA-3'

LOCUSA 5-TTGCATCTGCAGAGAGCGTA-3’

LOCUS B 5-AGGTTTGTAGTAGTGTCCCTATGG-3’
5-TATCTCTCTCGCCATTTGAACG-3'

LOCUS C 5'-AGCTTGAGCCTATGTCAATGCCTA-3’
5-TACAGCCTCGTCCCCCTCAC-3’

LOCUS D 5-GTGAGTGCTAAGTCTTGGCTAGTTG-3’
5-TCTCACAGTACACACCAGTCAGTAC-3'

LOCUS G 5'-TGCACCCGATTGCTGAAATGGTT-3’
5-CGATTTTCCATGGAGCTCGCCAT-3'

cP1 5'-AAAGTGCTACACACGCATCG-3'
5'-GGCTTGCAATTTCATTTCCT-3'

CP4 5'-CAAATCATCCAGCTTCAAACC-3’
5'-CATCAAACAAGAATTCGATATCAC-3'

CP6 5'-CAGGAACAGGACAATGGTGA-3’

5'-TCTGGAGCCTCTAGGACGTTT-3'

FONTE: PULCRANO G et al., 2012.

3.9 Investigacdo de um surto envolvendo isolados de C. parapsilosis (sensu
stricto) resistentes aos azolicos e correlagdo com os dados clinicos

A investigacdo de um possivel surto foi realizada no hospital com o maior nimero
de isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA, para identificar caracteristicas dos
pacientes que poderiam estar associadas a infeccao/colonizacdo pelo gendtipo resistente.
Dados epidemioldgicos e clinicos, incluindo demogréaficos, doencas subjacentes,
comorbidades, procedimentos invasivos, historico de uso de antibi6ticos e antifungicos,
foram coletados dos prontuarios dos pacientes infectados/colonizados por isolados de C.
parapsilosis (sensu stricto) suscetiveis ou ndo aos azoélicos, por meio de um formulario
especifico para o presente estudo (Anexo A). Posteriormente, os dados foram inseridos

em planilha do Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, EUA) para analise.
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3.10 Etica
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina

da Universidade de S&o Paulo, pelo parecer de nimero 1.912.028 (Anexo B).

3.11 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS 18.0 (IBM, EUA), e 0s
valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. A anélise
univariada foi realizada para avaliar possiveis fatores de risco para colonizacao/infeccao
por C. parapsilosis (sensu stricto) NSA, em relacdo a C. parapsilosis (sensu stricto) SA.
As comparacdes entre os grupos foram realizadas pelos testes qui-quadrado ou exato de
Fisher, quando apropriado, para as variaveis categéricas. A comparacdo das variaveis

ndo paramétricas continuas foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney.
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4 RESULTADOS

4.1 lsolados do complexo Candida parapsilosis obtidos

Trinta e oito isolados clinicos do complexo C. parapsilosis foram avaliados neste
estudo. Desses, 21 eram provenientes do HU-USP (20 de sangue e 1 de liquor), obtidos
no periodo 2008-2015. Os 17 restantes foram recuperados no HUMAP-UFMS (12 de

sangue, 4 de PC e 1 de AMO), entre 2012 e 2016.

4.2 ldentificacdo das espécies do complexo Candida parapsilosis

A identificacdo das espécies cripticas de C. parapsilosis estd apresentada nas
Tabelas 4 e 5. Entre os isolados provenientes do HU-USP, 18 (85,7%) foram
identificados como C. parapsilosis (sensu stricto) e trés (14,3%) como C. orthopsilosis;
entre os isolados provenientes do HUMAP-UFMS, 14 (82,3%) foram identificados
como C. parapsilosis (sensu stricto), dois (11,8%) como C. orthopsilosis e um (5,9%)
C. metapsilosis. Na distribuicdo global, 32 (84,2%) foram C. parapsilosis (sensu
stricto), cinco (13,2%) C. orthopsilosis e um (2,6%) C. metapsilosis, sendo as duas
ultimas espécies obtidas exclusivamente de hemoculturas. Os trés métodos utilizados
(RAPD, RFLP e MALDI-TOF MS) apresentaram 100% de concordancia na

identificacdo das espécies dos 38 isolados.

4.3 Suscetibilidade aos antifungicos das células planctdnicas
De acordo com os valores de ponto de corte descritos na Tabela 1 (EUCAST,
2018), um isolado (4,8%) obtido no HU-USP apresentou resisténcia ao FLC, e outro

(4,8%) suscetibilidade intermediaria. Os 19 (90,4%) restantes foram suscetiveis ao FLC
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e VRC. Entre os isolados provenientes do HUMAP-UFMS, 8 (47%) apresentaram
resisténcia cruzada para FLC e VRC, 2 (11,8%) apresentaram suscetibilidade
intermediaria ao FLC, e 7 (41,2%) foram suscetiveis ao FLC e VRC. Todos os 38
isolados foram suscetiveis a ANB, e apresentaram suscetibilidade intermediaria as

equinocandinas. Os resultados do TSA estdo demonstrados nas Tabelas 4 e 5.

4.4 Quantificacdo da biomassa e da atividade metabdlica dos biofilmes

Os 38 isolados foram submetidos aos ensaios de formacédo de biofilme. De acordo
com os valores de cut-off propostos por Marcos-Zambrano, Escribano, Bouza, et al.
(2014), 3 isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) apresentaram alta formacdo de
biofilme (biomassa), e 4 isolados (3 C. parapsilosis e 1 C. orthopsilosis) apresentaram
alta atividade metabolica. Todos os isolados C. parapsilosis (sensu stricto) NSA
apresentaram baixa formacdo de biofilme e baixa atividade metabolica, exceto um
isolado resistente (69155) do HU-USP, que apresentou alta formacdo de biofilme com

alta atividade metabdlica, conforme demonstrado na Figura 2.
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Tabela 4 - Identificacdo das espécies do complexo Candida parapsilosis e resultados
dos testes de suscetibilidade aos antifungicos dos isolados obtidos no
HU-USP - 2008 a 2015

ISOLADO MATERIAL

ESPECIE

ANF CAF MIF

6557
36688
989
233
577
1035
42542
46615
51228
69155
88130
88404
96688
97925
695
1069
346777
376
570
15/97
15/362

Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Liquor
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue

OO0OO0OO0O0000O00O000000O000000O0

. orthopsilosis
. orthopsilosis
. orthopsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
. parapsilosis
C.

parapsilosis

0,12
0,12
0,12
1,0
0,25
1,0
0,12
0,12
0,5
0,25
0,25
0,25
0,25
0,5
0,5
0,5
0,25
0,5
0,5
0,25

CIM
(mg/L)
ANB FLC VRC

1,0 0,03 0,25
20 0,06 0,25
1,0 0,03 05
40 006 20
1,0 0,03 20
20 0,06 05
05 006 1,0
20 0,06 0,25
1,0 0,06 05
80 0,06 05
20 0,06 05
20 0,03 05
1,0 0,03 20
1,0 0,03 1,0
1,0 0,016 1,0
20 003 10
20 003 10
1,0 0,03 1,0
05 0,03 05
05 0,016 05
0,25 0,016 2,0

0,5

0,25
1,0
0,25
1,0
1,0
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0

0,25
0,25
0,25
1,0
1,0
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,5
1,0

NOTA: Os nimeros em negrito correspondem aos valores das concentra¢fes inibitorias minimas do
fluconazol para os isolados ndo suscetiveis a esse antifungico.
ANB = Anfotericina B; ANF = Anidulafungina; CAF = Caspofungina; CIM = Concentracdo Inibitoria
Minima; FLC = Fluconazol; MIF = Micafungina; VRC = Voriconazol.
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Tabela 5 - Identificacdo das espécies do complexo Candida parapsilosis e resultados

dos testes de suscetibilidade aos antifungicos dos isolados obtidos no
HUMAP-UFMS - 2012 a 2016

CIM
ISOLADO MATERIAL  ESPECIE (mg/L)
ANB FLC VRC ANF CAF MIF
119H Sangue C. metapsilosis 0,25 20 0,03 025 05 0,25
65 H Sangue C. orthopsilosis 05 05 0,03 025 0,25 0,25
191 H Sangue C. orthopsilosis 05 05 0,016 05 0,25 0,25
16 PC PC C.parapsilosis 1,0 64 10 20 10 1,0
58 H Sangue C.parapsilosis 05 32 05 10 10 1,0
87 H Sangue C.parapsilosis 05 64 20 20 10 1,0
88 H Sangue C.parapsilosis 10 64 10 20 10 10
137 H Sangue C.parapsilosis 05 64 10 20 10 1,0
542 AMO AMO C.parapsilosis 1,0 64 10 20 10 1,0
340 PC PC C.parapsilosis 1,0 64 10 20 20 10
422 PC PC C. parapsilosis 10 40 006 20 10 10
29 H Sangue C.parapsilosis 05 40 012 20 10 10
188 H Sangue C. parapsilosis 05 10 003 10 10 10
199 H Sangue C. parapsilosis 0,25 10 003 20 10 10
559 H Sangue C. parapsilosis 05 20 006 10 10 05
1131 PC PC C.parapsilosis 05 32 05 20 10 1,0
662 H-11 Sangue C. parapsilosis 0,06 05 0,008 05 05 05

NOTA: Os nimeros em negrito correspondem aos valores das concentragOes inibitérias minimas dos

azélicos testados (fluconazol e voriconazol) para os isolados nao suscetiveis a esses antifingicos.
Aspirado de Medula Ossea; ANB = Anfotericina B; ANF = Anidulafungina; CAF =

AMO =

Caspofungina; CIM = Concentracdo Inibitdria Minima; FLC = Fluconazol; MIF = Micafungina; PC =

Ponta de Cateter; VRC = Voriconazol.
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Figura 2 - Comparagdo da biomassa e atividade metabdlica dos biofilmes formados por cepas de referéncia e isolados clinicos do complexo Candida parapsilosis
Linhas tracejadas (classificacdo da producéo de biomassa): baixa formacao de biofilme (BFB), moderada formacéo de biofilme (MFB) e alta formac&o de biofilme (AFB).
Linhas pontilhadas (classificacdo da atividade metabdlica): baixa atividade metabdlica (BAM), moderada atividade metabélica (MAM) e alta atividade metabélica
(AAM). Candida albicans SC5314 foi utilizada como controle de qualidade dos experimentos, e as barras de erro representam o desvio padréo.
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4.5 Atividade in vitro dos antifungicos contra os biofilmes

A atividade da ANB e de trés equinocandinas (ANF, CAF e MIF) foi avaliada
contra os biofilmes de trés isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) que apresentaram
alta formacdo de biofilme com alta atividade metabdlica (46615, 69155 e 188 H).
Apenas a ANB apresentou atividade contra as células sésseis dos isolados analisados
(Tabela 6).
Tabela 6 - Resultados dos testes de suscetibilidade aos antifingicos das células

sésseis dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta
formacao de biofilme e da cepa Candida albicans SC5314

ANB ANF CAF MIF
ISOLADO (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
SMICso  SMICso SMICso  SMICsgo SMICso  SMICso SMICs  SMICgo
46615 0,25 0,5 > 16 > 16 > 16 > 16 > 16 > 16
69155 0,25 0,5 > 16 > 16 >16 >16 > 16 > 16
188 H 0,25 0,5 > 16 > 16 > 16 > 16 > 16 > 16
SC5314 0,5 1 0,03 0,25 0,03 0,06 0,03 0,25

NOTA: SMIC50, SMIC80 = Sessile Minimum Inhibitory Concentrations (SMICs)
correspondentes a reducdo de 50% e 80%, respectivamente, na atividade metabdlica do
biofilme tratado com antifingico, em relacdo ao biofilme ndo tratado do mesmo isolado.
ANB = Anfotericina B; ANF = Anidulafungina; CAF = Caspofungina;, MIF =
Micafungina.

4.6 Analise protedmica de células planctdnicas e sésseis por MALDI-TOF MS

Os perfis protebmicos dos superespectros (super-spectra e MSP) das células
planctbnicas e sésseis, dos trés isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) que
apresentaram alta formacéo de biofilme com alta atividade metabdlica (46615, 69155 e
188 H) e da cepa C. albicans SC5314, apresentaram diferencas em ambas plataformas

utilizadas (VITEK-MS™ ¢ Microflex™). O nivel das diferengas esta demonstrado nos

dendrogramas (Figuras 2, 4 e 6) e matrizes de CCI (Figuras 3, 5 e 7) a seguir.
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Os superespectros das células planctdnicas e sésseis de cada isolado foram
construidos, nas duas plataformas, a partir de pelo menos oito espectros que se

enquadraram dentro dos critérios de qualidade estabelecidos nos itens 3.6.4.1 e 3.6.4.2.

Q 10 20 30 40
Identical masses
188H_biofilm
_|: 46615 _biofim
69155 _biofilm
188H_planktonic
— 69155_planktonic
46615 plankfonic

I C. albicans SC5314 _biofilm
C. albicans SC5314_planktonic

Figura 3 - Dendrograma gerado no VITEK-MS™ a partir dos super-spectra das
células plancténicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos isolados de Candida
parapsilosis (sensu stricto) com alta formagdo de biofilme e da cepa Candida
albicans SC5314 (taxonomia absoluta)

As distancias no eixo x indicam a quantidade de massas idénticas entre os 40 picos
analisados dos superespectros.

T° Candida Biofilm

C. albicans SC5314_biofilm
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Figura 4 - Matriz de Composite Correlation Index (CCl) gerada no VITEK-MS™ a
partir dos super-spectra das células planctonicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos
isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta formacédo de biofilme e da
cepa Candida albicans SC5314 (taxonomia absoluta)

Cores diferentes indicam a distancia de correlacdo (quantidade de massas idénticas).
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Na plataforma VITEK-MS™, os super-spectra das células plancténicas e sésseis
dos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) apresentaram 19 (47,5%) massas
idénticas, enquanto da cepa C. albicans SC5314 apresentaram 8 (20%), entre os 40

picos analisados pelo software SARAMIS Premium (Figuras 2, 3, 4 e 5).

Q0 10 20 3p 4 s 6 70 & 9
%o

188H_biofilm
—_ 46615 _biofim
69155_biofilm
_|: 188H_planktonic
69155 plankfonic
46615-planktonic

I C. albicans SC5314 _biofilm
C. albicans SC5314_planktonic

Figura 5 - Dendrograma gerado no VITEK-MS™ a partir dos super-spectra das
células plancténicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos isolados de Candida
parapsilosis (sensu stricto) com alta formagdo de biofilme e da cepa Candida
albicans SC5314 (taxonomia relativa)

As distancias no eixo x indicam o percentual de similaridade entre os 40 picos
analisados dos superespectros.

0% Candida Biofilm
file 2 3 4 5 & T 8
1 ‘ 20 5 126 (26 | 76 | 26 | 76 C. albicans SC5314_biofilm
C. albicans SC5314_planktonic

69155 _hiofilm
188H_hiofilm
188H_planktonic
46615_hiofilm
46615_planktonic
69155_planktonic

[100%

Figura 6 - Matriz de Composite Correlation Index (CCl) gerada no VITEK-MS™ a
partir dos super-spectra das células planctdnicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos
isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta formacéo de biofilme e da
cepa Candida albicans SC5314 (taxonomia relativa)

Cores diferentes indicam a distancia de correlagao (percentual de similaridade).
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Na plataforma Microflex™, o nivel de distancia foi maior entre os MSP das células
planctdnicas e sésseis dos isolados clinicos de C. parapsilosis (sensu stricto) (Figura 6).
Os MSP das células planctonicas e sésseis da cepa C. albicans SC5314, analisados pelo
software Biotyper, apresentaram 49,9% de similaridade (Figura 7).

As analises pelo software flexAnalysis permitiram alinhar 0s espectros
representativos dos MSP das ceélulas plancténicas e das células sésseis de C.
parapsilosis (sensu stricto), e da cepa C. albicans SC5314, para verificar as principais
diferencas entre os respectivos perfis protedmicos (Figura 8).

O perfil protedbmico das células sésseis dos isolados de C. parapsilosis (sensu
stricto), representado pela amostra 188 H, apresentou as principais diferencas em
relacdo ao perfil protebmico das suas respectivas células planctonicas, nos intervalos
das massas relativas de 4000 a 8000 m/z e de 8600 a 14600 m/z (Figuras 9 e 10). Por
outro lado, no perfil protedmico das células sésseis da cepa C. albicans SC5314, poucas
diferencas foram perceptiveis em relacdo ao perfil protedbmico das suas respectivas

celulas planctonicas, nesses mesmos intervalos de massas relativas (Figuras 11 e 12).
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Figura 7 - Dendrograma gerado no Microflex™ a partir dos Main Spectra (MSP)
das células plancténicas (planktonic) e sésseis (biofilm) dos isolados de Candida
parapsilosis (sensu stricto) com alta formacdo de biofilme e da cepa Candida
albicans SC5314

As distancias estéo exibidas em unidades relativas no eixo Xx.

0.04 LWL 8: C. albicans SC5314_planktonic
[ ! ! ! 2.79 100.00 7: C. albicans SC5314_biofilm
- 100%
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Figura 8 - Matriz de Composite Correlation Index (CCI) gerada no Microflex™ a
partir dos Main Spectra (MSP) das células planctbnicas (planktonic) e sésseis
(biofilm) dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) com alta formacao de
biofilme e da cepa Candida albicans SC5314

Cores diferentes indicam a distancia de correlacdo (percentual de similaridade).
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Figura 9 - Espectros representativos dos MSP das células planctdnicas (planktonic) e sésseis (biofilm) de C. parapsilosis (188 H) e de C. albicans SC5314.
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Figura 10 - Sobreposicdo dos espectros representativos dos MSP das células
plancténicas (planktonic) e sésseis (biofilm) do isolado 188 H de Candida
parapsilosis (sensu stricto), no intervalo das massas relativas de 4000 a 8000 m/z
As massas quantificadas correspondem a alguns picos especificos das células sésseis.
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Figura 11 - Sobreposicdo dos espectros representativos dos MSP das células
planctonicas (planktonic) e sesseis (biofilm) do isolado 188 H de Candida
parapsilosis (sensu stricto), no intervalo das massas relativas de 8600 a 14600 m/z
As massas quantificadas correspondem a alguns picos especificos das células sésseis.
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Figura 12 - Sobreposicdo dos espectros representativos dos MSP das células
planctonicas (planktonic) e sésseis (biofilm) da cepa Candida albicans SC5314, no
intervalo das massas relativas de 4000 a 8000 m/z
As massas quantificadas correspondem a alguns picos especificos das células sésseis.
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Figura 13 - Sobreposicdo dos espectros representativos dos MSP das células
planctonicas (planktonic) e sésseis (biofilm) da cepa Candida albicans SC5314, no
intervalo das massas relativas de 8600 a 14600 m/z

As massas quantificadas correspondem a alguns picos especificos das células sésseis.
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4.7 Mutacdes do gene ERG11 dos isolados de C. parapsilosis NSA

Foram analisadas as sequéncias de 1.569 pb do gene ERG11 dos doze isolados de
C. parapsilosis (sensu stricto) NSA obtidos neste estudo (10 do HUMAP-UFMS e 2 do
HU-USP). Todos os isolados NSA apresentaram uma mutacéo silenciosa (T591C) nesse
gene. A mutacao nao sinonima (A—T) no nucleotideo de posicao 395 (A395T), que
acarreta na troca do aminoacido tirosina por fenilalanina na posicdo de nimero 132
(Y132F), foi observada em sete (87,5%) dos oito isolados do HUMAP-UFMS, com
resisténcia cruzada para FLC e VRC (Tabela 7). A mutacdo G1193T, que leva a
substituicdo R398I, foi observada no unico isolado do HU-USP resistente ao FLC
(69155). Todas as mutacdes pontuais foram homozigéticas (em ambos os alelos), e
podem ser visualizadas no Anexo C.
Tabela 7 - Perfil de suscetibilidade e andlise das sequéncias do gene ERG11 dos

isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) ndo suscetiveis aos
azolicos, obtidos no HUMAP-UFMS - 2012 a 2015

DATA DA . SUSCETIBILIDADE MUTACAO NO
ISOLADO COLETA UNIDADE FLC VRC GENE ERG11
58 H 11/04/2012 Renal Resistente Resistente T591C
87H 17/06/2013 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T
137H 13/08/2013 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T
88 H 21/10/2013 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T
542 AMO 26/11/2013 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T
16 PC 21/01/2014 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T
340 PC 29/07/2014 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T
422 PC 06/08/2014 CTladulto Intermediaria Suscetivel T591C
29 H 08/01/2015 CTladulto Intermediaria Suscetivel T591C
1131 PC  06/09/2015 CTladulto Resistente Resistente T591C, A395T

! Unidade hospitalar na qual o paciente estava internado na respectiva data da coleta.
CTI = Centro de Terapia Intensiva; FLC = Fluconazol; VRC = Voriconazol.
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4.8 Genotipagem dos isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto)

Dez (71,4%) dos 14 isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) provenientes do
HUMAP-UFMS ndo foram suscetiveis aos azolicos [oito (57,1%) apresentaram
resisténcia cruzada para FLC e VRC e dois (14,3%) suscetibilidade intermediaria ao
FLC] (Tabela 5). Eles foram obtidos predominantemente de pacientes internados no
centro de terapia intensiva (CTI) adulto do referido hospital (Tabela 7), e apresentaram
baixa formacéo de biofilme e baixa atividade metabdlica (Figura 2). Deste modo, todos
os isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) desse hospital, incluindo os SA, foram
genotipados para investigar a ocorréncia de um possivel surto envolvendo isolados

clonais.

4.8.1 PFGE do DNA genbémico dos isolados de C. parapsilosis NSA

Os nove isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA obtidos no HUMAP-
UFMS apresentaram o mesmo padrdo de bandas, ap0s a separacdo por PFGE dos
fragmentos do DNA digerido com Sfil (Figura 14). O isolado 1131 PC foi obtido depois
que a investigacdo molecular foi iniciada, tendo sido incluido apenas na andlise de
microssatélites.

A anélise por UPGMA do dendrograma gerado indicou 100% de similaridade
genética entre eles (dados ndo mostrados). As bandas, que variaram entre 50 e 1.300 Kb,
foram normalizadas no software BioNumerics, utilizando como referéncia o marcador

de peso molecular Lambda Ladder (Figura 15).

4.8.2  Analise de microssatélites do genoma de C. parapsilosis
A analise dos 14 isolados (10 NSA e 4 SA) de C. parapsilosis (sensu stricto) do

HUMAP-UFMS e da cepa C. parapsilosis ATCC 22019 revelou a presenca de 26 alelos,
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a partir de oito gendtipos diferentes. A deteccdo de mais de uma banda apds
amplificacdo do material gendémico por PCR, foi relacionada a presenca de alelos
diferentes no genotipo, sendo considerado heterozigoto. Na presenca de banda Unica, 0
isolado foi considerado homozigoto para o respectivo locus. Os fragmentos, obtidos de
cada isolado foram utilizados para montar uma matriz, demonstrando a presenca dos
alelos nos loci (Tabela 8). O dendrograma (Figura 16) foi gerado apd6s a importagédo

dessa matriz para o software BioNumerics.
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Figura 14 - Padrdo de bandas do PFGE do DNA Figura 15 - Normalizacdo pelo
gendmico dos isolados de Candida parapsilosis (sensu  BioNumerics do padréo de bandas obtido
stricto) néo suscetiveis aos azélicos, apos digestdo com no PFGE, utilizando como referéncia o
a enzima Sfil marcador de peso molecular Lambda

L = Lambda Ladder (48,5-1.018,5 Kb) Ladder
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Tabela 8 - Matriz obtida pela analise de microssatélites dos 14 isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) e da cepa ATCC 22019

LOCUS
ISOLADO A B C D G CP1 CP4 CP6
110 120 145 160 185 130 110 125 135 150 120 140 215 235 250 290 290 300 325 350 380 265 280 300 315 360
pb pb pb pb pb pb pb pb pb pb pb  pb pb pb pb pb pb pb pb pb pb pb pb  pb pb pb

58 H 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0
87H 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
137 H 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
88 H 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
542 AMO 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
16 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
340 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
422 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
188 H 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
199 H 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
29H 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
559 H 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0
1131 PC 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
662H-11 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0
ATCC 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
22019

NOTA: O nimero 0 (zero) corresponde a auséncia e 0 nimero 1 (um) a presenca do respectivo produto de PCR de cada locus.
pb = pares de bases.
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Figura 16 - Dendrograma de agrupamento dos 14 isolados de Candida parapsilosis (sensu stricto) e da cepa Candida parapsilosis ATCC
22019, baseado na andlise de microssatélites de seus respectivos genomas
A similaridade genética entre cada ramo esta indicada no né entre eles. O quadrado preto indica a presenca de um produto de amplificacéo.
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4.9 Investigacdo de um surto envolvendo isolados de C. parapsilosis (sensu

stricto) resistentes aos azolicos e correlacdo com os dados clinicos

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram coletados dos prontuarios dos 14
pacientes do HUMAP-UFMS, cujos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) foram
previamente genotipados, pela analise de microssatélites.

O primeiro isolado de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA (58 H) foi detectado em
abril de 2012, obtido de um paciente idoso com insuficiéncia renal cronica e sob
tratamento dialitico via CVC. O paciente ndo possuia histérico de uso de antifangicos
durante essa internacdo, e desenvolveu candidemia na unidade renal do referido
hospital. De acordo com a andlise de microssatélites, este isolado ndo apresentou
relacdo genética com os demais isolados NSA, provenientes do CTI adulto (Figura 16).

O primeiro isolado clonal NSA (87 H) era de junho de 2013, proveniente de um
paciente adulto jovem, com lUpus eritematoso sistémico, que desenvolveu candidemia
apos 19 dias de tratamento com FLC, e prolongada interna¢do no CTI adulto. Apos este
caso, outros oito pacientes da mesma unidade apresentaram culturas positivas para C.
parapsilosis (sensu stricto) NSA (Tabela 7). De acordo com a analise de microssatélites,
todos os isolados NSA do CTI adulto foram agrupados em um Unico cluster, sendo o
altimo (1131 PC) detectado em setembro de 2015 (Figura 16), evidenciando a
ocorréncia de um surto nessa unidade hospitalar.

Os quatro isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) SA obtidos entre dezembro de
2014 e margo de 2016 ndo foram geneticamente relacionados aos isolados clonais
envolvidos no surto. Dois dos pacientes infectados por esses isolados estavam

internados no CTI adulto, um na UTI neonatal e outro na unidade cirurgica (Figura 16).
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Ao comparar os dados clinicos e epidemiologicos dos pacientes com culturas
positivas para os isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA (9), com os
dados dos pacientes infectados pelos isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) SA (4),
verificou-se que ambos 0s grupos estavam hospitalizados por um periodo prolongado
antes do isolamento das leveduras (média de 46 vs. 23,5 dias, P = 0,3). A maioria dos
pacientes possuia CVC antes das culturas positivarem (100% NSAvs. 75% SA).

Os pacientes com culturas positivas para isolados clonais NSA tenderam a ter mais
comorbidades do que os infectados por isolados AS: diabetes mellitus (44% vs. 0%) e
doencas pulmonares crénicas (89% vs. 25%). Contudo, as diferencas ndo foram
estatisticamente significantes.

Todos os pacientes com culturas positivas para isolados clonais NSA tinham sido
hospitalizados no CTI adulto, enquanto os isolados SA infectaram apenas dois pacientes
nessa unidade (100% vs. 50%, P = 0,08). Todos os pacientes com isolados clonais de C.
parapsilosis (sensu stricto) NSA possuiam histérico de uso de corticosteroides,
enquanto em nenhum dos pacientes com isolados SA haviam sido administrados (P =
0,001).

A maioria dos pacientes (78%) com culturas positivas para isolados clonais NSA
foi tratada com FLC (intervalo 2-67 dias) antes do isolamento de C. parapsilosis. Entre
os pacientes infectados pelos isolados SA, um (25%) também recebeu FLC (P = 0,2). A
mediana do tempo de tratamento prévio com FLC, nos pacientes com os isolados
clonais NSA, foi maior do que nos pacientes infectados pelos isolados SA (12 vs. 0
dias), sem significancia estatistica (P = 0,07, dados ndo mostrados). Os dados clinicos e

epidemioldgicos estdo resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9 - Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes do HUMAP-
UFMS com culturas positivas para Candida parapsilosis (sensu stricto)
nao suscetiveis aos azélicos (NSA) clonais e isolados suscetiveis (SA)

c CLONE NSA SA
CARACTERISTICAS DOS PACIENTES (N=9) (N=4) P

Idade (anos) — média (intervalo) 41 (22-84) 28 (1-45) 0,2
Género Feminino — n (%) 5 (56) 3 (75) 1
Hospitalizagdo (dias) antes da cultura positiva 46 (1-106) 23,5(10-92) 0,3
Admissao prévia no CTI adulto — n (%) 9 (100) 2 (50) 0,08
Comorbidades — n (%)

Cancer 0 (0) 1(25) 0,3

Doenca pulmonar 8 (89) 1(25) 0,09

Doenca cardiaca 2 (22) 1(25) 1

Diabetes mellitus 4 (44) 0(0) 0,2

Insuficiéncia renal 5 (56) 1(25) 0,5

Insuficiéncia hepética 2 (22) 0 (0) 1
Histdrico de procedimentos invasivos — n (%)

Cateter urinario 8 (89) 2 (50) 0,2

Cateter venoso central 9 (100) 3 (75) 0,3

Hemodidlise 4 (44) 0 (0) 0,2
Uso prévio de antibioticos 9 (100) 4 (100) 1
Uso prévio de corticosteroides 9 (100) 0 (0) 0,001
Uso prévio de antifingicos 9 (100) 2 (50) 0,07
Uso prévio de fluconazol 7 (78) 1(25) 0,2
Mortalidade geral 7 (78) 2 (50) 0,5

NOTA: Valor de P em negrito significa que foi estatisticamente significativo (P < 0,05).

CTI = Centro de Terapia Intensiva.
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5 DISCUSSAO

Candidiase invasiva frequentemente acomete pacientes hospitalizados em UTIs, e
estd associada a elevadas taxas de mortalidade, devido ao diagnostico e tratamento
tardios, determinantes cruciais para o desfecho clinico (Ben-Ami, 2018; Clancy e
Nguyen, 2018; O'leary et al., 2018). A difusdo de procedimentos invasivos, do uso de
antibidticos de amplo espectro e de potentes imunossupressores, bem como de CVC,
tem aumentando consideravelmente a incidéncia de candidemia nas Ultimas décadas
(Mellinghoff et al., 2018).

Embora o intestino seja considerado um reservatdrio fangico priméario, o CVC
possivelmente é uma via alternativa para a disseminacdo hematogénica de Candida
spp., associando as infeccdes de corrente sanguinea a esse dispositivo (Epelbaum e
Chasan, 2017). A analise molecular de isolados de C. parapsilosis obtidos,
simultaneamente, da corrente sanguinea e PC, reforca essa observacdo ao demonstrar a
similaridade entre os genétipos (Wang, Zhang, et al., 2016).

A presenca de micro-organismos na PC contribui para a ocorréncia de infec¢des de
corrente sanguinea relacionadas ao CVC. Crescimento de Candida spp. em culturas
desse segmento do cateter, acima de 15 UFC/PC, tem sido utilizado como critério para
considerar episodios de candidemia relacionados a esse dispositivo (Janum e Afshari,
2016).

Em nossa casuistica, quatro isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto)
NSA, provenientes de ponta de cateter de pacientes hospitalizados no CTI adulto do

HUMAP-UFMS (Tabelas 5 e 7), apresentaram crescimento acima de 15 UFC/PC. Esses
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pacientes apresentavam fatores de risco semelhantes aqueles com candidemia, no
entanto, as hemoculturas foram negativas. Porém, como ja demonstrado por diversos
autores, esta técnica tem uma baixa sensibilidade, de aproximadamente 50%
(Phoompoung e Chayakulkeeree, 2016).

Candida parapsilosis (sensu stricto) tem sido descrita como a espécie mais comum
entre os isolados clinicos do complexo C. parapsilosis, representando mais de 80% do
total (Xiao et al., 2015; Barchiesi et al., 2016; Lovero et al., 2016; Magobo et al., 2017,
Moreno et al., 2017; Neji, Trabelsi, et al., 2017). Menos de 20% dos nossos isolados
foram identificados como C. orthopsilosis e C. metapsilosis (Tabelas 4 e 5), em acordo
com outros estudos brasileiros (Bonfietti et al., 2012; Trabasso et al., 2015; Ziccardi et
al., 2015), e mostrando que a distribuicao dessas espécies se mantém inalterada no pais.
Estas duas espécies sdo pouco isoladas de amostras clinicas, e ainda mais raramente de
sangue (Gomez-Lopez et al., 2008; Silva, A. P. et al., 2009; Chen et al., 2010).

As primeiras andlises demonstraram que a plataforma Microflex™ de MALDI-
TOF MS, ndo apresentava acuracia na identificacdo das espécies do complexo C.
parapsilosis, provavelmente devido a insuficiéncia de espectros de massas de referéncia
de cada espécie, disponiveis no software Biotyper 2.0 (Hendrickx et al., 2011; Putignani
et al., 2011; Jamal et al., 2014). No presente estudo, as espécies dos isolados clinicos,
previamente determinadas por RAPD e RFLP, foram identificadas corretamente pelo
software Biotyper 3.1, atualizado com novos espectros de referéncia, mostrando 100%
de concordéncia com as técnicas moleculares, e resultados similares a outros relatos
(Chao et al., 2014; Zhao et al., 2017). Portanto, a plataforma Microflex™ pode ser uma
ferramenta util, rapida e confidvel para identificacdo das especies cripticas desse

complexo, contudo, depende da versdo do software Biotyper utilizada.
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Embora ainda sejam incomuns, os isolados de Candida spp. resistentes aos
antifangicos, tém sido cada vez mais identificados em todo o mundo (Arendrup, 2014;
Perlin et al., 2015). Recentemente, a analise de uma colecéo global com 2.809 isolados
clinicos de Candida spp. de 29 paises, detectou resisténcia ao FLC em 3,8% dos
isolados de C. parapsilosis, superando C. albicans e C. tropicalis, com 0,4% e 2,7%,
respectivamente (Castanheira et al., 2017).

Baixas taxas de resisténcia ao FLC tém sido relatadas entre os isolados de C.
parapsilosis em todo o mundo, incluindo a América Latina (1,1%) (Nucci, Queiroz-
Telles, et al., 2013), EUA (4,0%) (Pfaller e Castanheira, 2016), Asia e Pacifico
Ocidental (5,7%) (Pfaller et al., 2015), e Europa (5,6%) (Trouve et al., 2017). Nos
ultimos anos, casos de candidiase invasiva causada por isolados NSA tém sido relatados
no Brasil (Da Costa et al., 2014; Giacobino et al., 2016; Pinhati et al., 2016; Alencar et
al., 2017).

Da Costa et al. (2014) e Pinhati et al. (2016) observaram resisténcia ao FLC em
26,9% e 75%, respectivamente, dos isolados de C. parapsilosis obtidos de casos de
candidemia, no Brasil. Nossos resultados reforcam a importancia do monitoramento do
perfil de suscetibilidade aos azélicos dessa levedura no pais, ao demonstrar a presenca
de isolados NSA em dois hospitais universitarios publicos brasileiros de diferentes
Estados (9,6% no HU-USP e 58,8% no HUMAP-UFMS).

As trés espécies do complexo C. parapsilosis podem formar biofilme, no entanto,
tal capacidade e o tipo de estrutura formada, dependem da cepa envolvida (Cordeiro et
al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018). Apesar desta dependéncia, os isolados com
maior producédo de biofilme sdo predominantemente de C. parapsilosis (sensu stricto)

(Neji, Hadrich, et al., 2017; Paula-Mattiello et al., 2017; Brilhante et al., 2018),
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enquanto a menor producdo tem sido observada principalmente em C. metapsilosis
(Cordeiro et al., 2014; Neji, Hadrich, et al., 2017; Brilhante et al., 2018). Em
concordancia com tais relatos, os trés isolados da nossa casuistica, com alta formacéo de
biofilme (46615, 69155 e 188 H), foram identificados como C. parapsilosis (sensu
stricto), e 0 Unico isolado de C. metapsilosis (119 H) apresentou baixa formacéo (Figura
2). Assim como este Ultimo, os isolados de C. orthopsilosis (989, 65 H e 191 H)
apresentaram baixa formacdo, mas alta formacédo ja foi observada em isolados dessa
espécie em outro estudo (Trevifio-Rangel et al., 2015).

Enquanto trés isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) aparesentaram alta
formacdo de biofilme com alta atividade metabdlica, foi observada moderada formacéo
com baixa atividade em outros trés isolados (570, 88404 e 662 H-11), e um isolado de C.
orthopsilosis (191 H) apresentou baixa formacdo com alta atividade (Figura 2). Tais
achados corroboram com estudos anteriores (Lattif et al., 2010; Melo et al., 2011,
Trevifio-Rangel et al., 2015), ao demonstrar a falta de relacdo da biomassa e da
viabilidade celular dos biofilmes de C. parapsilosis (sensu lato), ou seja, a atividade
metabdlica parece ser independente da quantidade de biomassa.

A quantificacdo de biofilmes tem sido realizada principalmente pela coloragdo com
cristal violeta, que quantifica a biomassa total do mesmo, corando componentes da
matriz extracelular, bem como células vivas e mortas. Ja o ensaio de reducdo de XTT,
ao mensurar a atividade metabolica, avalia apenas as células vivas (Azeredo et al.,
2017). Além dessas diferencas metodoldgicas, os biofilmes microbianos apresentam
uma importante heterogeneidade estrutural, bioldgica e quimica (Stewart e Franklin,
2008), que podem explicar a discrepancia entre a biomassa e a atividade metabolica do

biofilme de alguns isolados.
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A formacdo de biofilme por Candida spp. representa um importante problema
clinico para pacientes criticamente doentes, devido as opcOes terapéuticas limitadas.
Embora o desenvolvimento de resisténcia do biofilme contra as equinocandinas pareca
ser mais lento, um perfil elevado tem sido observado contra os azolicos (Fiori et al.,
2011; Maiolo et al., 2016; Swaminathan et al., 2018). E por isso, as equinocandinas tém
sido consideradas como tratamento de escolha para episodios de candidemia e de
candidiase invasiva associados a biofilmes (Almirante et al., 2017).

Um estudo conduzido em 2002 demonstrou a suscetibilidade dos biofilmes de C.
albicans e C. parapsilosis, apenas as formulacdes lipidicas de ANB (complexo lipidico
e a lipossomal) e equinocandinas (CAF e MIF), sendo resistentes aos triazois (FLC,
VRC e ravuconazol), nistatina, clorexidina, terbinafina e ANB desoxicolato (Kuhn et
al., 2002). Entretanto, recentemente foi demonstrada que tanto a ANB desoxicolato,
quanto a ANB lipossomal foram capazes de reduzir a biomassa de biofilmes de C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (Rodrigues e Henriques, 2017).

Além disso, foi demonstrada maior atividade da ANB desoxicolato quando
comparada a ANF contra biofilmes de C. parapsilosis (Valentin et al., 2016), em
concordancia com nossos resultados, que extrapolam essa observacdo para CAF e MIF.
Resultados anteriores sugerem que ANF seja mais efetiva contra biofilmes de C.
albicans e C. tropicalis do que de C. parapsilosis (Rosato et al., 2013).

Moderada e baixa atividade das equinocandinas contra biofilmes de C. parapsilosis
tém sido relatadas em varios estudos (Simitsopoulou et al., 2013; Guembe et al., 2014;
Shirazi e Kontoyiannis, 2015; Kovacs et al., 2016; Kovacs et al., 2017; Prazynska et al.,
2018). Particularmente, a MIF tem apresentado a melhor atividade anti-biofilme

(Simitsopoulou et al., 2013; Shirazi e Kontoyiannis, 2015).
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Recentemente foi descrita maior atividade in vitro da MIF contra biofilmes de C.
albicans, com alta atividade metabolica ou alta producdo de biomassa, sugerindo que a
suscetibilidade a essa equinocandina teria relacdo direta com a atividade metabolica ou
producdo de biomassa (Marcos-Zambrano, Escribano, Gonzalez Del Vecchio, et al.,
2014; Marcos-Zambrano et al., 2016). De fato, os biofilmes de C. glabrata, com as
maiores atividades metabdlicas, exibiram maior suscetibilidade a MIF, enquanto os
biofilmes de C. parapsilosis mostraram as menores atividades, sendo 0s menos
suscetiveis (Prazynska et al., 2018). No entanto, nossos resultados ndo mostraram
qualquer atividade in vitro da MIF, contra biofilmes de C. parapsilosis com alta
atividade metabdlica e alta producdo de biomassa, assim como observado recentemente
por outros autores (Kovacs et al., 2017), demonstrando que essas caracteristicas nao
influenciam na suscetibilidade do biofilme dessa espécie.

A grande variabilidade na formagdo de biofilme entre os isolados de C.
parapsilosis (Silva, S. et al., 2009; Silva et al., 2011) e a atividade anti-biofilme da
ANB desoxicolato espécie e cepa-dependente (Prazynska e Gospodarek, 2014;
Rodrigues e Henriques, 2017) ja foram demonstradas. Desta forma, ANB desoxicolato
pode ser considerada uma alternativa, quando possivel, ao tratamento antifungico das
infeccdes associadas ao biofilme de C. parapsilosis. Esta op¢do poderia ser proposta,
particularmente em paises cujos recursos na area da satde sao limitados, o que dificulta
0 acesso as formulagdes lipidicas de ANB, de custos substancialmente mais elevados
(Tonin et al., 2017). De fato, nossos resultados mostraram a boa atividade in vitro da
ANB desoxicolato contra biofilmes de C. parapsilosis, oposto aos resultados obtidos

com as equinocandinas testadas.
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Estudos multicéntricos, com isolados exibindo diferentes perfis de formacdo de
biofilme, bem como a atividade in vivo da ANB desoxicolato, devem ser avaliados para
confirmar nossos resultados. No entanto, esses dados reforcam o alerta aos médicos,
sobre a possivel persisténcia de infecgdes causadas por C. parapsilosis no ambiente
hospitalar, devido a prescricdo empirica de equinocandinas para tratar candidemias
relacionadas ao cateter (Larkin et al., 2018).

Vaérias proteinas da parede celular, denominadas adesinas, sdo responsaveis pela
adesdo das células de Candida spp. em superficies bidticas e abioticas, como a do
cateter (Cavalheiro e Teixeira, 2018). Deste modo, a analise protedmica pode identificar
potenciais marcadores diagnosticos e alvos terapéuticos das infec¢bes associadas ao
biofilme (Sardi et al., 2014).

A técnica de 2D-PAGE continua sendo a mais utilizada na analise protedmica de
um sistema bioldgico, sendo sua versdao modificada (2D-DIGE) a mais sensivel e
reprodutivel, devido a marcacdo diferencial das amostras de proteina com fluoréforos
(Meleady, 2018).

Anélises protedmicas de células planctdnicas e sésseis de C. albicans, C. glabrata,
C. krusei e C. parapsilosis, tém sido realizadas por 2D-PAGE ou 2D-DIGE (Martinez-
Gomariz et al., 2009; Seneviratne et al., 2010; Serrano-Fujarte et al., 2016). Em um
desses estudos, a andlise por 2D-PAGE, mostrou a diminuicdo da expressdo de nove
proteinas da parede celular, nas células sésseis de C. parapsilosis, na presenca de
diferentes concentracfes de H202, em resposta ao estresse oxidativo (Serrano-Fujarte et
al., 2016). Contudo, além de ser laboriosa, demorada (pelo menos uma semana), e
pouco automatizada, essa técnica pode apresentar baixa resolugdo para as proteinas de

dificil separacéo (Meleady, 2018).
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A técnica de MALDI-TOF MS tem sido utilizada para identificar proteinas da
parede, membrana e superficie celular das leveduras, hifas e biofilmes de C. albicans
(Cabezon et al., 2009; Martinez-Gomariz et al., 2009; Vialas et al., 2012; Awad et al.,
2018; ElI Khoury et al., 2018). Um estudo prévio indicou o potencial uso dessa
ferramenta, para diferenciar a expressdo proteica dos isolados, em diferentes condigdes
de cultivo (Qian et al., 2008). Mais recentemente, esse metodo foi capaz de distinguir os
perfis protebmicos da forma filamentosa e ndo filamentosa do mesmo isolado de C.
albicans (Zohbi et al., 2014).

O estudo de Kubesova et al. (2012) demonstrou a potencial aplicacdo do MALDI-
TOF MS na discriminacdo fenotipica de isolados de C. parapsilosis, produtores de
biofilme e isolados ndo produtores. No entanto, a analise de maior quantidade de
isolados demonstrou baixa reprodutibilidade dessa técnica, mesmo utilizando diferentes
matrizes, meios de cultivos e tempos de incubagdo (Mlynarikova et al., 2016).

Poucas diferencas entre os perfis protedmicos de células plancténicas e sésseis de
C. parapsilosis foram previamente observadas por MALDI-TOF MS por Mlynérikova
et al. (2016). Embora tenha sido utilizado o0 mesmo meio para os cultivos das células
sésseis e plancténicas, estas foram cultivadas em meio liquido, contido em frascos de
um material ndo descrito pelos autores. A formacdo de biofilme por C. parapsilosis, na
superficie de diversos biomateriais tem sido descrita (Ciok-Pater et al., 2009; Estivill et
al., 2011; Cuéllar-Cruz, Vega-Gonzélez, et al., 2012), como por exemplo, nas
superficies plasticas dos tubos utilizados em ensaios laboratoriais (Cerikcioglu et al.,
2004). Do mesmo modo, ja foi demonstrada a capacidade de C. parapsilosis de aderir e
formar biofilme em superficies de vidro (Gallardo-Moreno et al., 2004; Rajkowska e

Kunicka-Styczynska, 2018). Portanto, a provavel formacdo de biofilme na parede dos



68

frascos utilizados pelos autores para os cultivos das células planctonicas, justificaria as
diferencas pouco perceptiveis em relacdo ao perfil protebmico das células sésseis.

Em nosso estudo, para evitar esta limitacdo técnica, as células plancténicas foram
cultivadas no mesmo meio (RPMI 2%G) utilizado nos ensaios de biofilme, na forma de
agar. Além disso, foi realizada a analise dos perfis protedmicos das células plancténicas
e sésseis de C. parapsilosis, inclusive de C. albicans SC5314, em duas plataformas
distintas, de MALDI-TOF MS. O menor tempo e quantidade de amostra necessaria,
assim como a maior reprodutibilidade dos dados nesse método, quando comparado com
as técnicas de eletroforese em gel (Kubesova et al., 2012), demonstram a potencial e
atrativa aplicacdo de MALDI-TOF MS em analises protedmica de biofilmes.

As plataformas VITEK-MS™ ¢ Microflex™ diferenciaram os perfis protedmicos
das células planctonicas e sésseis de C. parapsilosis (sensu stricto) com alta formacao
de biofilme, e da cepa C. albicans SC5314, indicando a presenca de proteinas
especificas de biofilme. Contudo, analises multicéntricas, de isolados exibindo
diferentes perfis de formacdo de biofilme, e de outras espécies patogénicas de Candida,
sd0 necessarias para validar a aplicacdo da técnica de MALDI-TOF MS, sugerida no
presente estudo.

Os azolicos sdo os farmacos mais utilizados para o tratamento de infecgbes por
Candida spp., principalmente o FLC, devido ao seu baixo custo e toxicidade, além de
excelente biodisponibilidade em diferentes formulages (Ben-Ami, 2018; De Oliveira
Santos et al., 2018). No entanto, s&o varios os relatos de desenvolvimento de resisténcia
a esta classe de antifungico, inclusive em C. parapsilosis (Choi et al., 2018; De Oliveira

Santos et al., 2018; Maria et al., 2018). A presente investigagdo microbiologica revelou
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a emergéncia de isolados resistentes ao FLC e VRC, em dois hospitais universitarios
publicos brasileiros.

A contribuicdo de mutacBes presentes no gene ERG11, para a resisténcia aos
azolicos em C. parapsilosis, foi demonstrada em estudos prévios (Berkow et al., 2015;
Grossman et al., 2015; Asadzadeh et al., 2017; Choi et al., 2018). Na presente andlise, a
mutacdo A395T no gene ERGI11, foi identificada exclusivamente entre isolados
resistentes ao azolicos do HUMAP-UFMS (Tabela 7). No entanto, essa mutacao nao foi
observada em dois isolados resistentes ao FLC (58 H e 69155), indicando o
envolvimento de outros mecanismos moleculares, como a superexpressdo de ERG11 e
bombas de efluxo (Souza et al., 2015). Apesar de detectada no isolado 69155 do HU-
USP, a mutacdo G1193T, isoladamente, parece ndo contribuir para a resisténcia aos
azolicos, pois também foi observada, tanto em isolados resistentes como em suscetiveis,
em outros estudos (Berkow et al., 2015; Grossman et al., 2015; Asadzadeh et al., 2017).

Maiores persisténcia e proporcdo de isolados de C. parapsilosis, portadores da
mutacdo A395T no gene ERG11 no ambiente hospitalar, tém sido relatadas quando
comparadas as de isolados resistentes, sem essa mutacdo (Grossman et al., 2015; Choi
et al., 2018). Esses resultados indicam a maior propensao dos isolados com a mutagéo
A395T em causar transmissdo clonal, o que explicaria a ocorréncia do surto apenas no
HUMAP-UFMS.

Alguns estudos tém demonstrado que isolados de C. parapsilosis NSA tendem a se
agrupar em UTlIs (Pfaller et al., 2008; Raghuram et al., 2012; Govender et al., 2016),
embora a andlise molecular dos isolados ndo tenha sido realizada nesses relatos.

Confirmando essa tendéncia, Pinhati et al. (2016) e Magobo et al. (2017) evidenciaram,
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pela tipagem molecular dos isolados, a ocorréncia de surtos de candidemia, causada por
C. parapsilosis resistente ao FLC, nas UTIs adulta e neonatal, respectivamente.

O baixo grau de discriminacdo do PFGE, para investigar a relacdo genética entre
isolados de C. parapsilosis, foi demonstrado em estudos anteriores (Riederer et al.,
1998; Pulcrano et al., 2012). Por outro lado, a analise de microssatélites tem sido capaz
de distinguir isolados epidemiologicamente relacionados, e identificar alteracdes
microevolutivas entre os isolados envolvidos em surtos (Sabino et al., 2010; Pulcrano et
al., 2012).

A investigacdo epidemiologica molecular, realizada no HUMAP-UFMS pela
analise de microssatélites, revelou que todos os isolados clonais de C. parapsilosis
(sensu stricto) NSA foram detectados no CTI adulto (Figura 16). O isolado 29 H
apresentou uma heterozigose exclusiva no Locus B, que sugere a ocorréncia de uma
microevolugdo genética, possivelmente relacionada a condigdes de estresse, como o
contato prévio com antifungicos (Sampaio et al., 2005). Essa metodologia também
diferenciou dois isolados (29 H e 58 H), que apresentaram o mesmo perfil de bandas no
PFGE (Figuras 13 e 14). Apesar de resistente ao FLC, o isolado 58 H apresentou baixa
similaridade genética (42,9%) com os isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto)
NSA (Figura 16). A distancia entre o CTI adulto e a unidade renal, de onde o isolado
58 H era proveniente, assim como o intervalo de tempo entre os isolamentos (mais de
um ano), poderiam explicar a falta de relagéo entre esses isolados.

Apesar do poder discriminatério elevado, a anélise de microssatélites ndo foi capaz
de diferenciar o isolado 422 PC, sem a mutacdo A395T no ERG11, dos isolados clonais

de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA com essa mutagdo. Uma limitacdo deste método
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€ 0 namero restrito de loci analisados, que pode ser insuficiente para distinguir isolados
ndo relacionados (Alanio et al., 2017).

Este estudo revelou a persisténcia de isolados clonais de C. parapsilosis (sensu
stricto) NSA, por mais de dois anos, no CTI adulto de um hospital universitario publico
brasileiro (Tabela 7 e Figura 16), evidenciando o segundo surto, envolvendo isolados
resistentes aos azolicos, documentado no Brasil. O primeiro relato descreveu um surto
de candidemia causada por isolados de C. parapsilosis (sensu stricto) resistentes ao
FLC, na UTI adulta de um hospital privado (Pinhati et al., 2016).

Ainda sdo poucos 0s estudos que se propuseram a monitorar a resisténcia aos
azoélicos e investigar a relacdo molecular entre os isolados de C. parapsilosis,
concomitantemente (Pinhati et al., 2016; Magobo et al., 2017; Choi et al., 2018).
Portanto, surtos ndo detectados de infecces causadas por isolados NSA, podem estar
ocorrendo, silenciosamente, em ambientes hospitalares no Brasil e em outros paises.

Estudos que correlacionaram os surtos causados por C. parapsilosis com fatores de
viruléncia dos isolados envolvidos sdo ainda mais raros. Analises iniciais observaram
que os isolados clonais produziam mais biofilme do que os isolados geneticamente néo
relacionados, sugerindo que a capacidade de formacé&o de biofilme poderia desempenhar
algum papel em surtos de C. parapsilosis (Kuhn et al., 2004). Contrariamente, baixa
capacidade de formagdo de biofilme foi observada nos isolados de C. parapsilosis
(sensu stricto) NSA do HUMAP-UFMS (Figura 2), indicando que essa capacidade pode
ndo ser um fator causal critico para a ocorréncia de surtos.

Vaérios estudos tém demonstrado a transmisséo horizontal, em surtos de candidiase
invasiva por C. parapsilosis, ao evidenciar a similaridade genética entre isolados

clinicos e aqueles encontrados nas méos dos profissionais de saude (Huang et al., 1999;
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Barchiesi et al., 2004; Van Asbeck et al., 2007; Hernandez-Castro et al., 2010). Em
nosso estudo, quatro isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA foram
recuperados de PC, indicando o0 manuseio inadequado do CVC, como uma provavel via
de transmisséo do surto no CTI adulto do HUMAP-UFMS.

Uma limitacdo da nossa investigacao foi ter sido realizada retrospectivamente, ndo
tendo sido possivel coletar amostras das maos dos profissionais de satde e do ambiente
hospitalar. A triagem de amostras adicionais das méos dos profissionais de saude, dos
dispositivos médicos invasivos e de superficies do ambiente hospitalar, poderia ter
melhorado a compreensdo do processo de transmissdo nosocomial, e contribuido, mais
efetivamente, para controlar a propagacao dos isolados clonais de C. parapsilosis NSA.

Diabetes mellitus foi identificada, em estudo prévio, como fator de risco
independente para infeccdo por C. parapsilosis (sensu stricto) NSA (Pinhati et al.,
2016). No presente estudo, foi observado um padrédo semelhante, sendo que 44% dos
pacientes, com cultura positiva para isolados NSA, tinham diabetes, enquanto nenhum
dos pacientes infectado por isolados SA era portador dessa doenca. Entretanto, nédo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, devido ao baixo nimero
de pacientes analisados (Tabela 9).

Pacientes que fizeram uso de antifungicos previamente, apresentaram uma
tendéncia a ter culturas positivas para os isolados clonais de C. parapsilosis (sensu
stricto) NSA, enquanto ter recebido corticosteroide foi estatisticamente associado. De
fato, a maioria dos pacientes internados no CTI adulto apresentavam doencas
pulmonares, que necessitavam de tratamento com corticosteroides (Tabela 9).

Lotes especificos de esteroides injetaveis contaminados tém sido associados a

infeccBes por fungos filamentosos (CDC, 2002), e ao maior surto relacionado aos
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cuidados de satde ja detectado nos EUA (Kauffman e Malani, 2016). Os pacientes
infectados pelos isolados clonais de C. parapsilosis (sensu stricto) NSA identificados no
nosso estudo, receberam diferentes farmacos da classe dos corticosteroides
(dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona). Portanto, a possibilidade de a
contaminacdo desses medicamentos ter sido a causa do surto no CTI adulto do
HUMAP-UFMS ¢ improvavel. A persisténcia dos isolados clonais NSA, nesta unidade
hospitalar, pode ter sido decorrente da inadequada higienizacdo das maos e desinfeccao
do ambiente hospitalar (Guo et al., 2015; Qi et al., 2018), e 0 uso de corticosteroides

acarreta no aumento da manipulacdo do cateter implantado no paciente.
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram que, a distribuicdo das espécies do complexo C.
parapsilosis foi semelhante nos dois hospitais universitarios publicos brasileiros
avaliados, com o predominio de C. parapsilosis (sensu stricto) entre os isolados
clinicos.

A técnica de MALDI-TOF MS identificou as espéecies C. parapsilosis (sensu
stricto), C. orthopsilosis e C. metapsilosis com acuracia, demonstrando o0 mesmo
desempenho das técnicas moleculares de RAPD e RFLP. Estas duas Gltimas espécies
devem ser consideradas como potenciais agentes de candidemia.

Isolados ndo suscetiveis aos azolicos estdo emergindo nos dois hospitais avaliados,
com a maior frequéncia no HUMAP-UFMS, de Campo Grande-MS.

Todos os isolados do complexo C. parapsilosis apresentaram capacidade de
producdo de biofilme, sendo sua atividade metabdlica independente da quantidade de
biomassa. A alta formacéo foi observada apenas em C. parapsilosis (sensu stricto).

As células sésseis dos isolados com alta formacdo de biofilme apresentaram
elevada resisténcia a anidulafungina, caspofungina e micafungina. A anfotericina B foi o
unico antifangico que apresentou atividade in vitro contra esses biofilmes.

Ambeas as plataformas, Microflex™ e VITEK-MS™, foram capazes de diferenciar
os perfis protedmicos das células planctonicas e sesseis de C. parapsilosis (sensu
stricto) com alta formacao de biofilme, indicando a possibilidade de identificar novos

alvos terapéuticos ou biomarcadores por esta técnica.



75

A mutacdo A395T foi identificada exclusivamente entre os isolados clonais NSA
do HUMAP-UFMS, e outros mecanismos de resisténcia podem estar envolvidos no
isolados sem essa mutacao.

A genotipagem de C. parapsilosis (sensu stricto) pela analise de microssatélites
revelou persisténcia de isolados clonais ndo suscetiveis aos azolicos por mais de dois
anos no CTI adulto do HUMAP-UFMS.

A correlacdo dos genotipos com os dados clinicos coletados demonstrou associagdo
estatistica do uso de corticosteroide com culturas positivas para isolados clonais de C.

parapsilosis (sensu stricto) ndo suscetiveis aos azolicos.



7 ANEXOS

Anexo A - Formulrio para coleta de dados dos prontuarios dos pacientes

PROJETO: BIOFILMES NO COMPLEXO Candida parapsilosis: ANALISE

PROTEOMICA E IDENTIFICAGAO DAS ESPECIES POR MALDI-TOF, E
DETERMINAGCAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

RG - HU:

Nome:

76

Sexo:( )Masc ( )Fem Idade:

Setor de internagao:

( )PAM
( )DIP

() Emergéncia

() Cirdargicas I, ll ou lll

( )UCO/RCPO ( )CTladulto

APACHE II

Data Internagao__/ |/

(
(

(

Data nascimento: !

) Clinica Médica
) Unidade Renal

) N&o realizado

) Motivo:

Data coleta

Material

(sangue, ponta de cateter, AMO, LCR) (1H,2PC, 3 AMO, 4 LCR)

Identificacao

Dias de internacgao até candidemia:

Neutroéfilo total no dia da Infecgao:

Comorbidades:
() HIV positivo
()
()
()
()

Doenca pulmonar:

Diabetes mellitus
Insuficiéncia hepatica

Doenca neurolégica

— -

Céncer/Leucemia

Doenc¢a cardiaca:

Doenca auto-imune:

)
)
) Insuficiéncia renal (aguda/crénica)
)
)

Hemopatias:

continua
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Anexo A - Formulario para coleta de dados dos prontuarios dos pacientes
(concluséo)

Exposicao prévia a procedimentos médicos e medicamentos, e colonizacdo prévia:

) Cateter urinario () Cateter de dialise peritoneal () Cateter venoso central
) Hemodiélise () Didlise peritoneal () Cirurgia

) Ventilacdo Mecéanica () Nutricdo Parenteral () Hospitalizacéo prévia
) Corticoide (dexametasona e outros): dose? mg/kg

) Antibiotico: Qual(ais):
)
)

Antifungico: Qual?(ais)

(
(
(
(
(
(
(

Internacéo no CTI () Colonizagéo prévia por Candida? Espécie

Tratamento antifiingico sistémico PREVIO a candidiase: ( ) SIM( )NAO
Antifangico prévio |Inicio | Término | Posologia Dias de tratamento

Tratamento antifungico APOS a coleta: ( )SIM ( )NAO
Antifingico Inicio Término Posologia Dias de tratamento

Troca de antifiingico apds identificacao da C. parapsilosis: () SIM () NAO

Antifangico prévio |Inicio | Término | Posologia Dias de tratamento

Combinacao de antifingicos sistémicos: ( ) SIM ( )NAO

() Fluconazol () Voriconazol
() Anfotericina B desoxicolato () Anfotericina B Lipossomal
() Anidulafungina () Micafungina

Negativacao da Cultura: SIM( ) NAO( ) Data__/ [/

Apos quantos dias de tratamento antifingico:

Desfecho clinico: ( ) alta hospitalar Data da alta hospitalar.__ / /
() 6bito Data do ébito:__ /|

Total de dias de internagao:
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Anexo B - Aprovacdo do comité de ética em pesquisa

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE W"P
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Biofilmes no complexo Candida parapsilosis: analise protedmica e identificacéo das
espécies por MALDI-TOF, e determinac¢éo do perfil de suscetibilidade acs antifungicos

Pesquisador: Gilda Maria Barbaro Del Negro

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 32118414.8.0000.0065

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.912.028

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de estudo nacional, descritivo transversal, retrospectivo e prospectivo.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo principal é a analise protedmica e identificacdo das espécies do complexo Candida parapsilosis
por MALDI-TOF e determinacéo do perfil de susceptibilidade acs antifingicos. Os locais de estudo serédo
dois hospitais publicos, um no estado de SP e outro em MS.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: baixos, os mesmos pertinentes ao profissional da saude.

Beneficios: perfil de biofilmes e perfil de sensibilidade ao antifungico pode colaborar com a terapéutica
especifica.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa inédita, tema de relevéncia e com impacto futuro nas estratégias terapéuticas antifungicas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Todos apresentados de forma adequada.

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br

Péagina 01de 03

continua
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Anexo B - Aprovacgdo do comité de ética em pesquisa (continuacao)

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE W“‘P
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuacdo do Parecer: 1.912.028

Recomendacodes:
Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Verséa do projeto com emenda - justificativa: aplicacdo de formulario de coleta de dados dos prontuarios de
pacientes no HU-UFMS para investigacéo de surto de infeccdes hematogénicas causadas por isolados
resistentes aos antifingicos azdlicos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
InformacGes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_855025( 18/01/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 11:54:01
Qutros Carta_Anuencia_prontuarios_NHUUFM | 18/01/2017 | Gilda Maria Barbaro | Aceito

S.pdf 11:46:08 | Del Negro
Qutros FormularioProntuarios. pdf 18/01/2017 | Gilda Maria Barbaro | Aceito
11:39:46 | Del Negro
Folha de Rosto Folha de rosto Plataforma Brasil 06/06/2014 Aceito
(assinada).pdf 16:58:08
Outros Cadastro de Protocolo de Pesquisa CEP| 06/06/2014 Aceito
-FMUSP pdf 11:33:56
Outros Declaracéo Anuéncia - HU-USP.PDF 06/06/2014 Aceito
09:36:21
Outros Declaracdo Anuéncia UNIFESP.pdf 06/06/2014 Aceito
09:35:52
Outros Declaracéo anuéncia - LAC NHU 06/06/2014 Aceito
UFMS.ipg 09:34:27
Projeto Detalhado / |PROJETO DE DOUTORADO.pdf 30/05/2014 Aceito
Brochura 16:48:08
Investigador
QOutros Cadastro-Protocolo-Pesquisa HU- 30/05/2014 Aceito
USP.pdf 16:44:11
Outros Orcamento financeiro HU-USP.pdf 30/05/2014 Aceito
16:40:55
Outros Cronograma de execucao HU-USP.pdf 30/05/2014 Aceito
16:40:02
Outros Solicitacao de insencao de TCLE - HU- 30/05/2014 Aceito
USP.pdf 16:39:15
Outros Declaracao dos beneficios HU-USP.pdf | 30/05/2014 Aceito
16:37:11
Outros Declaracdes de Anuéncia CP e 30/05/2014 Aceito
Infraestrutura HU-USP.pdf 16:36:04

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br

Péagina 02 de 03

continua



Anexo B - Aprovacao do comité de ética em pesquisa (concluséo)

%ﬁoboﬁorrrp

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuagdo do Parecer: 1.912.028

asil

80

Qutros Declaracao de confidencialidade.pdf 30/05/2014 Aceito
16:35:50
Qutros Declaracao de compromisso HU- 30/05/2014 Aceito
USP.pdf 16:35:35
Situacgdo do Parecer:
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Anexo C - Alinhamento das sequéncias do gene ERG11 (1.569 pb) dos isolados de
Candida parapsilosis ndo suscetiveis aos azolicos com a sequéncia da cepa ATCC
22019. As mutacdes pontuais (T591C, A395T, G1193T) estdo realcadas no texto

10 20 30 40 50 60 70 80

ATCC 22019 ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
58 H ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
87 H ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
137 H ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
88 H ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
542 AMO ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
16 PC ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
340 PC ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
422 PC ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
29 H ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
1131 PC ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
233 ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
69155 ATGGCATTAG TTGATTTAGC CCTTCATGGG TACAACTACT TTATGACTCT TAGTACCCTT CAACAATTTG GTTTACTTGT
Moo | ool st i ol swsfrmesll] ctiwesidl] =olboosil x welfsoss)
90 100 110 120 130 140 150 160

ATCC 22019 GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
58 H GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
87 H GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
137 H GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
88 H GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
542 AaMmO GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
16 PC GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
340 PC GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
422 PC GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
29 H GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
1131 PC GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
233 GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
69155 GTTTGCTCCT TTCATTTACA ACATCATTTG GCAACTACTT TATTCACTCA GAAAAGATCG TGTTCCATTA GTATTTTATT
Lcsee o) commdsr sl ssmentbiecses sl msssselfesssmgl] ccscoibhessenalll, esmardfismonsell cnallfoscsalll. = seritlisemeesl]
170 180 190 200 210 220 230 240

ATCC 22019 GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
58 H GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
87 H GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
137 H GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
88 H GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
542 AaMmO GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
16 PC GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
340 PC GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
422 PC GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
29 H GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
1131 PC GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
233 GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
69155 GGATTCCCTG GGTTGGTTCA GCCGTATCTT ATGGACAGGA TCCATATGGG TTTTTTGAAC AATGTCGTGA AAAATATGGT
Ml sllll ooy A conellon: il veadliamdll sondlloeall sedlasmmll soualmel : il
250 260 270 280 290 300 310 320

ATCC 22019 GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
58 H GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
87 H GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
137 H GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
88 H GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
542 AMO GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
16 PC GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
340 PC GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
422 PC GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
29 H GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
1131 PC GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
233 GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
69155 GATTTATTTT CATTTGTTAT GTTGGGTAGA GTAATGACGG TGTACTTGGG TCCCAAGGGT CATGAATTTG TGTTTAATGC
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330 340 350 360 370 380 390 400

ATCC 22019 TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTACGATT
58 H TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTACGATT
87 H TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
137 H TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
88 H TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
542 aAMO TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
16 PC TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
340 PC TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
422 PC TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTACGATT
29 H TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTACGATT
1131 PC TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTTCGATT
233 TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTACGATT
69155 TAAATTGTCT GATGTTTCTG CTGAAGACGC CTATCAACAT TTGACTACCC CTGTTTTTGG AAAAGGTGTT ATTTACGATT
Al Ak edilonalll sonllieesdll seillmedl asdicoil o o llimll sl v gl
410 420 430 440 450 460 470 480

ATCC 22019 GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
58 H GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
87 H GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
137 H GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
88 H GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
542 AMO GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
16 PC GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
340 PC GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
422 PC GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
29 H GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
1131 PC GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
233 GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
69155 GTCCGAATGC AAGACTTATG GAGCAAAAGA AGTTCGCAAA GACCGCATTG ACTACCGATT CTTTTAGAAG ATACGTGCCA
fceer ol estilficccnadll cmestiiliesecccallll vrcctifllonentdl s vcctibliccerill o esillcstibll seccses ittt eccee Mool
490 500 510 520 530 540 550 560

ATCC 22019 TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
58 H TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
87 H TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
137 H TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
88 H TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
542 AMO TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
16 PC TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
340 PC TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
422 PC TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
29 H TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
1131 PC TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
233 TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
69155 TTGATTAGAG GGGAAATTTT GGATTATTTT ACCAAATCTA AGGTGTTCAA TATGAAGAAA CAGAAAAGTG GCGTTGTTGA
B ol ssllfbsscrscol]) mesdilfusmint]]] ool sidlbciinill, s sisHfmneail] m:ov sl msss Wsmeed]
570 580 590 600 610 620 630 640

ATCC 22019 TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT TTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
58 H TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
87 H TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
137 H TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
88 H TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
542 aAMO TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
16 PC TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
340 PC TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
422 PC TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
29 H TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
1131 PC TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
233 TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
69155 TGTATTGCAA TCACAACCAG AAATAACCAT CTTCACTGCA TCTAGATCCT TATTAGGAGA AGCAATGAGG AAAAGATTTG
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650 660 670 680 690 700 710 720

ATCC 22019 ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
58 H ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
87 H ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
137 ‘H ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
88 H ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
542 AMO ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
16 PC ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
340 PC ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
422 PC ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
29 H ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
1131 PC ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
233 ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
69155 ATGCTTCATT TGCTCAATTG TATGCTGATT TAGATAAAGG ATTCACCCCA ATCAATTTTG TTTTCCCACA CTTGCCATTA
ol sedlcengl) sscmdlcen gl moseelbcnglll sexmtlncesll o sollvcongll svendlssemell e sosile-sgl
730 740 750 760 770 780 790 800

ATCC 22019 CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
58 H CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
87 H CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
137 ‘B CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
88 H CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
542 AMO CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
16 PC CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
340 PC CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
422 PC CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
29 H CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
1131 PC CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
233 CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
69155 CCTCATTATT GGAAACGTGA TGCTGCGCAA CAAAAGATTT CTGAAACGTA TATGACAGAG ATTGCTAGAA GAAGAGAGAC
sillscsss ol s s R scrilbevess i) soselessl| szl s} sl = wlfamned]
810 820 830 840 850 860 870 880

ATCC 22019 GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
58 H GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
87 H GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
137 H GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
88 H GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
542 AMO GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
16 PC GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
340 PC GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
422 PC GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
29 H GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
1131 PC GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
233 GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
69155 GGGTGACATT GATGAAAATC GTGATTTAAT CGATTCTTTA TTGGTAAACT CTACATACAA AGATGGTGTT AAAATGACTG
Hlore 8 ot crer ol ontilhccse ol excitilicnemlll coniiidBecenseedll ecssillimmteall et & sctilbssiid]
890 900 910 920 930 940 950 960

ATCC 22019 ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
58 H ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
87 H ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
137 H ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
88 H ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
542 AMO ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
16 PC ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
340 PC ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
422 PC ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
29 H ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
1131 pC ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
233 ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG
69155 ATCAGGAAAT TGCTAACTTG TTGATTGGTG TTTTGATGGG AGGACAGCAT ACTAGTGCCA CTACATCTGC TTGGTTTTTG

continua



84

Anexo C - Alinhamento das sequéncias do gene ERG11 (1.569 pb) dos isolados de
Candida parapsilosis ndo suscetiveis aos azolicos com a sequéncia da cepa ATCC
22019. As mutacdes pontuais (T591C, A395T, G1193T) estdo realcadas no texto
(continuacéao)

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

ATCC 22019 TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
58 H TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
87 H TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
137 H TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
88 H TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
542 AMO TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
16 PC TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
340 PC TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
422 PC TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
29 H TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
1131 PC TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
233 TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
69155 TTGCATTTGG CTGAGAAGCC ACAATTACAA GATGAATTGT ATCAAGAGGT TCTTAATGCC TTATCTGGTA AAGGTGGCAA
Mswsal smedless [ asailseail s sleeil woadlinnll s selised] wnsh 5l sow leamsl

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
ATCC 22019 CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
58 H CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
87 H CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
137 H CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
88 H CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
542 AMO CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
16 PC CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
340 PC CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
422 PC CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
29 H CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
1131 PC CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
233 CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
69155 CTTGGATGAT TTATCGTATG AGGATTTGCA ACAAATGCCA TTGGTTAACA ACACCATCAA GGAAACCCTC AGATTACACA
ilmsal sspalin bamelis ol s il soralbessl voeledl sl il o [l

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
ATCC 22019 TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
58 H TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
87 H TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
137 H TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
88 H TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
542 AMO TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
16 PC TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
340 PC TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
422 PC TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
29 H TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
1131 pPC TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
233 TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TAGAGGACAC
69155 TGCCATTACA TTCCATATTC AGAAAAGTTG TTTCTCCCTT GGTTGTGCCA AACACAAAGT ATATTGTCCC TATAGGACAC

sl sl Basmnlinall selised sealbsssl v oelbs d sl = rom e

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
ATCC 22019 CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
58 H CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
87 H CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
137 H CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
88 H CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
542 AMO CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
16 PC CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
340 PC CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
422 PC CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
29 H CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
1131 PC CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
233 CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG
69155 CACGTATTGG TGTCACCAGG TTATGCTCAT ACAAACGAAA GATTTTACAA GGACGCATCT GATTTCAACC CTCACAGATG

continua
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Anexo C - Alinhamento das sequéncias do gene ERG11 (1.569 pb) dos isolados de
Candida parapsilosis ndo suscetiveis aos azolicos com a sequéncia da cepa ATCC
22019. As mutacdes pontuais (T591C, A395T, G1193T) estdo realcadas no texto
(concluséo)

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

ATCC 22019 GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
58 H GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
87 H GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
137 H GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
88 H GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
542 AMO GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
16 PC GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
340 PC GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
422 pPC GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
29 H GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
1131 PC GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
233 GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
69155 GGATGAATCA GCATCCACCA ATGACGCAGG TGAAGTTGAT TATGGATTTG GTAAAGTTTC CAAAGGTGTT AGCTCTTCGT
szl sssmmsel lsssrsas Jllbszorsest Messons Jlmseesestlcenosailll spsssestlieasl s sl bssessbll,. srmecsssfibeses M. axssswolibrosses
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
ATCC 22019 ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
58 H ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
87 H ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
137 H ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
88 H ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
542 aMmo0 ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
16 PC ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
340 PC ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
422 PC ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
29 H ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
1131 PC ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
233 ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
69155 ATTTGCCATT TGGTGGTGGA AGACATAGAT GTATTGGTGA ACAGTTTGCC TATGTCCAAT TGGGAACAAT CTTGACCACA
Mlssrevss]l ssoseedflsesnscs [semsealissessel ]| st oucsall L emsses st Pl sucmdfboamil], sesmslioses S| snsrersa] orsmsdl]
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
ATCC 22019 TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
58 H TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
87 H TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
137 H TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
88 H TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
542 AaMO TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
16 PC TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
340 PC TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
422 PC TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
29 H TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
1131 PC TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
233 TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
69155 TTTGTTTATA ATCTTAAATG GAAATTGGCA AATGGTAAAG TGCCTGATGT TGATTATACT TCAATGGTTA CGTTACCTCA
Almrss]] ssusmal[pemseass | wovamset] bseonsl | sossyen] cesssrdl) sevenseenfesvears
1530 1540 1550 1560
ATCC 22019 ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
58 H ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
87 H ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
137 H ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
88 H ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
542 AMO ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
16 PC ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
340 PC ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
422 pPC ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
29 H ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
1131 PC ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
233 ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA

69155 ACACCCAGCA GAAATTGTTT GGGAAAAAAG AGATACATGT GTAATCTGA
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The incidence of candidemia by the Candida parapsilosis complex has increased
considerably in recent decades, frequently related to use of indwelling intravascular
catheters. The ability of this pathogen to colonize healthcare workers (HCW)' hands,
and to form biofilm on medical devices has been associated with the occurrence
of nosocomial outbreaks and high mortality rates. Fluconazole has been the leading
antifungal drug for the treatment of invasive candidiasis in developing countries.
However, azole-resistant C. parapsilosis isolates are emerging worldwide, including in
Brazil. Few studies have correlated outbreak infections due to C. parapsilosis with
virulence factors, such as biofilm production. We thus conducted a microbiological
investigation of C. parapsilosis complex isolates from a Brazilian teaching hospital.
Additionally, we identified a previously unrecognized outbreak caused by a persistent
azole-resistant C. parapsilosis (sensu stricto) clone in the intensive care unit (ICU),
correlating it with the main clinical data from the patients with invasive candidiasis.
The molecular identification of the isolates was carried out by PCR-RFLP assay;
antifungal susceptibility and biofilm formation were also evaluated. The genotyping of
all C. parapsilosis (sensu stricto) was performed by microsatellite analysis and the
presence of ERGT1 mutations was assessed in the azole non-susceptible isolates.
Fourteen C. parapsilosis (sensu stricto) isolates were recovered from patients with
invasive candidiasis, eight being fluconazole and voriconazole-resistant, and two
intermediate only to fluconazole (FLC). All non-susceptible isolates showed a similar
pattern of biofilm formation with low biomass and metabolic activity. The A395T
mutation in FRGT7 was detected exclusively among the azole-resistant isolates.
According to the microsatellite analysis, all azole non-susceptible isolates from
the adult ICU were clustered together indicating the occurrence of an outbreak.
Regarding clinical data, all patients infected by the clonal non-susceptible isolates
and none of the patients infected by the susceptible isolates had been previously
exposed to corticostercids (p=0.001), while the remaining characteristics showed no
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1 | INTRODUCTION

Lomentospora prolificans  (formerly  Scedosporium  prolificans,
Scedosporium inflatum) is a ubiquitous melanized mold first described
in 1974 and found most in the soil, potted plants, sewage, and pol-
luted water.! First recognized as a human pathogen in 1984, many
infectious syndromes have been related to L. prolificans, depending
on the host susceptibility and route of a(:quisition.2 In immunocom-
petent hosts, localized infections (skin, eye, ear, and osteoarticular)
have been described, generally following surgery or trauma.’ L. prolif-
icans can also colonize the respiratory tract of cystic fibrosis patients
and may negatively influence the outcome of lung transplantation.4
In immunocompromised individuals, L. prolificans is considered the

most common agent of disseminated phaeohyphomycosis, which

Lomentospora prolificans is a filamentous fungus and an emerging pathogen in immu-
nocompromised patients. It is encountered most commonly in Australia, Spain, and
USA. We described the first case of Lomentospora prolificans fungemia in South
America. The patient was a hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) recipient
who developed the infection 37 days after stem cells infusion. In addition, we per-
formed a literature review of invasive lomentosporiosis in HSCT patients.

Brazil, Fungemia, Lomentospora prolificans, stem cell transplantation

is associated with high mortality despite antifungal therapy.Q'”

Although L. prolificans is considered an emerging pathogen, it seems
to be restricted to some countries in Europe (Spain, France, and
Germany), Australia, and some Southern states of United States of
America."”"® In South America, only a few cases of localized infec-
tions have been nepc;rt'ed.g'11 We report a L. prolificans disseminated
infection in a patient from Brazil that underwent hematopoietic stem

cell transplantation and conducted a literature review.

2 | CASE REPORT AND METHODS

A 17-year-old boy with X-linked chronic granulomatous disease

received an allogeneic hematopoietic stem cell transplantation

Transpl Infect Dis. 2018;20:e12908.
https://doi.org/10.1111/tid.12908

wileyonlinelibrary.com/journal/tid
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Candida blankii: an emergent opportunistic
yeast with reduced susceptibility to

antifungals
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In 1968, Buckley and van Uden described the non-
fermenting yeast Candida blankii (C. blankii) found in
the organs of a mink'. Until recently, this microorgan-
ism had only been the subject of biotechnological
research®”. However, in 2015, Zaragoza et al. reported a
14-year-old male patient with cystic fibrosis (CF), who
had pulmonary exacerbations with repeated isolation of
C. blankii from respiratory samples®. This finding raised
the hypothesis that this yeast could be a relevant
pathogen for CF patients”.This paper corroborates this
initial observation by describing a bloodstream infection
by C. blankii in a CF patient who underwent lung
transplantation.

A 16-year-old female with CF was referred to our lung
transplant center in March 2016. Her recent medical
history was notable for severe pulmonary exacerbations,
which required prolonged hospitalization and mechanical
ventilation. Her most recent preadmission sputum cul-
tures collected by the referring hospital showed positive
for Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Aspergillus sp., including positive
samples for Candida sp. (negative germ tube, isolates
not available) collected after itraconazole therapy
(200 mg/day) used to treat the pulmonary exacerbations.
In June 2016, she underwent bilateral lung transplantation
at the Hospital das Clinicas, University of Sao Paulo,
Brazil, under antimicrobial prophylaxis consisting of
teicoplanin, meropenem, cotrimoxazole and liposomal
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amphotericin B (L-AMB, 200 mg/day). However, during
the infusion of L-AMB, the patient presented hypoten-
sion, leading to the discontinuation of the antifungal
treatment. On the first postoperative day (POD), the
patient developed sepsis, and so blood cultures were
collected (Bactec aerobic and anaerobic/Plus, BD).
Peripheral and central venous catheter blood cultures
became positive for yeasts after 41 (anaerobic bottle) and
72 (aerobic bottles) hours of incubation, respectively. On
the third POD, due to the provisional report of yeasts on
blood cultures, micafungin (100 mg/day) was prescribed.
Blood cultures collected 72 h after the introduction of
micafungin became negative; transthoracic echocardio-
graphy and fundoscopic eye exam did not show any sig-
nificant results. The yeast isolate showing pale pink
colonies on chromogenic medium (BBL CHROMagar,
BD, Sparks, USA) were not identified by MALDI-TOF
mass spectrometry (Vitek MS™, IVD library, bioMérieux,
Marcy-L Etoile, France). Because clinical improvement
was observed, micafungin was maintained for 14 days.
The patient was discharged on the 39th POD.

The clinical isolate (HCFMUSPO1) was later identified
as C. blankii after sequence analysis of the internal tran-
scribed spacer 1 (ITS1, GenBank accession no.
MF573785) and DI1D2 region from the 26S subunit
(D1D2, GenBank accession no. MF940140) of the
rRNA"®, Since little is known about this microorganism
as an opportunistic pathogen, we further characterized
this species in terms of genetic and proteomic diversity,
antifungal susceptibility, biofilm production, and in vivo
virulence by analyzing the clinical isolate and the strains
(IICIM.1, BX90C, BX81A) from the yeast collection at the
Federal University of Minas Gerais, Brazil.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction
in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if

changes were made. The images or other third party material in this artide are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If
material is not included in the artide’s Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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Identification and antifungal susceptibility of Candida species
isolated from the urine of patients in a university hospital
in Brazil
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify Candida spp. isolated from candiduria episodes at a
tertiary hospital in the Midwest region of Brazil, and to determine their susceptibility profiles
to antifungal compounds. From May 2011 to April 2012, Candida spp. isolated from 106
adult patients with candiduria admitted to the University Hospital of the Federal University
of Mato Grosso do Sul were evaluated. Both, species identification and susceptibility testing
with fluconazole-FLC, voriconazole-VRC. and amphotericin B-AmB were carried out using
the Vitek 2. To discriminate species of the C. parapsilosis complex, a RAPD-PCR technique
using the RPO2 primer was performed. From the total of 106 isolates. 42 (39.6%) C. albicans
and 64 (60.4%) Candida non-albicans (CNA) - 33 C. tropicalis, 18 C. glabrata, 5 C. krusei,
4 C. parapsilosis sensu stricto, 2 C. kefvr. | C. lusitaniae. and 1 C. guilliermondii were
identified. All isolates were susceptible to AmB and VRC, whereas all C. glabrata isolates
presented either resistance (5.6%) or dose-dependent susceptibility (94.4%) to FLC. The
study of Candida spp. and their resistance profiles may help in tailoring more efficient
therapeutic strategies for candiduria.

KEYWORDS: Urine infections. Antifungal agents. Nosocomial candiduria. Candida species.
Antifungal susceptibility

INTRODUCTION

The isolation of Candida spp. from urine cultures may indicate colonization
or urinary tract infection (candiduria), but it may also be a sign of severe systemic
candidiasis or candidemia'. Candida spp. can reach the urinary tract via the
ascending route, from the urethra to the bladder, or by hematogenous spread. as
Candida spp. is filtered by the kidneys and excreted in the urine.

The ability to form biofilm and the production of hydrolytic enzymes, which
disrupt cell membranes, facilitate the spread of yeasts in the host, causing infection**.
Lesions in the renal pelvis, tubules, and ureters, and formation of a “fungus ball”,
which blocks and causes injury to the urinary system, are the main complications
associated with candiduria, while development of candidemia is unusual'*7.

The source of candidiasis in humans is mostly endogenous, as Candida spp. are
commensals in the digestive tract of a vast range of healthy people. Some conditions
allow these commensal yeasts to become opportunistic, resulting in candidiasis in
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Two cases of M. arupense infection have been reported
in immunosuppressed persons, both in HIV/AIDS patients
(manifesting as pulmonary infection in 1 patient and dis-
seminated disease in the other) (6). In our study, the im-
munocompromised patient with M. arupense tenosynovitis
received canakinumab, a relatively new biologic agent with
a prolonged selective IL-1 f-blockade. Even though the
contribution of canakinumab in this case is confounded by
concomitant immune deficiencies (natural killer cell defi-
ciency, high-dose corticosteroids), the temporal association
between initiation of canakinumab and the onset of symp-
toms raises concern of a possible association. Animal stud-
ies have shown that IL-1 plays a key role in host resistance
to mycobacterial infections by regulating Th1/Th2 immune
responses and inducing granuloma formation (9). Clinical
trials and systematic reviews assessing the safety of IL-1
inhibitors, including anakinra, rilonacept, and canakinum-
ab, have not shown that these drugs lead to an increased
risk of tuberculosis or other mycobacterial infections (70).
Nonetheless, our report provides increased evidence that
M. arupense 1s an emerging cause of tenosynovitis and that
it is potentially associated with immunosuppression.
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To the Editor: The epidemiology of yeast infections is
evolving, and species in the Candida haemulonii complex
have been identified as a cause of candidiasis (7). In 2012,
C. haemulonii complex was reclassified as 2 species and 1
variety: C. haemulonii (former group 1), C. duobushaemu-
lonii (former group II) and C. haemulonii var. vulnera (1).

Despite the growing knowledge about the biology and
clinical relevance of these pathogens, species-specific data
comparing clinical and microbiological aspects are lacking.
We describe the clinical and microbiological characteristics
of patients from 5 hospitals in Sdo Paulo, Brazil, whose cul-
tures were positive for the C. haemulonii complex species.

During January 2010-March 2015, samples from
case-patients in 5 hospitals affiliated with the University
of Séo Paulo were cultured; samples positive for C. /ae-
mulonii were further analyzed. Clinical and epidemiologic
data were retrospectively collected. Species identification
of the first isolate from each patient was made by sequenc-
ing the internal transcribed spacer region of the rRNA
gene (2). Sequence similarity searches were done by using
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Antifungal
susceptibility testing was performed by using the Clinical
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Does the Capsule Interfere with Performance of Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionization—Time of Flight Mass Spectrometry for
Identification of Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii?
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We described the impact of the capsule size for Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii identification at the species
level by Bruker matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). After experi-
mental capsule size modulation, we observed that reducing the capsule size resulted in improved identification by Bruker

MALDI-TOF MS across all of the reference strains analyzed.

C ryptococcus neoformans and Cryptrococcus gattii are relevant
species among the pathogenic basidiomycetous yeasts respon-
sible for infection in humans (1). These organisms usually pro-
duce a polysaccharide capsule that acts as an important virulence
factor against the host’s defenses (2). Besides its epidemiological
importance, species differentiation in this genus has major clinical
relevance since patients with central nervous system (CNS) infec-
tion by C. gattii have a higher risk of neurological complications,
need a more prolonged course of induction antifungal therapy,
and have poorer prognoses than those with C. neoformans infec-
tions (3, 4).

Recently, matrix-assisted laser desorption ionization—time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has been shown to be
a precise technology for Cryprococcus species identification (ID),
replacing conventional and time-consuming phenotypic methods
and providing an alternative to expensive and labor-intensive mo-
lecular techniques (5, 6). However, during routine practice in our
clinical microbiology laboratory, we observed that some Crypto-
coccus isolates with prominent capsule sizes had low discrimina-
tory ID when using Bruker MALDI-TOF MS analysis. These iso-
lates required the application of old phenotypic methods, which
delayed the release of the final result. This led us to investigate the
impact of cryptococcal capsule size in correct species ID by Bruker
MALDI-TOF MS analysis.

For this purpose, reference strains of the eight genotypes of C.
neoformans and C. gartii, WM 148 (serotype A, VNI), WM626 (se-
rotype A, VNII), WM 628 (serotype AD, VNIII), WM629 (sero-
type D, VNIV), WM179 (serotype B, VGI), WM178 (serotype B,
VGII), WM161 (serotype B, VGIII), and WM779 (serotype C,
VGIV), were subjected to capsule size modulation according to
previously described methods (7, 8). Briefly, 2 ml of capsule
growth-inducing medium (CGIM) (Sabouraud dextrose broth
[BD, Franklin Lakes, NJ, USA] diluted 10 times with sterile water,
pH 7.3) containing 2 X 10° yeast cells was incubated at 37°C with
shaking. In an attempt to increase the variability in capsule size, all
strains were subjected to a prolonged incubation in CGIM (up to
28 days) and were evaluated simultaneously on days 2, 3,7, 14, 21,
and 28, giving a total of 48 capsule size measurements (six repli-
cates for each strain of the two Cryprococcus species). Next, yeast
cells collected from the CGIM were submitted to a progressive
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capsule reduction protocol with four consecutive initial seedings
in Sabouraud dextrose agar (SDA; BD) and two more seedings in
the capsule-reducing medium (CRM) (SDA plus 2.9% NaCl).
During this reduction assay, strains were incubated at 30°C, and
each seeding had its capsule size analysis after 48 h of incubation,
giving a total of 48 capsule size measurements (six replicates for
each strain of the two Cryptococcus species, with four from the
SDA medium and two from the CRM). For the capsule size mea-
surements, yeast cell suspensions were stained with India ink and
examined in an optical microscope equipped with an AxioCam
MRc digital camera and AxioVision release 4.8 software (Zeiss,
Oberkochen, Germany). Different slide fields were randomly cho-
sen, and 40 to 50 cells were measured to determine the mean value
of the capsule sizes. Finally, the same yeast cell suspensions were
analyzed by Bruker MALDI-TOF MS. For protein extraction, the
suspension was washed twice with sterile water and was centri-
fuged at 13,000 rpm for 10 min; the pellet was resuspended in
sterile water and mixed thoroughly. Subsequently, chemical ex-
traction with ethanol and formic acid was carried out according to
the manufacturer’s instructions. After the extraction protocol, 1.2
pl of the supernatant was spotted on each well of the steel target
plate and was air dried and overlaid with 1.2 pl of matrix solution
(saturated solution of a-cyano-4-hydroxy cinnamic acid in or-
ganic solvent [50% acetonitrile and 2.5% trifluoroacetic acid];
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Mass spectra were generated
with the microflex MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Dal-
tonics, Bremen, Germany) and were compared to the main spec-
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Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization—Time of Flight Mass
Spectrometry for Differentiation of the Dimorphic Fungal Species
Paracoccidioides brasiliensis and Paracoccidioides lutzii
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Isolates of Paracoccidioides brasiliensis and Paracoccidioides lutzii, previously characterized by molecular techniques, were
identified for the first time by matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).
All isolates were correctly identified, with log score values of >2.0. Thus, MALDI-TOF MS is a new tool for differentiating spe-

cies of the genus Paracoccidioides.

wo species of the genus Paracoccidioides are now considered

the causal agents of paracoccidioidomycosis (PCM) (1), the
most important systemic mycosis in nonimmunocompromised
hosts in Latin America (2, 3). Epidemiological surveys in areas
where the parasite is endemic suggest that >10 million people are
infected by these fungi (3). Paracoccidioides spp. have been recov-
ered from human clinical samples, soil, and tissues from certain
armadillo species, such as Dasypus novemcinctus (4).

Early observations from our group (5, 6) and others (C. J.
Fontes and A. P. Vicentini, unpublished data) have reported a lack
of reactivity to Paracoccidioides brasiliensis antigens in routine se-
rological assays by sera from PCM patients living in areas of Brazil
outside the southern and southeastern regions endemic for the
parasite. These observations suggest that fungi from different re-
gions endemic for the parasite might present significant antigenic
differences, and these differences have only recently been eluci-
dated. Multilocus phylogenetic analysis showed that P. brasilien-
sis, which was previously considered the single causal agent of
PCM, in fact comprises a complex of cryptic species (7, 8), one of
which was separated into a very divergent phylogenetic branch
and is currently being proposed as a new species, Paracoccidioides
lutzii sp. nov. (9). This new species appears to occur in the central,
southwestern, and northwestern regions of Brazil, but the ecology,
boundaries, and specific clinical aspects of infections related to P.
lutzii remain unclear (9). For example, a recent report identified a
P. lutzii-like isolate in a PCM patient who lived only in the south-
ern and southeastern areas endemic for the parasite, and the iden-
tification of this isolate required the utilization of molecular tech-
niques (10). Although molecular techniques are able to accurately
identify the two Paracoccidioides species, these methods are time-
consuming and labor-intensive.

Thus, only technically accessible routine species differentiation
can provide the proper tools to epidemiologists and clinicians to
address the unresolved issues of PCM. Matrix-assisted laser de-
sorption ionization—time of flight (MALDI-TOF) mass spectrom-
etry (MS) has been successfully applied in clinical laboratories
worldwide and has also provided a rapid and accurate alternative
methodology for fungal identification (11-13). The aim of this
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TABLE 1 Paracoccidioides strains and their identification by MALDI-
TOF mass spectrometry according to the newly created MSP library

Best match log score for main
spectra of:

Strain name Origin P. brasiliensis Pb18  P. Iutzii Pb01

P. brasiliensis
D03 Southeast Brazil 2.283 0.805
TI15LN1 Southeast Brazil 2.502 0.949
Pb113 North Brazil 2.163 0.946
Pb339 Brazil 2.247 1.297
Pbdog South Brazil 2.483 1.512
Pb262 Southeast Brazil 2.368 1.953
Pb927 Uruguay 2.537 1.643
Pb03 Southeast Brazil 2.287 1.685
BACR Colombia 2455 1.187
BAT Southeast Brazil 2.470 1.722
CNH Colombia 2.381 1.736
SMA Southeast Brazil 2.382 1.487
CA Colombia 2.114 0.718
DM Southeast Brazil 2.353 1.637
192 Southeast Brazil 2.362 1.327

P. lutzii
Pb8334 Central-West Brazil ~ 1.452 2.107
1578 Central-West Brazil ~ 1.936 2.641
Pb66 Central-West Brazil ~ 1.556 2.590
EE1 Central-West Brazil ~ 1.663 2,022
EDO1 Central-West Brazil ~ 1.722 2.419
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HIV AND HCV COINFECTION: PREVALENCE, ASSOCIATED FACTORS AND GENOTYPE
CHARACTERIZATION IN THE MIDWEST REGION OF BRAZIL
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SUMMARY

A cross-sectional study on prevalence, associated factors and genotype distribution of HCV infection was conducted among 848
HIV-infected patients recruited at reference centers in the Midwest Region of Brazil. The prevalence rate of HIV-HCV coinfection
was 6.9% (95% CI: 5.2 to 8.6). In multivariable analysis, increasing age, use of illicit drugs (injection and non-injection), a history of
blood transfusion before 1994, and the absence of a steady partnership were significant independent associated factors for HIV-HCV
coinfection. The phylogenetic analysis based on the NS5B region revealed the presence of two major circulating genotypes of HCV:
genotypes 1 (58.3%) and 3 (41.7%). The prevalence of HIV-HCV coinfection was lower than those reported in studies conducted with
HIV-infected patients in different regions of Brazil, due to the fact that illicit drug use is not a frequent mode of HIV transmission
in this region of Brazil. Serologic screening of HIV-patients for HCV before initiating antiretroviral treatment, a comprehensive
identification of associated factors, and the implementation of effective harm reduction programs are highly recommended to provide
useful information for treatment and to prevent HCV coinfection in these patients.

KEYWORDS: Coinfection; HCV; HIV; Prevalence.

INTRODUCTION

Chronic coinfection with the hepatitis C virus (HCV) is common in
the HIV-infected population. An estimated 34 million people are currently
infected with Human Immunodeficiency Virus (HIV) worldwide, and
approximately 20-30% of HIV-positive individuals are coinfected with
HCV due to the similarity in the transmission routes®.

However, rates of HIV-HCV coinfection vary widely in different
population groups depending on the geographical region, risk factors,
age of infection, modes of transmission and types of exposure. In the
studies conducted in Brazil, the prevalence of HIV-HCV coinfection
ranged from 3.3% to 82.4% with an average of 20.3%"°.

The survival of HIV infected patients has markedly improved since
the introduction of highly active antiretroviral therapy (HAART) and
deaths from AIDS-related causes have declined. However, several
studies have shown that the liver disease caused by chronic hepatitis B
and hepatitis C coinfections has emerged as one of the leading causes
of mortality”. Several studies have shown that HIV-HCV coinfected
patients are at increased risk of more rapid progress to cirrhosis, end-stage

liver disease and hepatocellular carcinoma*#*%. Universal hepatitis C
screening in HIV-infected patients (prior to starting HAART) is highly
recommended to suit the selection of candidates for therapy and proper
use of HCV therapy and novel treatment options in HI'V-infected patients
with chronic hepatitis C.

HCV is classified into seven main genotypes (1-7) and multiple
subtypes based on sequence data®. The prevalence of different HCV
genotypes and subtypes varies according to specific geographic areas and/or
the route of transmission'*"?*, The genotype of HCV is a major predictive
factor for natural and in HCV infection treatment evolution. In Brazil, little
is known about viral interactions in multiple hepatitis coinfections, and
the association between genotypes of HCV and different transmission risk
factors, especially in areas with low HIV and HCV prevalence.

This is the first study reporting the epidemiological and molecular
characterization of HIV-HCV coinfection in Midwestern Brazil.
This study was conducted to investigate the prevalence of HIV-HCV
coinfection, associated factors and also to gain insight into the molecular
epidemiology for HCV infection in the HIV-infected patients in
Midwestern Brazil.
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