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“Poderia, por gentileza, me dizer para onde devo ir?”
4 4

“Isso depende de aonde quer chegar, respondeu o Gato”.

“Tanto faz...”, disse Alice. “Entdo, qualquer caminho serve”.

“... desde que eu chegue a algum lugar”, explicou Alice.

“Chegara longe, com certeza”, respondeu o Gato, “contanto que caminhe

bastante”.

Alice no Pais das Maravilhas — Lewis Carroll (1864)
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RESUMO

SCHEUNEMANN, G. Caspofungina no tratamento de infecgcdo mista por Candida
albicans e Staphylococcus aureus 2020, 117 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas) — Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Candida albicans e Staphylococcus aureus sao responsaveis por elevado namero de
infecgdes, e a coexisténcia é frequentemente relatada. As infecgdes polimicrobianas tém
implicacdes na selecdo da terapia especialmente quando estdo associadas a formacéo
de biofilmes. Dessa forma, o objetivo principal deste trabalho é avaliar o efeito da
caspofungina sobre biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus e na infecgéo
mista no modelo larvario de Galleria mellonella. Para isso, foi estabelecido o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana sobre forma planctonica de Candida spp. (n=3) e
Staphylococcus aureus (n=5). Candida albicans (SC 5314 e IAL-40) e Candida glabrata
foram sensiveis a anfotericina B (AMB), voriconazol (VRC) e as equinocandinas testadas
(caspofungina — CAS e micafungina — MFG); entretanto, C. albicans IAL- 40 foi
considerada resistente ao fluconazol (FLC). Todas as cepas de S. aureus foram
suscetiveis a vancomicina (VCM), 3 foram considerados multirresistentes aos
antibacterianos, e outros 2 suscetiveis. A CAS apresentou atividade inibitéria sobre S.
aureus em concentracfes a partir de 8 pyg/mL, e apresentou atividade bactericida,
enquanto a MFG ndo inibiu o crescimento bacteriano. Em modelo de Galleria mellonella,
a viruléncia de Candida spp. e S. aureus foi avaliada. S. aureus ATCC 29213 foi a mais
virulenta, seguida por ATCC 33591, ATCC 43300, ST 5 e ATCC 6538; e para os fungos,
C. albicans SC5314 e IAL-40 exibiram maior viruléncia enquanto C. glabrata foi pouco
virulenta. Todas as cepas de bactérias e fungos conseguiram formar biofilmes em meio
RPMI; e a interacdo de Candida spp. e S. aureus também levou a formacdo de um
robusto biofilme. Assim, os biofilmes mono- e polimicrobianos de S. aureus e C.
albicans, em formacao (apds 1,5h de aderéncia) e pré-formado (apds 24 h de formacéao),
foram tratados com os antimicrobianos CAS, MFG, AMB e VCM. Os biofilmes pré-
formados foram mais tolerantes aos antimicrobianos quando comparados com O0sS
biofiilmes em formac&o. Para os biofilmes monomicrobianos de S. aureus a inibicdo
ocorreu a partir de 0,125 até 32 pug/mL, e para C. albicans a inibicdo ocorreu a partir de
0,125 até 4 pug/mL quando tratados com CAS e AMB, ambos no periodo de 1,5h e 24h.
Dentre os antimicrobianos, CAS e MFG foram eficazes para tratamento dos biofilmes
polimicrobianos em formacéao e pré-formados a partir de 16 pg/mL, enquanto AMB inibiu
a partir de 32 pg/mL. Embora CAS tenha reduzido drasticamente a biomassa total dos
biofilmes mono- e polimicrobianos, a viabilidade celular foi reduzida significativamente a
partir de 32 pg/mL e 128 pg/mL, respectivamente. Em modelo de infeccdo em G.
mellonella, doses acima de 10 mg/kg de MFG ou de CAS protegeram mais de 80% das
larvas infectadas com C. albicans, confirmando a eficacia antifungica das
equinocandinas. Contudo, 50 mg/kg de CAS nao foi capaz de controlar a infeccéo
monomicrobaiana de S. aureus. Tratamento de infec¢gOes polimicrobianas de C. albicans
com S. aureus com doses de 20 e 50mg/kg de CAS resultaram no aumento significativo
da taxa de sobrevivéncia de larvas coinfectadas com C. albicans e ATCC 6538 ou ATCC
33591, além de reduzir significativamente a carga bacteriana e fungica nos tecidos
larvarios na dose de 50mg/kg. Adicionalmente, o tratamento com CAS aumentou a
formacdo de granulomas microbianos e reduziu a disseminacdo da infeccdo. Nossos
resultados indicam que a CAS possa ser uma alternativa no tratamento das infec¢des
mistas de C. albicans e S. aureus relacionada com biofilmes.

Palavras-chave: Biofilme; Candida albicans; Caspofungina; Galleria mellonella; Infeccéo
polimicrobiana; Resisténcia; Staphylococcus aureus.



Abstract
SCHEUNEMANN, G. Caspofungin in the treatment of mixed infection by Candida
albicans and Staphylococcus aureus. 2020 117 p. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) —Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Candida albicans and Staphylococcus aureus are responsible for a high number of
infections, and coexistence is often reported. Polymicrobial infections have
implications for the selection of therapy especially when they are associated with the
biofilm formation. Thus, the aim of this work is to evaluate the effect of caspofungin on
polymicrobial biofilms of C. albicans and S. aureus and on mixed infection in the larvae
model of Galleria mellonella. For this, the antimicrobial susceptibility profile of
plancktonic cells of Candida spp. (n = 3) and Staphylococcus aureus (n = 5) was
evaluated. Candida albicans (SC 5314 and IAL-40) and Candida glabrata were
suceptible to amphotericin B (AMB), voriconazole (VRC) and the tested echinocandins
(caspofungin - CAS and micafungin - MFG); however, C. albicans IAL-40 was
considered resistant to fluconazole (FLC). All S. aureus strains were susceptible to
vancomycin (VCM), 3 were considered multidrug-resistant to antibacterials, and 2
others were susceptible. CAS showed inhibitory activity on S. aureus at concentrations
= 8 ug/mL, and bactericidal activity, while MFG did not inhibit the bacterial growth. The
virulence of Candida spp. and S. aureus was evaluated using Galleria mellonella
model. S. aureus ATCC 29213 was the most virulent, followed by ATCC 33591, ATCC
43300, ST 5 and ATCC 6538; and for fungi C. albicans SC5314 and IAL-40, they
exhibited greater virulence while C. glabrata was less virulent. All strains of bacteria
and fungi were able to form biofilms in RPMI medium; and the interaction of Candida
spp. and S. aureus also led to the formation of a robust biofilm. Thus, the mono- and
polymicrobial biofiims of S. aureus and C. albicans, in formation (after 1.5 h of
adhesion) and preformed (after 24 h of formation), were treated with the antimicrobials
CAS, MFG, AMB and VCM. Preformed biofilms were more tolerant to antimicrobials
when compared to biofilms in formation. For S. aureus monomicrobial biofilms, the
inhibition occurred from 0.125 to 32 ug/mL and for C. albicans, the inhibition occurred
from 0.125 to 4 pg/mL when treated with CAS and AMB, both in the period of 1.5h and
24h. Among the antimicrobials, CAS and MFG were effective for treating preformed
and in formation polymicrobial biofilms at concentrations = 16 pg/mL, while AMB
inhibited at = 32 pg/mL. Although CAS has drastically reduced the total biomass of
mono- and polymicrobial biofilms, cell viability has been significantly reduced at = 32
pg/mL and 128 ug/mL, respectively. In a G. mellonella infection model, doses above
10 mg/kg of MFG or CAS protected more than 80% of larvae infected with C. albicans,
confirming the antifungal efficacy of echinocandins. However, 50 mg/kg of CAS was
not able to control S. aureus monomicrobial infection. Treatment of polymicrobial
infections of C. albicans with S. aureus with doses of 20 and 50 mg/kg of CAS resulted
in a significant increase in the survival rate of larvae coinfected with C. albicans and S.
aureus (ATCC 6538 or ATCC 33591), in addition to a significant reduction of the
bacterial and fungal burden in the larval tissues at a dose of 50 mg/kg. Additionally,
treatment with CAS increased the formation of microbial granulomas and reduced the
spread of infection. Our results indicate that CAS may be an alternative in the
treatment of mixed infections of C. albicans and S. aureus related to biofilms.

Key words: Biofilm; Candida albicans; Caspofungin; Galleria mellonella; Polymicrobial
infection; Resistance; Staphylococcus aureus.
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Candida albicans (SC5314) a caspofungina. Destaca-se a eficacia antimicrobiana da
caspofungina na coinfeccdo no modelo larvario de G. mellonella com C. albicans e
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5-FC
ALS
AMB
AMPs
ANOVA
ANVISA
ASD
ABC
BCIM
BHI
CA-MRSA
CAS
CBM
CF
CFM
CIM
CLSI
CMH
CSD
cv
D.O.
DMSO
EPS
FLC
FPP
GEN

Y
HA-MRSA
IAL
ICB
ICS
INCQS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-fluorocitosina

Agglutinin-like sequence

Anfotericina B desoxicolato

Peptideos antimicrobianos

Teste de analise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Agar Sabouraud dextrose

ATP binding cassette

Concentracdo inibitéria minima sobre células de biofilme

Brain heart infusion

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus associadas a comunidade

Caspofungina

Concentracao bactericida minima
Fibrose cistica

Concentracdo fungicida minima
Concentracgdo inibitéria minima

Clinical & Laboratory Standards Institute
Caldo Miller-Hinton

Caldo Sabouraud dextrose

Cristal violeta

Densidade Otica

Dimetilsulfoxido

Exopolissacarideo

Fluconazol

Difosfato de farnesil

Gentamicina

Hora

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus associado a hospital
Instituto Adolfo Lutz

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Infeccdo da corrente sanguinea

Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Seguranca



Khz QUILO-HERTZ

LB Luria Bertani

MFG Micafungina

MFS Major Facilitator

MDR Multidrug Resistant

MOPS Acido propano sulfénico 3-morfolino

MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
MSSA Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus
OMS Organizacdo Mundial da Saude

PAMPs Padrées Moleculares Associados a Patdgenos
PIA poli-N-acetilglucosamina polissacaridica

PCIM Concentracgdo inibitéria minima sobre células plancténicas
PVL Leucocidina Panton-Valentine

agr Sistema regulador de gene acessorio

ROS Espécies reativas de oxigénio

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute

TSA Agar Tripticaseina de Soja

TSB Caldo Tripticaseina de Soja

UDP-glicose Glicose-uridina-difosfato

UEM Universidade Estadual de Maringa

VCM Vancomicina

VISA Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria & vancomicina
VRC Voriconazol

VRSA Staphylococcus aureus resistente a vancomicina



1.

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e ettt e et e st e et e e e ete et e ereeeesaesansaeanens 23
1.1 InfecgBes hospitalares: a ProbIEMAELICA ...........eeiuiiiiiieiie e 23
1.2 Epidemiologia e patogénese das candidiasis .........ccccvveeeiiiiiiiiiiiie e 25
1.3 AQENES ANtIfUNGICOS ...uveiiiiee it e e e e s e et e et e e e s e st e e e e e eaeesassnraneeeeaeesaannnes 27

L.3.1 POLIBNOS ..ottt ettt ettt b e et b e et b et b e bbbt b e et b e st et be e et b 28

1,320 AZOIS .tttk b bt b bt bRt bkt b et b st st bene et ben et benis 29

1.3.3. EQUINOCANGINGS ..ottt ettt b e st b et b e st b e bbb e b naeeeben 30
1.4 Epidemiologia e patogénese de StaphylOCOCCUS QUIEUS...........cevveeeiiiiiiiiiieeeeeeesiiiineeeeeeeeseanes 31
1.5 AQENES ANtiDALEIIANOS ... ....ii i veieeie e et e e s e e e e s e et r e e e e e s e st rreaeeesaaanraarreaaeeaaaanes 33
1.6 Interagdes entre DACLErias € fUNQOS .......ccueiiiuiiiiiiie ettt 35
1.7 Biofilmes polimiCroDIiaN0S .........cooiiiii s 36
1.8 Tratamento dos DIOfIIMES .........ooiiii e 42
1.9 Equinocandinas no tratamento de biofilmes polimicrobianos ...............cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiens 43
1.10 Modelo de invertebrado Galleria mellonella...............ccooveiiiiiiii e 45

JU S T IR I AT IV A e et e et e e e e e e et e e e eaa s 47

OBUIETIVOS ..ttt e e et et et e a e e at e e e e et e aaae 48
G 700 @ o] = 110 o = > 48
3.2 ODbjJetiVOS ESPECITICOS. .. iitiiieiiiiie ettt et e e b e et 48

3.2.1 Obter o perfil de suscetibilidade de células planctdnicas de C. albicans, C. glabrata e S.
e L[ =1N S= (o IS= L 1 o] o] o 1= [0 LT TR 48

3.2.2 Determinar o perfil de viruléncia das cepas de C. albicans, C. glabrata e S. aureus em

modelo de invertebrado de G. MEelONElla; ...........uviiiiiii i 48
3.2.3 Avaliar os biofilmes mono- e polimicrobianos de C. albicans e S. aureus;.........cc............ 48
3.24 Avaliar o efeito da caspofungina e outros antimicrobianos em biofilmes mono- e
polimicrobianos de C. albiCans € S. QUIEUS; ........uuuuuriiiiiiiiii s 48
3.25 Avaliar o efeito antimicrobiano da caspofungina em infecgcdes mono- e polimicrobianas
por C. albicans e S. aureus usando o modelo de invertebrado de G. mellonella.............cccccceeee.. 48
MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt ee e 48
Y Tod o] o F= V1] . Lo PP OPU PP PPPRPN 48
4.2 Condic¢des de cultivo e estocagem das cepas de StaphyloCOCCUS QUIEUS ...........cocveeeeiiiveeeenne 49
4.3 Condicdes de cultivo e estocagem das cepas de Candida SPP.......cvveeeeriveeeeiiiieeeeiiieeeeinieeeennes 49
4.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo...........cccceeeriieennnnne 50
4.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de microdiluicdo em caldo sobre
(o= [W] = T o] = L o o g o= R (0 11, RSP PPPRR 51
4.5 Viruléncia de Candida albicans, Candida glabrata e Staphylococcus aureus em modelo de
Galleria MEIONEIIAL. ...ttt e e e e e st e e e e e e e e s s nnbbreeeaaaeeas 53
4.6 Padronizagéo do biofilme monomicrobiano de Candida albicans e Candida glabrata............... 55
4.7 Padronizagéo do biofilme monomicrobiano de Staphylococcus aureus..........cccceevvveeeeiiiieenenns 55

4.8 Padronizacao dos biofilmes polimicrobianos de Candida albicans/Candida glabrata e
S5 =T o] ) V4 [0 To o Lot od U == 10 ] =T LSO 56



5.

6.

7.

4.9 Teste de sensibilidade dos biofilmes monomicrobianos e polimicrobianos de Candida albicans e

Staphylococcus aureus aos antimiCroDIANOS ..........cuiviiiiiiiiiiie e e e 57
4.9.1 Acédo dos antimicrobianos sobre a formacao dos biofilmes..........ccocevveveievevne e, 57
4.9.2 Acéo dos antimicrobianos sobre o biofilme pré-formado ..........cccccevieieieievense e, 57

4.10 Quantificacao da biomassa total dos biofilmes...........ccccciiiiiiie e, 58

4.11 Avaliacéo da viabilidade celular nos biofilmes mono- e polimicrobianos ap6s a adicédo de

oL a 11 Yol o] o F= Vg T 1S ST PP PURRPRSRPRP 58

4.12 Avaliacao da eficacia das equinocandinas no controle da infeccdo mono- e polimicrobiana por

Candida albicans e Staphylococcus aureus em larvas de Galleria mellonella............c..ccccvvveeneeenn. 59

4.13. Andlise da carga fungica em larvas de Galleria mellonella ...........cccccceeveeiiiiiiiiieee e, 61

7 7 AN g = 1T TSY =N a1y (o] o= 0] (o o o TSR 61

4.15 Criagdo e manutencao de Galleria mellonella .............oocuviiiiiiiiiiiiie e 62

4.16 ANAIISE ESTALISTICA ...eevveeiureiitiie ittt ettt ettt ettt st e et e e e bt e e sbbe e sabe e e sabeesnbeeeabbeesbeeesaneaans 62

I 11 30T | = > 62
RESULTADOS E DISCUSSAO.......coiieeeeiteeeeie ettt eae e 63

5.1 Suscetibilidade de Candida spp. aos antimiCrobianos.........cccoeeeeeieiiiieieier e 63

5.2 Suscetibilidade de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos..........ccccceeveiviiieieiiiceecececeeeeeennn 65

5.3 Viruléncia de Candida albicans e Candida glabrata em modelo de Galleria mellonella ............ 69

5.4 Viruléncia de Staphylococcus aureus em modelo de Galleria mellonella ............cccccoeeveviiinneenn. 71

5.5 Padronizacéo dos biofilmes monomicrobianos de Staphylococcus aureus e Candida albicans
em diferentes Mei0S e CUIUIA ........coi i e e s s e e e e e s e s nnreeeees 73

5.6 Padronizacao dos biofilmes mistos de Candida albicans / Candida glabrata e Staphylococcus
BIUTBUS ... s 77

5.7 Teste de Suscetibilidade dos biofilmes monomicrobianos e polimicrobianos de Candida albicans

€ S. aureus aos antimiCroDIANOS .........ooieiiiiiii e e e e e s e e e e e e e e 80
5.7.1 Acéo dos antimicrobianos sobre a formacgdo dos biofilmes.........c.ccooveiiiniiininiee, 80
5.7.2 Acdo sobre 0s biofilmes pré-formados...........ccevriririiieieeee s 81

5.8 Avaliacdo do efeito da caspofungina sobre a viabilidade celular e biomassa total durante a

formacéo de biofilmes de Candida albicans e StaphyloCOCCUS AUreuUS ...........cccoviiiiiiieieeeiniiiiieeen. 88

5.9 Avaliacdo da eficacia das equinocandinas no tratamento de larvas de Galleria mellonella com

infeccdo monomicrobiana ou mista por Candida albicans e Staphylococcus aureus...................... 92

5.10. Andlise da carga microbiana em larvas de Galleria mellonella ..............cccocveeeeeeeeiiiiiiieeneeenn, 98

N Y o F= 1 ESTC N 1S3 (o] o F= 1 (0] (0o [ (o= VRSP 100
CONGCLUSAOD ..ottt ettt 104

REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt et s reere e 106



23

1. INTRODUCAO
1.1InfeccBes hospitalares: a problematica

Ao longo dos Ultimos trinta anos, o desenvolvimento da medicina, dos
procedimentos de diagnadstico, cirdrgicos, transplantes e de tratamento, levaram a um
aumento drastico no numero de individuos imunocomprometidos e que passam por
periodos prolongados hospitalizados, sendo mais suscetiveis as infec¢cdes causadas
por bactérias e fungos (REUNES et al., 2011). Dentre as diversas infec¢cbes, as
adquiridas em ambiente hospitalar, principalmente as Infec¢des da Corrente Sanguinea
(ICS), sdo importantes causas de morbidade e mortalidade (SANTE et al., 2018).
Alguns fatores relacionados aos pacientes sdo comumente associados com ICS:
doenca crbnica, transplantes de medula o6ssea e 0Orgdos soélidos, deficiéncia
imunologica (especialmente a neutropenia), desnutricdo, administracdo de nutricdo
parenteral total, prévia ICS, longevidade e prematuridade e perda da integridade da
pele (como queimaduras) (REUNES et al., 2011; SANTE et al., 2018).

As ICS podem ser de origem primaria ou secundaria. As infeccdes
secundarias estdo relacionadas com infeccbes em outros locais, tais como o trato
urinério, pulmdes, feridas poés-operatérias, e pele. A maioria das ICS é de origem
priméria, sendo associadas, em particular, a formacdo de biofilmes microbianos na
superficie do lumen das sondas e cateteres de acessos venosos (SANTE et al., 2018;
WISPLINGHOFF et al., 2004).

Antes da década de 1980, aerdébios Gram-negativos foram o0s organismos
predominantes associados com as ICS. Desde entdo, aer6bios Gram-positivos (por
exemplo, estafilococos coagulase-negativos, Staphylococcus aureus e enterococos) e
espécies de Candida tiveram aumento importante (WISPLINGHOFF et al., 2004). O
maior papel dos cocos Gram-positivos como causas de ICS nosocomiais continua
sendo um desafio para a comunidade médica mundial. Em um estudo realizado
durante 3 anos em 49 hospitais nos Estados Unidos que participam do Projeto de
Vigilancia e Controle de Patégenos de Importancia Epidemioldgica de abril de 1995 a
abril de 1998, os cocos Gram-positivos foram isolados em 64% dos 10.617 episodios
de bacteremia nosocomial, sendo as causas mais comuns de ICS nosocomiais nessas
instituicées, enquanto os bacilos Gram-negativos foram isolados em 27% (EDMOND et
al., 1999; KARCHMER, 2000; MARRA et al., 2011).
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O programa Brazilian SCOPE (Vigilancia e Controle de Patégenos de
Importancia Epidemiolégica) disponibilizou em 2011 os dados referentes a 3 anos de
analise de um estudo que incluiu um total de 2.563 pacientes com infeccdes
nosocomiais da corrente sanguinea. Os patdgenos bacterianos mais comuns
encontrados foram S. aureus (14,0%), estafilococos coagulase-negativos
(12,6%), Klebsiella spp. (12,0%) e Acinetobacter spp. (11,4%), além disso como um
dado extremamente relevante os fatores potenciais que predispdem 0s pacientes a
ICS, os cateteres venosos centrais foram os mais frequentes (70,3%) e a resisténcia a
meticilina foi detectada em 157 isolados de S. aureus (43,7%) (MARRA et al., 2011).

Dentre os fungos, Candida é o principal patégeno causador de micoses
profundas e é considerado o quarto microrganismo mais comumente isolado em ICS,
sendo Candida albicans, a principal espécie (DA MATTA; SOUZA; COLOMBO, 2017).
Estima-se que 27 % das ICS por C. albicans é polimicrobiana, sendo S. aureus um dos
microrganismos comumente isolado em conjunto (KLOTZ et al.,, 2007). Em uma
pesquisa com 372 pacientes com candidemia, as trés principais espécies bacterianas
coisoladas com C. albicans foram S. epidermidis, Enterococcus spp. e S. aureus
(KLOTZ et al., 2007). C. albicans e S. aureus sdo responsaveis por elevado numero de
infeccbes de forma independente, mas ha cada vez mais evidéncias de que podem
estar comumente associados (BERNARD; GIRARDOT; IMBERT, 2019; CAROLUS;
VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019; KEAN et al., 2017; YI et al.,, 2013). Nos Estados
Unidos, a taxa de mortalidade de pacientes diagnosticados com ICS polimicrobiana foi
de 32% (WISPLINGHOFF et al., 2004); enquanto no Brasil, a mortalidade chega a
45,7% (MARRA et al., 2011). A importancia das infec¢cdes polimicrobianas causadas
por bactérias e fungos é cada vez mais reconhecida em contextos médicos
(BERNARD; GIRARDOT; IMBERT, 2019). Estas infec¢cdes polimicrobianas, que
incluem C. albicans e Staphylococcus, tém implicagbes na selecdo da terapia
antimicrobiana e na resposta prevista para o tratamento especialmente quando envolve
a presenca de microrganismos multirresistentes e formacdo de biofilmes
polimicrobianos, fatores que estdo frequentemente associadas a altas taxas de
mortalidade (KONG et al., 2016; PETERS et al., 2010).
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1.2Epidemiologia e patogénese das candidiasis

Candida spp. s&o microorganismos comensais e podem ser detectados nas ,
nas mucosas dos tratos gastrointestinal, genitourinario e respiratério de ~ 50-70% dos
individuos saudaveis (PAPPAS et al., 2018). Porém, podem tornar-se patogénicos
quando ocorre algum desequilibrio da microbiota local, fisiolégico e imunolégico do
hospedeiro (PAPPAS et al., 2018). Por exemplo, quando ocorrem fissuras nas barreiras
intestinais, apds cirurgia gastrointestinal, comprometimento da resposta imune, ou até
mesmo pelo tratamento com antibioticos de largo espectro, Candida spp. pode se
proliferar e se disseminar diretamente para a cavidade abdominal e invadir a corrente
sanguinea causando candidemia e infecces em 6rgaos profundos (PAPPAS et al.,
2018; ROMO; KUMAMOTO, 2020).

As infec¢des por Candida podem ser classificadas como infeccado superficial,
podendo ser cutdnea ou mucocutanea, e sistémica (ou invasiva). Nas infeccfes
superficiais, Candida spp. pode infectar a cavidade oral, pele, genitalia, olhos, aparelho
respiratorio e o trato gastrointestinal. Ja na candidiase invasiva a infeccdo é
caracterizada por condicbes extremamente graves, como candidemia, meningite e
endocardite (De Rosa et al.,, 2009). Em pacientes hospitalizados e com sistema
imunolégico debilitado, a infeccdo invasiva € uma causa significativa de morbidade e

mortalidade com altas taxas de incidéncia e prevaléncia (MBA & NWEZE, 2020).

O programa SENTRY de Vigilancia Antifangica estd em andamento ha 20 anos
(1997-2016), e tem avaliado as tendéncias geograficas no isolamento de
varias espécies de Candida de amostras clinicas (PFALLER et al., 2019). Neste estudo
foram avaliados 20.788 isolados invasivos de espécies de Candida, em 135 centros
meédicos, em 39 paises. De acordo com os dados apresentados, as 5 espécies mais
comuns variaram pouco ao longo do tempo, embora C. albicans fosse a espécie
predominante a cada ano, seguida por Candida glabrata (18,7%), Candida parapsilosis
(15,9%), Candida tropicalis (9,3%) e Candida krusei (2,8%) (PFALLER et al., 2019).
Notavelmente, a frequéncia de C. albicans diminuiu constantemente de 57,4% em
1997-2001 para 46,4% em 2015-2016. Interessantemente um aumento no isolamento
de C. glabrata e C. parapsilosis foi observado ao longo do tempo, sendo C. glabrata a
espécie mais comum detectada em todas as regides geograficas, exceto na América
Latina, onde C. parapsilosis e C. tropicalis foram mais comuns, corroborando com os
dados previamente observados (COLOMBO et al.,, 2006; DA MATTA; SOUZA,
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COLOMBO, 2017; LAMOTH et al., 2018; MARRA et al., 2011). Além disso, em certas
partes do mundo, um organismo anteriormente raro, Candida auris, emergiu como um
dos principais patdgenos fungicos e representa uma ameaca global devido a sua
capacidade de permanecer no ambiente hospitalar e de apresentar resisténcia aos
antifingicos convencionais (LAMOTH et al., 2018; PFALLER et al., 2019). E importante
ressaltar que, embora C. auris tenha sido isolada em diversos surtos de infegcéo
hospitalar em varios paises do mundo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2020), o Brasil reportou, em dezembro de 2020, o primeiro caso de C.
auris na ponta de um cateter de um paciente hospitalizado na cidade de Salvador/BA
(Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA; 2020).

A incidéncia de candidemia no Brasil & elevada, sendo cerca de 2 a 15 vezes
superior a paises como Estados Unidos, Canada e paises europeus, representando
importante causa de morbidade e mortalidade além de altos custos associados
(COLOMBO et al.,, 2006). Do ano de 2007 a 2010, Candida spp. foi considerada a
sétima causa de ICS no Brasil (DOI et al., 2016). Assim como em outros paises da
América Latina, C. albicans (~40%) é a espécie mais frequente, seguida por C.
parapsilosis e tropicalis. Entretanto, outras espécies de Candida nao-albicans, vem
ganhando notoriedade nestes ultimos anos 20 anos como é o caso de C. glabrata
(COLOMBO et al., 2006; DOI et al., 2016; NUCCI et al., 2013).

Além das caracteristicas relacionadas com o hospedeiro, varios fatores de
viruléncia de Candida spp. contribuem para o desenvolvimento das candidiases. A
adesdo a células epiteliais através do reconhecimento de biomoléculas (adesinas),
hidrofobicidade de superficie celular, morfogénese (transi¢cdo reversivel da forma de
levedura e filamentosa), producdo de enzimas extracelulares (aspartil proteases,
fosfolipases, hemolisinas e outras) contribuem para a colonizagéo, proliferacdo e a
disseminagcdo do fungo (CALDERONE; FONZI, 2001; SILVA et al, 2011).
Recentementre descrito pela primeira vez, uma toxina chamada candidalisina tem sido
bem estudada, esta toxina secretada por C. albicans danifica diretamente as
membranas epiteliais e lisa as células do hospedeiro, desencadeando uma via de
sinalizacdo de resposta que ativa a imunidade epitelial (DA SILVA DANTAS et al.,
2016; MOYES et al., 2016).

A patogenicidade de C. albicans esta relacionada a sua mudanca entre a forma

de levedura comensal e a forma filamentosa (pseudohifa/hifa) invasiva (MBA; NWEZE,
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2020). As hifas sdo mais habeis em aderir e penetrar no tecido do hospedeiro e,
portanto, sdo responsaveis por infeccbes nas mucosas sendo mais comumente
associadas a candidiase oral (ORSI et al., 2014; SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004).
Além disso as hifas também expressam fatores de viruléncia especificos, como
enzimas degradativas (proteinases, fosfolipases, esterases e outros), adesinas de
superficie celular (por exemplo, Als3, Hwpl e Hyrl) e a toxina candidalisina, que
permitem a invasédo tecidual (WITCHLEY et al.,, 2019). Dessa forma, o patdgeno
fungico na forma de levedura (ou blastoconidio), consegue ganhar a corrente
sanguinea e de se disseminar resultando em um candidiase invasiva (MBA; NWEZE,
2020).

Candida spp. desenvolveram estratégias para escapar dos mecanismos
imunolégicos do hospedeiro, como evitar o reconhecimento dos Receptores de
Reconhecimento de Padrées (PRR) do hospedeiro, protegendo os Padrbes
Moleculares Associados a Patdégenos (PAMPs) que sédo reconhecidos pelo PRRS
(GANTNER; SIMMONS; UNDERHILL, 2005; HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016). Foi
demostrado por Gantner et al., (2005) que o B-glucano (PAMP) pode ser detectado via
dectina-1 (PRR) de fagdcitos, e que é protegido pela camada externa de manoproteina
da parede celular, sendo exposto em um namero limitado de locais, tais como as
cicatrizes de brotamento das células de levedura (GANTNER; SIMMONS;
UNDERHILL, 2005). Além disso, Candida spp. dispdem de mecanismos de resisténcia
contra os peptideos antimicrobianos (AMPSs), para superar as atividades antifungicas
(GANTNER; SIMMONS; UNDERHILL, 2005; HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016).
Esses mecanismos incluem a secrecao de efetores de peptideo, bombas de efluxo de
AMPs e regulacao de vias de sinalizagdo (SWIDERGALL; ERNST, 2014).

1.3 Agentes antifangicos

As células fungicas possuem certa similaridade com as células humanas em
termos estruturais e moleculares; entretanto, a presenca de parede celular e de uma
membrana celular fingica contendo ergosterol sédo diferenciais quando comparado com
as células humanas, sendo importantes alvos terapéuticos dos principais antifingicos
utilizados na pratica clinica. Como resultado desta similaridade, muitos antifungicos

podem ser utilizados apenas em aplicacdes topicas, mas alguns tém toxicidade
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seletiva para fungos, uma vez que sao dirigidos contra estruturas ou processos
metabdlicos especificos dos fungos, como a sintese do ergosterol e da parede celular
(DOl et al., 2016; MADIGAN; et al., 2016).

Atualmente, o arsenal de medicamentos para o tratamento da candidiase
compreende trés classes principais: 0os polienos, os azois e as equinocandinas, sendo
as equinocandinas os medicamentos de primeira linha para tratamento das candidiases
sistémicas (BASSETTI et al., 2018; PFALLER et al., 2019). Reboli et al., avaliaram
através de ensaio clinico randomizado, a eficacia superior da anidulafungina sobre o
fluconazol em pacientes com candidemia (REBOLI et al., 2007). J4 a caspofungina e a
micafungina demonstraram melhor tolerabilidade do que as formulacbes de
desoxicolato e anfotericina B lipossomal (KUSE et al., 2007; MORA-DUARTE et al.,
2002). Em concluséo, todas as trés equinocandinas sdo escolhas validas para ICS por
Candida (CORNELY et al., 2012; PAPPAS et al., 2018). A duracdo do tratamento na
candidemia deve ser até 14 dias ap0s a cessacao da ICS; desta forma, a repeticdo das
hemoculturas é essencial para evitar o tratamento insuficiente ou excessivo (CORNELY
et al., 2012).

1.3.1 Polienos

Os polienos sdo a classe mais antiga de medicamentos antifingicos e incluem
anfotericina B e nistatina. Os polienos atuam se complexando ao ergosterol localizado
na membrana plasmatica das células fungicas, formando poros que causam a
desestabilizacdo da membrana e o extravasamento de componentes citoplasmaticos
resultando na morte celular (DOI et al., 2016; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON,;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

A anfotericina B desoxicolato (AMB) pode ser indicada para uma variedade de
infeccbes fangicas invasivas, tais como aspergilose invasiva, criptococose,
blastomicose, candidemia, coccidioidomicose, histoplasmose e
mucormicose; entretanto, devido a sua toxicidade sistémica atualmente € considerada
terapia de segunda linha dependendo da forma clinica da doenca. Devido a toxicidade
inerente ao tratatamento, algumas formulagdes lipidicas foram desenvolvidas a fim de
reduzir os efeitos colateriais, incluindo o complexo lipidico da anfotericina B (ABLC), a
anfotericina B lipossomal (L-AMB) e a disperséo coloidal da anfotericina B (ABCD). A

composicdo lipidica de todas essas trés preparacdes difere consideravelmente e
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contribui para parametros farmacocinéticos substancialmente diferentes (HAMILL,
2013). Embora as formulacdes lipidicas de anfotericina B tenham toxicidade menor que
a formulacéo original, seu alto custo impede seu uso mais amplo, principalmente em
paises em desenvolvimento (BEN-AMI, 2018; MORA-DUARTE et al., 2002).

Assim como a AMB, a nistatina exibe toxicidade, porém €& considerada mais
toxica que a AMB desoxicolato quando administrados pela via intravenosa. Portanto, a
nistatina é recomendada somente como um antifingico topico, ndo sendo uma opcéo

para o tratamento das micoses sistémicas (LYU et al., 2016).

Devido a natureza fungicida dos agentes poliénicos, o isolamento de fungos com
resisténcia a estes compostos é raro (HAMILL, 2013). Os principais mecanismos de
resisténcia envolvem adiminuicdo da quantidade de ergosterol, acimulo de outro
esterol diferente de ergosterol com baixa finidade pelos poliénicos, e alteracées na via
biosintética do ergosterol envolvendo mutacées nos genes ERG2, ERG3, ERG11 e
ERGS5 (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

1.3.2. Azéis

Os azdbis compreendem um grupo de antifungicos sintéticos contendo anel
imidazol (ex. cetoconazol, miconazol e outros) ou triazol (fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e isavuconazol). Estes compostos inibem a sintese do
ergosterol tendo como alvo a enzima Cl14-a-lanosterol demetilase dependente do
citocromo P450 (conhecida como Ergll, em leveduras) (MADIGAN; et al.,, 2016). A
interrupcdo da sintese do ergosterol permite o acumulo de 14a-metil esteréis, que
alteram a estabilidade da membrana, a permeabilidade e a acdo de enzimas ligadas a
membrana (OSTROSKY-ZEICHNER et al, 2010; PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). Apesar da eficacia, seguranca e
amplo espectro, os azois apresentam efeitos colaterais como nauseas, vémito, dor,
distensdo abdominal e diarreia. Os efeitos adversos dos compostos azélicos devem-se
ao fato de estes bloguearem a biossintese das mesmas enzimas do complexo P450
nas células do figado dos mamiferos, importantes na metabolizagcdo de compostos,
resutando em alta hepatotoxicidade e interacbes medidamentosas (JOHNSON;
KAUFFMAN, 2003).
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A resisténcia aos azois em Candida spp. envolve varios mecanismos bem
definidos que frequentemente podem atuar em conjunto em um unico isolado (MORIO
et al.,, 2013), tais como: mutacdo do gene ERG 11 (Cl4-a-lanosterol demetilase),
aumento da expressdo de ERG 11 e o acumulo intracelular reduzido dos agentes
azolicos por meio do efluxo (MORIO et al., 2013). As principais familias de bombas de
efluxo envolvidos na resisténcia aos azos sédo dos tipos ABC (ATP binding cassette) e
MFS (Major Facilitator) (MORIO et al., 2017). Em C. glabrata e C. krusei sao
conhecidas altas taxas de resisténcia aos azois, como o fluconazol, pois a primeira tem
suscetibilidade reduzida e a segunda possui resisténcia intrinseca (JOHNSON;
KAUFFMAN, 2003; MORIO et al.,, 2017). O Programa de Vigilancia Antifungica
ARTEMIS relatou um aumento de C. glabrata como causa de candidiase invasiva, de
18% em 1992-2001 para 25% em 2001-2007, e um aumento na resisténcia ao
fluconazol, de 9% para 14%, sobre o mesmo periodo (PFALLER et al., 2009). Em
2013, entre 1846 isolados clinicos de 31 paises, 11,9% de C. glabrata e 11,6 % de C.
tropicalis eram resistentes ao fluconazol (CASTANHEIRA et al., 2016). As infeccdes
causadas por C. albicans estdo associadas a niveis variaveis de resisténcia ao
fluconazol, e dependem da origem da infec¢do. Pacientes com candidemia possuem a
menor incidéncia de resisténcia ao azoéis (PFALLER et al., 2019), ja em pacientes com
candidiase orofaringea, € maior e depende de tratamento prévio com fluconazol
(ENWURU et al., 2008).

1.3.3. Equinocandinas

As equinocandinas representam uma classe de antifingicos semi-sintéticos
composta por caspofungina, micafungina e anidulafungina, e a mais recente, porém
ainda em desenvolvimento, a rezafungina (HELLEBERG et al., 2020). Esses
lipopeptideos ciclicos possuem atividade fungicida contra a maioria das espécies
de Candida, incluindo as resistentes aos polienos e aos az6is (LAMOTH et al., 2018;
PFALLER et al., 2019). O mecanismo de acdo destes compostos na célula fungica é a
inibicdo nao competitiva da enzima B-1,3-D-glucano sintetase, que catalisa a
polimeralizacdo da glicose-uridina-difosfato (UDP-glicose) em polimero de B(1,3)D-
glucano, principal componente da parede celular de fungos e da matriz extracelular dos
biofiimes de Candida spp. (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010). O rompimento
da sintese de 1,3-B- D- glucana danifica a integridade da parede celular e leva a ruptura
e morte celular (BEN-AMI, 2018).
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Dados disponibilizados em 2019 pelo programa SENTRY referentes ao periodo
de 2006 — 2016, demostraram que a resisténcia a 1 ou mais equinocandinas era
distintamente incomum entre isolados de C. albicans (0,0%-0,1%), C.
parapsilosis (0,0% —0,1%), C. tropicalis (0,5% —0,7%) e C. krusei (0,0% -1,7%), além
disso, nao foi observado nenhuma tendéncia de aumento da resisténcia ao longo do
tempo para nenhuma destas espécies, entretanto, segundo os autores C.
tropicalis exibiu um aumento na resisténcia em 2015-2016 em comparagcdo com 0S
anos anteriores, entretanto para C. glabrata, apesar de ndo haver variabilidade ao
longo do tempo, as maiores taxas de resisténcia foram observadas, dentre os 2860
isolados 210 (7,34%) foram considerados resistente a pelo menos 1 equinocandina
(PFALLER et al.,, 2019). Os mecanismos de resisténcia em Candida envolvem
mutacBes no gene FKS1, que codifica a enzimatica p-1,3-D-glucano-sintase (PERLIN,
2015).

1.4 Epidemiologia e patogénese de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus também € encontrado com relativa frequéncia na
microbiota normal, e pode colonizar até 30% das pessoas saudaveis e até 70% das
gue se encontram hospitalizadas (THWAITES; GANT, 2011), sendo que as maiores
taxas s@o encontradas entre algumas populacdes especificas como: usuério de drogas
endovenosas, portadores de diabetes insulino dependente, individuos apresentando
enfermidades dermatoldgicas, portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida,
pacientes com uso de cateteres venosos de longa permanéncia e em trabalhadores da
area da saude (NICKERSON et al., 2009). Algumas infeccbes por S. aureus sao
agudas e podem se disseminar para diferentes tecidos e provocar focos metastaticos.
Episddios mais graves, como bacteremia, pneumonia necrotizante, osteomielite,
endocardite, miocardite, pericardite e meningite, infeccbes osteoarticulares, da pele e
dos tecidos moles, pleuropulmonares e relacionadas a dispositivos médicos
implantados também podem ocorrer (TONG et al., 2015). Além disso, a colonizacao
por S. aureus tem um impacto negativo em algumas dermatoses inflamatorias cronicas,
como dermatite atépica, uma doenca complexa multifatorial que causa disfuncdo da
barreira cutanea (SCUDIERO et al., 2020).

A bacteremia causada por S. aureus € uma das infeccbes bacterianas mais
comuns e graves em todo o mundo. Em um estudo de ICS, onde 59 hospitais nos

Estados Unidos foram avaliados, S. aureus foi o isolado bacteriano mais comum,
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presente em até 23% de todos os episodios (1.540 de 6.697), consequentemente S.
aureus esteve mais associado ao Obito destes pacientes do que qualquer outro

patdgeno bacteriano encontrado (SHORR et al., 2006).

O programa SENTRY de vigilancia antimicrobiana disponibilizou os dados de 20
anos de avaliagéo (1997-2016), e dos 191.460 isolados de S. aureus, 77.146 (40,3%)
eram MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), sendo a maior parte
encontrada em pacientes com mais de 80 anos; quando avaliamos os dados da
America Latina, os resultados sdo semelhantes com um total de 38,7% dos isolados de
S. aureus sendo MRSA (DIEKEMA et al., 2019). Ja no Brasil ,ao analisarmos os dados
disponiveis no periodo de 2012-2016, 42% dos isolados foram considerados MRSA
(PATERNINA-DE LA OSSA et al., 2018).

Além disso, relatérios recentes da Fundacdo CF (Cystic Fibrosis
Foundation, Annual Data Report 2018) indicam que em 70,3% (N= 30.775) dos
pacientes com fibrose cistica, S. aureus foi isolado, sendo 25% MRSA. Essas
condicdes pré-existentes representam fatores de risco para infecgdes por fungos e
outras infec¢des oportunistas (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 2018).

S. aureus é um importante patdgeno que expressa multiplos fatores de viruléncia
como adesinas, toxinas, enzimas extracelulares, formacao de biofilmes e mecanismos
de evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro (LYSKOWSKI; LEO; GOLDMAN,
2011). Geralmente conhecidas como MSCRAMMs (componentes da superficie
microbiana que reconhecem moléculas da matriz adesiva), as adesinas tem como
principal funcdo a adesdo as superficies, que podem ser biéticas como tecidos e
mucosas, ou abidticas, como cateteres, facilitando a formacdo de biofilmes
(LYSKOWSKI; LEO; GOLDMAN, 2011). Dentre as principais toxinas expressas por S.
aureus as de maior relevancia e estudo sdo as toxinas citoliticas, tais como hemolisinas
e leucotoxinas, que tem por funcdo lisar os glébulos vermelhos e brancos,
respectivamente (LYSKOWSKI; LEO; GOLDMAN, 2011; OTTO, 2014).

Recentemente, Vila et al. (2019) avaliaram o papel de um carotendide triterpeno
produzido exclusivamente por S. aureus chamado estafiloxantina (STXN) (VILA et al.,
2019). Estudos revelam que a estafiloxantina é importante por diminuir a fluidez da
membrana ao influenciar em sua permeabilidade, suscetibilidade ao estresse oxidativo
e morte de neutrofilos (CLAUDITZ et al.,, 2006). Liu et al. (2005) descreveram uma
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frequéncia de sobrevivéncia aproximadamente 10 vezes maior de cepas de S. aureus
(cepa selvagem) em comparacdo com o mutante ndo produtor de crtM em neutréfilos
humanos, indicando que STXN pode estar associado com a evasao do sistema imune.
Além disso, a biossintese de STXN tem sido explorada como um potencial alvo de
antimicrobianos (LIU et al., 2005).

Interessantemente, Thwaites et al. (2011), propuseram que o0s fagocitos,
especificamente os neutrdfilos, tem um papel privilegiado na infeccédo por S. aureus na
corrente sanguinea, e podem fornecer um compartimento que permite o transporte da
bactéria, e com isso uma infeccdo metastatica bem-sucedida, viabilizando uma forma
pela qual a bactéria pode viajar e infectar locais distantes. Segundo Thwaites et al.
(2011) quando S. aureus é fagocitado por um neutrdfilo, ele reside em um fagossomo,
onde € exposto a uma variedade de substancias microbicidas potentes, incluindo
intermediarios de oxigénio e nitrogénio reativos, juntamente com peptideos e proteinas
antimicrobianas, como lisozima, a-defensinas, catepsinas e proteinase de leucdcitos,
que sao liberadas quando os granulos citoplasmaticos se fundem com o fagossomo
(THWAITES; GANT, 2011). Ja a resisténcia aos AMPs € mediada pela secrecdo de
estafilocinase e aureolisina, que se ligam aos peptideos catiénicos, por bombas de
efluxo que removem os peptideos da célula e por modificacbes na parede celular que
aumentam sua carga positiva, diminuindo assim a afinidade dos peptideos
antimicrobianos com carga positiva para a bactéria, permitindo a sobrevivéncia
bacteriana (ANWAR et al., 2009; FOSTER, 2009). A morte dos neutréfilos infectados
apos a disseminacdo pode levar a liberacdo de bactérias e toxinas nos tecidos e,

portanto, pode causar inflamacéao e infeccdo local (FOSTER, 2009).

Conforme citado anteriormente S. aureus € encontrado com relativa frequéncia
na microbiota normal do corpo humano, porém atualmente sua importancia clinica esta
no aumento da ocorréncia de infec¢cdes hospitalares graves causadas por amostras
multirresistentes e com altas taxas de mortalidade (BAUER et al., 2013; KONG et al.,
2016).

1.5 Agentes antibaterianos

O tratamento de infeccbes por S. aureus depende muito do tipo de infeccao,
bem como da presenca ou auséncia de cepas resistentes aos medicamentos. Quando

a terapia antimicrobiana é necessaria, a duracdo e o modo de terapia dependem muito
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do tipo de infecgéo, bem como de outros fatores (TONG et al., 2015). De modo geral a
penicilina continua sendo o antibacteriano de primeira escolha para isolados MSSA e
se for uma cepa produtora de B-lactamase, uma penicilina semissintética (nafcilina ou
oxacilina) é recomendada. Caso o0 paciente tenha alergia a penicilina, uma
cefalosporina € uma alternativa aceitavel (DAVID; DAUM, 2017). A vancomicina € a
opcao de tratamento de primeira linha recomendada para bacteremias por MRSA ou
guando o tratamento com B-lactamicos néo é indicado e tem uma longa historia de uso;
também €, muitas vezes, um comparador aos agentes antibacterianos mais novos para
o tratamento de infec¢des por S. aureus (MCMULLAN; HONS; CAMPBELL, 2020).
Contudo, em alternativa a vancomicina, daptomicina ou linezolida por via intravenosa
podem ser usadas para infeccGes graves. A terapia oral, via de regra, deve ser evitada
no tratamento inicial de infec¢des graves. Clindamicina, sulfametoxazol-trimetoprima e
doxiciclina s&@o escolhas alternativas para o tratamento de infeccbes leves a
moderadas, dependendo do teste de sensibilidade aos antibidticos. Para abscessos
cutaneos nao complicados, o uso de clindamicina ou sulfametoxazol-trimetoprima em
conjunto com incisdo e drenagem demonstrou melhorar as taxas de cura clinica no

departamento de emergéncia e outros ambientes ambulatoriais (LEWIS et al., 2018).

A resisténcia de S. aureus a quase todas as classes iniciais de antibiéticos é
mediada quase que exclusivamente por transferéncia horizontal de DNA (LIMBAGO et
al., 2014). A transferéncia horizontal de genes é responsavel pelas caracteristicas de
resisténcia mais preocupantes em S. aureus como a resisténcia a meticilina e a
vancomicina (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO, 2007). Além disso, sabe-se que a
resisténcia adquirida através do processo de mutacao e selecao aleatdria sob presséo
de antibidticos desempenha um papel importante no cenério clinico, fornecendo uma
importante via de resisténcia aos antibiéticos, como fluoroquinolonas, vancomicina (por
nivel intermediario de resisténcia), daptomicina, linezolida, entre outros (CHAMBERS,;
DELEO, 2009)

Nos anos 60 a meticilina foi lancada como alternativa terapéutica para cepas
produtoras [B-lactamases, porém, ja em 1961, cepas também resistentes a meticilina
passaram a ser descritas e foram denominadas Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (DAVIES, 1996; MEDIAVILLA et al., 2012). Tal mecanismo de
resisténcia esta relacionado a alteragédo de proteinas ligadoras de penicilina (PBP),
codificada pelo gene mecA e sem relacdo com a produgédo de beta-lactamases. No

entanto, nos anos 90, relatos de novas infecgdes por MRSA associadas a comunidade
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(CA-MRSA) entre individuos saudaveis comecaram a aparecer na literatura e logo se
mostraram associadas a linhagens geneticamente distintas de MRSA, aparentemente
nao relacionadas as cepas existentes de MRSA (HA-MRSA) associadas a infeccbes
nosocomiais (MEDIAVILLA et al., 2012). As doencas infecciosas causadas por S.
aureus resistente a multiplos antibidticos B-bactamicos como meticilina, penicilina,
oxacilina e amoxicilina (MRSA) continuam a ser uma das principais preocupacdes em
todo o mundo. Os dados do Centro de Controle e Prevencéo de Doencas dos Estados
Unidos (CDC) relataram aproximadamente 80.000 infecgdes invasivas por MRSA e
11.285 mortes associadas a este patogeno em 2017 (WIJESIRI et al., 2017).

Atualmente, o MRSA encontra-se amplamente difundido e se tornou um
importante patégeno adquirido na comunidade, com caracteristicas aprimoradas de
viruléncia e transmisséo. Geralmente, as cepas tipicas de CA-MRSA exibem diferencas
importantes em relacdo as cepas de HA-MRSA, incluindo a producdo de leucocidina
Panton-Valentine (PVL), suscetibilidade de baixo nivel aos antibiéticos ndo pB-
lactamicos (FIGUEIREDO, 2017); a presenca de PVL em isolados de S. aureus esta
associada a necrose tecidual e destruicdo de leucécitos, através da formacao de poros
na membrana celular (DUFOUR et al., 2002).

1.6Interagdes entre bactérias e fungos

As interacfes entre fungos e bactérias bem como a interacdo com o hospedeiro
e 0 sistema imunoldgico tem sido amplamente estudada ao longo dos anos e sdo
altamente dinamicas e dependem de uma infinidade de fatores incluindo interacdes
fisicas por contato direto célula-célula, suprimento de nutrientes, alteracbes de pH,
niveis de oxigénio além de interacdes quimicas por meio de secrecdo moléculas
frequentemente envolvidas no quorum sensing quando 0S microrganismos estéao
coexistindo na forma de biofiime (KRUGER et al., 2017). Nos biofilmes microbianos, e
particularmente nos biofiimes de espécies mistas, o quorum sensing (QS) ou a
comunicacdo ceélula a célula € um processo crucial mediado por pequenos produtos
quimicos secretados. Essas moléculas de sinalizacdo liberadas no ambiente do
biofilme permitem que uma espécie detecte e responda a presenca da outra,
permitindo um comportamento direcionado em resposta as mudancas de
condi¢bes. Portanto, esses mediadores secretados podem afetar a fisiologia celular e

podem assumir importancia vital, particularmente dentro de um ambiente
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polimicrobiano, o que facilita a exposi¢do cruzada a essas moléculas (CAROLUS; VAN
DYCK; VAN DIJCK, 2019; VILA et al., 2019).

De modo amplo, as infec¢cdes polimicrobianas podem ser consideradas
sinérgicas ou antagbnicas. Na primeira, um microrganismo gera um nicho favoravel a
infeccdo e colonizacdo de outros microrganismos sendo frequentemente patogénicos, e
ambos se beneficiam desta coinfeccdo; como por exemplo C. albicans e S. aureus,
onde ambos fornecem um ambiente propicio a dupla colonizacdo (BERNARD;
GIRARDOT; IMBERT, 2019). Por outro lado, quando microrganismos sao antagonicos,
a presenca de um microrganismo gera um nicho no hospedeiro que suprime a
colonizacdo de outros microrganismos, como Vvisto na interacdo entre Pseudomonas
aeruginosa e Aspergillus fumigatus, onde pesquisas recentes mostraram que a
pioverdina produzida por P. aeruginosa pode suprimir o crescimento e a formacéo de
bioflme pela quelacdo de ferro, reduzindo sua disponibilidade para A.
fumigatus (SASS et al.,, 2018; ZHAO; YU, 2018). Recentemente, Camarillo-Méarquez et
al. (2018) demonstraram antagonismo na interacdo de C. glabrata e S. aureus durante
a formacao de biofilmes mistos, em que a bactéria consegue eliminar o fungo induzindo
morte celular por apoptose (CAMARILLO-MARQUEZ et al., 2018).

Desvendar os mecanismos que 0S microrganismos usam em um ambiente
competitivo e polimicrobiano, tanto na forma plancténica quanto em biofilmes, n&o
apenas aprofundard a compreensdo da patogénese microbiana, mas também
fornecera informacdes importantes sobre novas vias favoraveis ao desenvolvimento de
novos medicamentos antimicrobianos (PELEG; HOGAN; MYLONAKIS, 2010).

1.7 Biofilmes polimicrobianos

C. albicans e S. aureus, frequentemente, coexistem em biofilmes
polimicrobianos sobre superficies dos tecidos do hospedeiro ou no ambiente. Biofilmes
polimicrobianos representam um problema de saulde clinicamente relevante com
potencial para servir como reservatorio infeccioso para uma variedade de
microrganismos como bactérias e fungos. As infec¢bes polimicrobianas também estéo
associadas a taxas de mortalidade mais altas quando comparadas com infeccdes
causadas por uma espécie microbiana (FAIX e KOVARIK, 1989; HARRIOTT;
NOVERR, 2009, 2011). Nos biofilmes polimicrobianos, a presenca de patdgenos

eucarioticos e procarioticos € um evento importante, o que dificulta tanto o diagnostico
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guanto o tratamento, 0 que requer estratégias mais complexas. O aumento da
resisténcia aos agentes antibacterianos e antifungicos em células de bactérias e
fungos, respectivamente, é a alteracdo comportamental de maior relevancia meédica
(SUN et al., 2013).

Biofilmes sdo comunidades microbianas heterogéneas aderidas a superficies
bidticas ou abidticas e envolvidas em uma matriz extracelular polimérica; composta
principalmente de exopolissacarideos, DNA e RNA extracelulares, proteinas e lipideos;
formando uma estrutura tridimensional complexa que protege as células contra
ambientes hostis. Além disso, as células em biofilmes apresentam um fenétipo alterado
qgue diferem das células plancténicas (em suspensao) na expressao de genes, taxa de
crescimento e, principalmente, na suscetibilidade aos agentes antimicrobianos. A
transicdo de células planctbnicas a biofilmes é regulada por uma variedade de fatores
como densidade celular, disponibilidade de nutrientes e estresse celular (LANDINI et
al., 2010; WILLIAM COSTERTON et al., 1995). A organizacdo e diferenciacdo celular
dentro dos biofilmes sédo regidos por moléculas secretadas, chamadas auto-indutoras,
pelas células dos biofilmes capazes de regular a expressao de genes e eventos
bioquimicos dependentes da densidade celular, e este mecanismo de comunicacéo

celular é chamado de quorum sensing (JABRA-RIZK et al., 2006).

Biofilmes de C. albicans e S. aureus compartilham de algumas caracteristicas
gerais. As fases de formacéao do biofilme sdo a adesao, desenvolvimento, maturacao e
dispersdo. Primeiramente, a célula deve aderir-se a uma superficie, esta ligacdo inicial
€ mediada por fatores como hidrofobicidade da superficie celular, forcas eletrostéticas
e por adesinas. Seguem no desenvolvimento e a maturacdo do biofilme, nos quais,
ocorrem proliferacéo celular com elongacéo de hifas ou pseudohifas em C. albicans ou
proliferacéo celular no caso de S. aureus e producdo de matriz extracelular formando
uma rede densa de células e numa estrutura tridimensional complexa (HARRIOTT;
NOVERR, 2009; YI et al.,, 2013). ApOs atingir a maturidade, as células-filhas dos
biofilmes podem se desprender e chegar a novos sitios através da corrente sanguinea,
podendo disseminar a infeccdo na fase de dispersdo (BERNARD; GIRARDOT,;
IMBERT, 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de formagé&o de biofilmes polimicrobianos.
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Adaptado de Bernard et al. (2020).

Um dos primeiros ensaios evidenciando a interacdo entre S. aureus e C.
albicans foi baseada em um estudo onde as bactérias e fungos foram injetados em
diferentes locais do mesmo camundongo. Foi observado que S. aureus se disseminava
para o local da infeccdo fungica e se aderia as hifas de C. albicans, porém o mesmo
nao ocorria no local da injecdo bacteriana (CARLSON; JOHNSON, 1985). Ensaios de
microscopia revelam que o biofilme polimicrobiano é composto por uma camada basal
de células fungicas, uma camada superior, onde as bactérias sao intercaladas dentro
da rede de hifas/pseudohifas e, na superficie, a matriz extracelular, envolvendo células
fungicas e bacterianas. Também foi observado a presenca de microcolbnias na
superficie do biofilme (CARLSON; JOHNSON, 1985; HARRIOTT; NOVERR, 2009; YI
et al., 2013).

A transicao de levedura para hifas/pseudohifas de C. albicans é importante para
0 estabelecimento da interacdo com S. aureus devido a associagao fisica entre estas
duas espécies (PETERS et al., 2012; SCHLECHT et al., 2015). Imagens de
microscopia revelaram uma associacdo preferencial de S. aureus as hifas de C.
albicans, através de uma adesina especifica, a Als3p. O gene ALS3 é um membro
da familia de genes ALS de C. albicans (sequéncia semelhante a aglutinina), que
codifica oito glicoproteinas da superficie celular com um dominio N-terminal da funcéo
adesiva. As proteinas Als cobrem difusamente a superficie da célula fungica e,
portanto, estdo envolvidas na adesdo as superficies abidticas e do hospedeiro
(SCHLECHT et al., 2015). Além disso, estudos in vitro e in vivo demonstraram que S.
aureus pode usar a adesdo as hifas de C. albicans para se tornar invasivo. Usando
um modelo de lingua murina ex vivo, foi demonstrado que a colonizagao oral por C.

albicans e S. aureus levou a penetragdo do tecido da lingua por hifas, estando as
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bactérias aderidas as hifas de C. albicans. Entretanto, Peters et al. (2012) observaram
que, mesmo na cepa mutante de C. albicans als3, as células de S. aureus se ligam as
hifas fungicas, sugerindo que moléculas adicionais da superficie celular, interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas inespecificas, bem como revestimento da bactéria
pelo material proveniente da matriz extracelular de C. albicans, mais especificamente
a-manana, [-1,3-glucana e [-1,6-glucana, podem desempenhar um papel na

agregacao interespécies (PETERS et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2. Esquema de biofilme misto formado por Staphylococcus aureus e Candida

albicans.
C. albicans
} a-mannan
S. aureus %
@ 4 B-1,3-glucan
S. aureus :

~ Matrix
extracelular

revestido '» N
Biofilme _! 7
@polimicmbinno Y { v
§o~=/9~ %
>

Antes de formar o biofilme maduro, o0s microrganismos, num processo

Adaptado de Kong et al. 2016.

denominado quorum-sensing, secretam peqguenas moléculas sinalizadoras que atuam
como auto-indutores para iniciar/reprimir a expressao génica (JABRA-RIZK et al.,
2006). Quando certa concentracdo dessas moléculas € atingida, as células ligam-se a
superficie bidtica ou abidtica, regulam as fases da formacgao do biofilme e produzem os
fatores de viruléncia. O quorum-sensing é um fator importante na formacédo e, mesmo
na manutencao do biofilme, mas isso depende das condigdes do meio onde estdo as
células e pode variar conforme a espécie (CAMILLI A., 2009; KRUPPA, 2009).

A deteccdo de quorum, isto é, sinalizacdo intercelular dependente da
densidade através de pequenas moléculas segregadas, foi encontrada tanto

nas espécies Staphylococcus, quanto nas espécies de Candida (ALBUQUERQUE;
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CASADEVALL, 2012; LE; OTTO, 2015). Uma das moléculas mais bem caracterizadas
é o farnesol, um derivado chave na via de biossintese de ester6is em células
eucaridticas. O farnesol é gerado endogenamente em C. albicans por desfosforilacéo
enzimatica de difosfato de farnesil (FPP) e secretada no ambiente (KRUPPA, 2009).
Além disso esta molécula inibe a morfogénese de leveduras para hifas de C.
albicans e, consequentemente, controla a taxa de crescimento celular quando o
biofilme de C. albicans contém um grande namero de células (CAROLUS; VAN DYCK;
VAN DIJCK, 2019). Numerosos estigios do desenvolvimento do biofiime sao
influenciados pelo farnesol, incluindo ades&o celular a substratos, arquitetura madura
do biofilme e dispersdao celular do biofiime devida a alta densidade populacional
(SEBAA; BOUCHERIT-OTMANI; COURTOIS, 2019).

Prévios estudos demonstraram que o farnesol, em altas concentragdes, inibem
0 crescimento microbiano como Saccharomyces, Aspergillus, Penicilium e
Cryptococcus, entre outras espécies, além de induzir a morte celular (CORDEIRO et
al., 2012; LIU et al., 2010; MACHIDA et al., 1999; WANG et al., 2014). Jabra-Rizk et al.
(2006) observaram que o farnesol reduziu a viabilidade de S. aureus e impediu o
desenvolvimento de seu biofilme quando presente em altas concentracdes (JABRA-
RIZK et al., 2006). Kong et al., (2017) demonstraram que, na presenca de farnesol
suplementado ou secretado por C. albicansno biofilme, em concentracdes
intermediarias ou baixas, S. aureus exibiu tolerancia significativamente aumentada a
vancomicina. Estes pesquisadores concluiram, que o mecanismo para o aumento da
tolerancia € atribuido a regulacdo positiva das bombas de efluxo de drogas, em
decorréncia do aumento na acumulacdo de espeécies reativas de oxigénio (ROS) em
concentracdes crescentes de farnesol, sendo um potente indutor de expressao de
bombas de efluxo em S. aureus (KONG et al., 2017; VILA et al., 2019).

Para superar os efeitos do estresse oxidativo, os estafilococos desenvolveram
varias estratégias de defesa que sao controladas por uma complexa rede de
reguladores, portanto, € provavel que o estresse oxidativo exercido pelo farnesol, ative
uma resposta protetora ao estresse na célula bacteriana, que de modo indireto confere
toler&ncia aos antibacterianos (JABRA-RIZK et al.,, 2006; KONG et al., 2017).
Recentemente foi observado por Vila et al. (2019) que quando S. aureus é exposto
repetidamente ao farnesol, perde seu pigmento tipicamente amarelo, a estafiloxantina,

sendo este um importante fator de viruléncia; entretanto o mesmo nao ocorre quando
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cultivado com uma cepa de C. albicans deficiente em farnesol (VILA et al., 2019). Além
disso, a exposicao ao farnesol induziu um acumulo de ROS e aumento na expressao
de sensores redox, sendo estes os principais reguladores de viruléncia (KONG et al.,
2017).

Dentre os mecanismos regulatérios que garantem a adaptacdo oportuna da
fisiologia estafilocécica ao ambiente, o quorum sensing se destaca como um dos
mecanismos mais intensamente estudados e provavelmente mais importantes para o
controle da patogénese (LE; OTTO, 2015). O quorum sensing € a regulacdo génica
dependente da densidade populacional e do ambiente que ocorre por meio da
comunicacao célula-célula, nos estafilococcus o sistema regulador de gene acessorio
(agr) € necessario para a progressdo da doenca em varios modelos animais de
infecgcdo aguda, incluindo endocardite infecciosa, infecgdes de pele e tecidos moles,
pneumonia, artrite séptica e osteomielite, sendo relacionado fortemente com a
producdo de alfa-toxinas estafiloccicas (KONG et al., 2017; LE; OTTO, 2015).
Interessantemente, Todd et al. (2019) relacionaram o aumento da secrecdo de toxinas
de S. aureus com um aumento na expressdo de agr durante a coinfeccdo com C.
albicans. agr € sensivel a varios estimulos ambientais, incluindo pH. O pH da cavidade
abdominal durante a infec¢cédo por C. albicans € ligeiramente alcalino. Assim, € possivel
que a alteracdo no pH dentro do abdémen, tamponem os produtos finais acidos do
metabolismo estafilocécico, mantendo assim niveis de pH neutro que sao ideias

para ativacao sustentada de agr (TODD et al., 2019).

Quanto a formacao de biofilme, o sistema agr parece influenciar a formacao de
biofilmes em muitos estagios. A ndo funcionalidade do sistema agr facilita a fixacao
inicial de estafilococos a uma superficie de poliestireno, presumivelmente devido a
regulacdo negativa das moléculas de desprendimento (KONG; VUONG; OTTO, 2006).
Depois de aderidas a superficie as bactérias comecam a se acumular, formando uma
densa rede, sendo a adesdo célula-célula um fator determinante que envolve o
exopolissacarideo chamado polissacarideo poli-N-acetilglucosamina polissacaridica

(PIA) que nao é regulada pelo sistema agr (VUONG et al., 2000).

Os mecanismos moleculares das células do biofilme s&o ativados durante a
formacdo do biofilme contribuindo para os niveis elevados da resisténcia aos agentes

antimicrobianos que, em geral, € multifatorial, incluindo producdo de enzimas que

degradam o antimicrobiano, reducdo do influxo do antimicrobiano, aumento da
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producdo de bombas de efluxo, alteracdo do alvo molecular, reducédo da taxa de
crescimento pela limitacdo de nutrientes, presenca de células persistentes e
subpopulacdes com diferentes niveis fenotipicos de resisténcia (PARAJE, 2011;
RAMAGE et al.,, 2012). Adicionalmente, a matriz extracelular do biofiime pode se
apresentar como uma barreira fisica, impedindo o acesso de agentes antimicrobianos
as células incorporadas na comunidade do biofilme e, entédo, colaborar para o aumento
da resisténcia ao antimicrobiano. Este obstaculo parece depender da quantidade e
natureza da matriz, assim como das propriedades fisico-quimicas do farmaco. Em
geral, a resisténcia do biofilme € um fendtipo indutivel, que faz parte de uma série de
vias moleculares que regulam o desenvolvimento do biofime (PARAJE, 2011;
RAMAGE et al., 2012).

1.8 Tratamento dos biofilmes

No tratamento de infeccBes relacionadas a biofilmes formados na superficie de
dispositivo médico, geralmente recomenda-se a remogé&o; entretanto, em alguns casos
isso ndo é praticavel e, muitas vezes, o biofilme j4 pode ter invadido a mucosa e
tecidos contiguos (PAPPAS et al., 2016). Em geral, tais ICS relacionadas a biofilmes
esbarram em dificuldades no diagnéstico e no tratamento com os antimicrobianos
disponiveis (NETT; ANDES, 2020).

Para o tratamento de ICS associadas a biofiimes de Candida, as equinocandinas
(anidulafungina, caspofungina, micafungina) e formulacées lipossomais de anfotericina
B sdo atualmente recomendados (PAPPAS et al., 2016; PRESS; SHIELDS; CLANCY,
2014; RAMAGE; ROBERTSON; WILLIAMS, 2014). Para infeccbes estafilocécicas,
vancomicina, linezolida, daptomicina, rifampicina em associacdo com outros
antimicrobianos sao utilizados (HOGAN et al., 2016; KIEDROWSKI; HORSWILL, 2011).

Sabe-se que as infecgbes nosocomiais polimicrobianas associadas a biofilmes
sdo cada vez mais frequentes e que as opg¢les atualmente disponiveis para o
tratamento requerem administracdo de grande quantidade de antimicrobianos, com
elevado custo terapéutico e uma série de efeitos colaterais para os pacientes (KONG et
al.,, 2016). Encontrar uma estratégia de tratamento eficiente para infeccbes
polimicrobianas é um grande desafio, uma vez que as terapias tradicionais costumam
atingir apenas agentes causadores individuais em reinos especificos (BROGDEN,;
GUTHMILLER; TAYLOR, 2005). Entretanto, ha ainda poucos estudos sobre medidas
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efetivas contra biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus; portanto o
combate a biofilmes € um desafio consideravel tanto para pesquisadores quanto para

clinicos.

Processos celulares de formag&o, manutencdo e dispersao de biofilmes
microbianos podem ser alvos para a descoberta de novos inibidores antimicrobianos.
Tais inibidores poderiam ser utilizados sozinhos ou em combinacdo com agentes
antimicrobianos convencionais nas terapias anti-infectivas. E, mesmo se agentes
antibiofilmes por si s6 ndo puderem matar os microrganismos, eles podem torna-los
mais suscetiveis aos antimicrobianos convencionais bem como a acdo do sistema
imune do hospedeiro (LANDINI et al., 2010).

Atualmente alguns trabalhos cientificos evidenciaram a combinacdo de agentes
antifngicos e antibacterianos convencionais ou a combinacdo de agentes
antimicrobianos convencionais com novos inibidores no controle dos biofilmes mono- e
polimicrobianos de Candida spp. e S. aureus como uma alternativa possivel para

superar esse desafio.

Qu et al. (2016) avaliaram a atividade dos polimetacrilatos guanilados que séo
imitacdes estruturais sintéticas de peptideos antimicrobianos (AMPs) constituindo uma
nova classe de agentes antimicrobianos que, segundo os autores, estes AMPs
demostraram excelente eficacia quando avaliados em biofilmes polimicrobianos in vitro
de C. albicans e S. aureus (QU et al., 2016). Recentemente, verificou-se que o acido
colico derivado do dipeptideo valina-glicina, ou CAP3, exibia atividade antimicrobiana
de amplo espectro contra C. albicans isolados e mistos com S. aureus em biofilmes in

vitro e in vivo. Seu efeito foi atribuido a ruptura da estrutura do biofime e a
permeabilizacdo da membrana (GUPTA et al., 2019).

1.9 Equinocandinas no tratamento de biofilmes polimicrobianos

Esses antifungicos séo eficientes no controle de infe¢des causadas por Candida.
e Aspergillus, sendo fortemente recomendados no tratamento de ICS associada a
biofilmes de Candida spp. (PAPPAS et al., 2016). Esta recomendagéo é baseada em
dados experimentais in vitro e in vivo mostrando a eficiéncia das equinocandinas, em

baixas concentragcbes, no controle de biofilmes de Candida spp. por reduzir a carga
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fungica e a sintese do principal componente da matriz extracelular polimérica
(GHANNOUM et al., 2015).

Alguns trabalhos tém mostrado a atividade antibacteriana das equinocandinas
sobre células de biofilmes de bactérias. Um estudo in vitro avaliou o uso da
micafungina em biofiimes de P. aeruginosa (BAZZI et al., 2013). Os resultados
mostraram uma reducdo estatisticamente significativa na biomassa do biofilme em 13
dos 18 isolados testados indicando que a micafungina pode inibir a formagéo de
biofilmes dessa bactéria. Interessantemente, os autores mostraram que a micafungina
pode inibir a glicosiltransferase (produto do gene ndvB) por meio de uma inibicdo ndo-
competitiva (BAZZI et al., 2013). Em um estudo in vivo utilizando modelo murino,
Kissoyan et al. (2016), avaliaram a eficacia da micafungina combinada com ceftazidima
ou levofloxacina para o tratamento de infec¢ges intraperitoneais de P. aeruginosa. Os
ensaios indicaram que quando combinados, micafungina e levofloxacina
(fluoroquinolona) protegeram 60% dos camundongos infectados, e para somente
levofloxaxina ndo houve sobrevivéncia, e 20% de sobrevivéncia para o tratamento com

ceftazidima (beta-lactamico) combinada com micafungina (KISSOYAN et al., 2016).

Sobre os biofilmes de S. aureus, Siala et al. (2016) mostraram o sinergismo in
vitro e in vivo entre a caspofungina e fluoroguinolonas (moxifloxacina e delafloxacina).
Os ensaios mostram que a caspofungina é capaz de aumentar a atividade das
fluoroquinolonas por inibir a enzima transmembrana N-acetil-glucosamina transferase
(icaA) responsavel pela sintese do polimero de N-acetil-glucosamina, um dos principais
componentes da parede celular e da matriz extracelular do biofilme. Interessantemente,
N-acetil-glucosamina transferase compartilha homologia com a enzima (3-1,3-D-glucano
sintetase de fungos como Candida spp. (SIALA et al.,, 2016). Rogiers et al.,
(2018) usando modelo in vitro e murino de infec¢ao intraperitoneal demonstraram que o
antifangico anidulafungina age sinergicamente com o antibidtico tigeciclina contra
biofilmes polimicrobianos formados por C. albicans e S. aureus. Além disso, foi
observado que a anidulafungina, assim como a caspofungina, reduz a producao de N-
acetil-glucosamina de S. aureus. Essa combinag&o sinérgica pode ser explicada pela
reducdo de polissacarideos da matriz extracelular dos biofilmes permitindo a difusao
anidulafungina e a tigeciclina pelo biofilme e, consequentemente, o encontro com 0s

respectivos alvos microbianos em camadas mais profundas (ROGIERS et al., 2018).
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Kong et al. (2016) investigaram a influéncia de polissacarideos da parede celular
secretados por C. albicans na resposta de S. aureus aos agentes antibacterianos no
biofilme. Os resultados demonstraram tolerancia significativamente aumentada para S.
aureus a VCM, na presenca de C. albicans ou polissacarideos secretados, com base
nos resultados apresentados neste estudo, os autores propdem que 0 mecanismo
para a tolerancia aumentada de S. aureus a VCM envolve o impedimento da difuséo de
antimicrobianos através da matriz de biofilme mista que consiste em hifas C. albicans e
polissacarideos secretados da parede celular, tais como a-manana, 3-1,3-glucana e B-
1,6-glucana secretadas no ambiente do biofilme misto. Desta forma, este material
secretado se adere a superficie celular de S. aureus, revestindo a camada
externa. Entdo, a medida que o biofiime amadurece, além de fornecer estrutura e
suporte, 0s polissacarideos da matriz secretada, impedem a difusdo dos
antimicrobianos para o seu interior. Efetivamente, a matriz polissacaridica atua como
barreira, mantendo a VCM na periferia e evitando que ela atinja seu alvo. E importante
ressaltar que, através de seu efeito na matriz do biofilme fungico ao inibir a producao
dos polissacarideos, a caspofungina sensibilizou as bactérias para VCM. Essas novas
descobertas sao importantes, pois podem indicar que, além de dificultar a difusdo de
antimicrobianos em um biofiilme, o revestimento da célula bacteriana por
polissacarideos secretados por fungos fornece protecdo adicional as bactérias,
impedindo que a droga atinja seu alvo celular, conforme podemos ver na figura 2
(KONG et al., 2016).

1.10 Modelo de invertebrado Galleria mellonella

O modelo de invertebrado Galleria mellonella tem atraido cada vez mais
notoriedade como um meétodo alternativo ao uso de animais vertebrados ndo s6 por
guestdes éticas, mas também econdmicas, logisticas, aléem de ser de facil manipulagéo
e ndo necessitar de equipamentos especiais no laboratério para a manutencdo da
colénia (AMORIM-VAZ et al., 2015; TSAI; LOH; PROFT, 2016). Este invertebrado que
pertence a ordem Lepidoptera, familia Pyralidae, oferece varias vantagens atraentes,
incluindo possibilidade de incubar a 37 °C, tem vida util curta e tamanho conveniente
para manuseio, o que facilita a inje¢do e coleta de hemolinfa para analises adicionais
(VERTYPOROKH; WOJDA, 2020). Sua popularidade aumentou notavelmente na

tltima década, com um numero substancioso de estudos publicados que fornecem
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evidéncias de que a G. mellonella € um modelo confiavel para testar a patogenicidade
de bactérias, fungos e virus, além de testar a eficacia e toxicidade de compostos
antimicrobianos, bem como ferramenta em triagem de estudos de antifungicos
(BURGWYN et al.,, 2016; CUTULI et al., 2019; JONSSON et al., 2017; TSAI; LOH;
PROFT, 2016).

Como um quesito interessante, os resultados dos experimentos sdo faceis de
serem observados através da morbidade das larvas (indice de saude), mortalidade
(curvas de sobrevida), carga microbiana, além de andlise histopatologica (JEMEL et
al., 2020; TSAIl; LOH; PROFT, 2016). Em contraste com os mamiferos, os insetos
possuem apenas imunidade inata, que compartilha muitas caracteristicas comuns com
a defesa inata em vertebrados. A auséncia de uma resposta adaptativa pode ser uma
vantagem, pois permite ao pesquisador estudar em detalhes as interacdes do patégeno
e a resposta imune inata sem interferéncia da resposta adaptativa (COOPER;
ELEFTHERIANOS, 2017; VERTYPOROKH; WOJDA, 2020).

A cobertura do corpo do inseto € composta por uma Unica camada de epitélio
(epiderme), que repousa sobre a membrana basal. O epitélio esta envolvido na
estrutura da cuticula, impregnada com quitina sendo este, protegido por um
tegumento. Os 6rgdos internos de origem ectodérmica, como a traquéia, o intestino
anterior e o intestino posterior, sdo cobertos por cuticula, protegendo os insetos dos
patégenos. Se essas barreiras forem quebradas, os plasmatécitos e os granulécitos
de G. mellonella séo capazes de fagocitar os microrganismos invasores, enguanto
corpos estranhos e alguns grupos de microorganismos maiores ficam presos em
capsulas e nédulos isolando os patdgenos do resto do corpo do inseto (WOJDA,
2017). Além da resposta inata, os insetos também podem disparar cascatas
enzimaticas complexas que regulam a melanizacdo da hemolinfa que é sintetizada
durante o processo de coagulacao da hemolinfa no local da lesdo além da producéo de
peptidios antimicrobianos (KAVANAGH; SHEEHAN, 2018).

A resposta daslarvasde G. mellonellaa infeccdo porC. albicans e A.
fumigatus demonstram uma forte correlacdo com o0s resultados obtidos com
camundongos (SLATER et al., 2011). G. mellonella, tem demonstrado ser um excelente
modelo para estudar a viruléncia de espécies de Candida, além disso, larvas também

foram utilizadas para desenvolver modelos de infeccdo por Cryptococcus
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neoformans (BRENNAN et al., 2002; COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000;
JACOBSEN, 2014; KAVANAGH; SHEEHAN, 2018).

No que tange as equinocandinas elas s@o consideradas antifungicos muito
potentes e representam a terapia de primeira linha para candidiase invasiva. Foi
demonstrado que, além de sua atividade antifungica direta, as equinocandinas também
possuem efeitos imunomoduladores em G. mellonella. Dois estudos demonstram esse
efeito (BURGWYN et al.,, 2016; KELLY; KAVANAGH, 2011). No estudo de Kelly e
Kavanagh (2011), a caspofungina foi capaz de aumentar a sobrevivéncia em larvas
infectadas por C. albicans, bem como estimular a resposta imune inata. Essa acéao
inespecifica protegeu as larvas de outros microrganismos nao-fungicos, como S.
aureus. Da mesma forma, em um estudo semelhante, Burgwyn et al., (2016)
demonstraram que a micafungina tem um efeito imunomodulador em G. mellonella,
sendo que sua a administracdo prévia foi capaz de proteger as larvas da infeccdo
bacteriana (BURGWYN et al., 2016; KELLY; KAVANAGH, 2011).

2. JUSTIFICATIVA

As ICS constituem um dos tipos de infec¢cdo mais graves com altas taxas de
morbimortalidade, principalmente quando associadas a dispositivos médicos
implantados, e em especial, quando envolve a formacéo de biofilmes (CAROLUS; VAN
DYCK; VAN DIJCK, 2019).

Biofilmes mono- e polimicrobianos exibem algumas diferencas quando
comparados com as células plancténicas de mesma espécie, sendo a caracteristica
mais relevante a tolerdncia aumentada aos antimicrobianos, podendo ser até 1000
vezes mais resistentes, devido a certos fatores como a presenca de uma matriz
extracelular densa, mudancas no metabolismo celular e a regulagdo positiva das
bombas de efluxo. Consequentemente, poucos antimicrobianos capazes de tratar
infeccbes relacionadas ao biofilme estdo disponiveis hoje (CAROLUS; VAN DYCK;
VAN DIJCK, 2019). Desta forma, torna-se crucial o desenvolvimento de novas terapias,

gue atuem ndo somente nas células, como também na matrix extracelular.

Baseando-se nos trabalhos previamente publicados sobre a eficiéncia das

equinocandinas no controle das infec¢cdes fangicas por Candida e, também, na
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atividade inibitéria de enzimas bacterianas homologas a 3-1,3-glucana sintetase, este
projeto visa avaliar a caspofungina para tratar infec¢des polimicrobianas de C. albicans

e S. aureus.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de antimicrobianos sobre células plancténicas e de biofilmes
mono- e polimicrobianos de Candida albicans, Candida glabrata e Staphylococcus

aureus, bem como na infec¢cdo mista em Galleria mellonella.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Obter o perfil de suscetibilidade de células plancténicas de C. albicans, C.
glabrata e S. aureus aos antimicrobianos;

3.2.2 Determinar o perfil de viruléncia das cepas de C. albicans, C. glabrata e S.
aureus em modelo de invertebrado de G. mellonella;

3.2.3 Avaliar os biofilmes mono- e polimicrobianos de C. albicans e S. aureus;

3.2.4 Avaliar o efeito da caspofungina e outros antimicrobianos em biofilmes
mono- e polimicrobianos de C. albicans e S. aureus;

3.2.5 Avaliar o efeito antimicrobiano da caspofungina em infeccdes mono- e
polimicrobianas por C. albicans e S. aureus usando o modelo de

invertebrado de G. mellonella.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

As cepas de Candida albicans SC 5314 e Candida albicans IAL-40 foram
cedidas gentilmente pela Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem (Instituto Adolfo Lutz,
Sao Paulo, Brasil), e Candida glabrata ATCC 2001, Staphylococcus aureus ATCC
29213 e ATCC 6538 (ambas MSSA — Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus)
foram cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Seguranca (INCQS,
Fiocruz, Rio de Janeiro/RJ, Brasil). Staphylococcus aureus ATCC 43300 e ATCC

33591 (ambas MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) foram gentilmente
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cedidas pela Dra. Eliana Harue Endo da Universidade Estadual de Maringa (UEM,
Maringa, Parand) e o isolado clinico de Staphylococcus aureus ST5 foi cedido pelo
Prof. Dr. Nilton Lincopan do departamento de Microbiologia (ICB/USP) (Tabela 1).

4.2 CondicOes de cultivo e estocagem das cepas de Staphylococcus
aureus

As cepas de Staphylococcus aureus estdo estocadas em caldo de soja
tripticaseina (TSB, Difco) com 20% de glicerol em freezer a -80°C e recuperadas em
agar de soja tripticaseina (TSA, Difco). Durante os ensaios as cepas foram mantidas
em TSA a 4°C e subcultivadas em TSB pelo menos 2 vezes a 35°C durante 18h para

obtencédo de um 6timo crescimento bacteriano (Tabela 1).

4.3 Condi¢0Oes de cultivo e estocagem das cepas de Candida spp.

As leveduras foram estocadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco) com
20% de glicerol em freezer a - 80°C e recuperadas em meio Sabouraud dextrose.
Durante os ensaios, as amostras foram mantidas em agar Sabouraud dextrose (ASD,
Difco) a 4°C e subcultivadas no mesmo meio pelo menos 2 vezes a 35°C por 24 - 48 h
para obtencdo de um 6timo crescimento fungico (Tabela 1).



Tabela 1. Cepas de Candida spp. e Staphylococcus aureus utilizadas neste trabalho.
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Cepas Origem Estocagem Condicdes de
durante os Crescimento
C. albicans SC5314 IAL ASDa4°C CSD, 24h a 35°C
C. albicans IAL-40 IAL ASDa4°C CSD, 24h a 35°C
C. glabrata ATCC INCQS, Fiocruz ASD a4°C CSD, 24h a 35°C
2001
S. aureus ATCC INCQS, Fiocruz TSAa4°C TSB, 18h a 35°C
29213
S. aureus ATCC INCQS, Fiocruz TSAa4°C  TSB, 18h a 35°C
6538
S. aureus ATCC Dra. Eliana Harue TSAa4°C TSB, 18h a 35°C
43300 Endo (UEM)
S. aureus ATCC Dra. Eliana Harue TSAa4°C TSB, 18h a 35°C
33591 Endo (UEM)
S. aureus ST 5 Prof. Nilton TSAa4°C TSB, 18h a 35°C

Lincopan (ICB/USP)

IAL: Instituto Adolfo Lutz; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade e
Seguranca (INCQS, Fiocruz, Rio de Janeiro/RJ, Brasil); ICB: Instituto de Ciéncias
Biomédicas; UEM: Universidade Estadual de Maringa; ASD: Agar Sabouraud
Dextrose; CSD: Caldo Sabouraud Dextrose; TSA: Agar de soja tripticaseina; TSB:
Caldo de Soja tripticaseina.

4.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-

difusdo

Para a determinacdo do perfil suscetibilidade de células plancténicas de S.
aureus aos antibacterianos foi realizado o ensaio de disco-difusdo, seguindo as normas
descritas pelo documento M7-A10 (CLSI, 2015a). Os critérios de interpretacdo foram
utilizados de acordo com o estabelecido pelo documento M100S25 (CLSI, 2015b).
Foram testados discos de oito diferentes classes de antibacterianos que se encontram
listados em cinco grupos de antimicrobianos indicados para testes de rotina nos
laboratorios clinicos de acordo com o CLSI (2015b): Cefoxitina (30ug), Eritromicina
(15ug), Clindamicina (2ug), Tetraciclina (30ug), Ciprofloxacina (5ug), Cloranfenicol
(30ug), Gentamicina (10upg), Amicacina (30ug), Sulfanamida (300ug), Trimetoprim
(5ug). Todos os discos usados foram adquiridos da Sensifar- Cefar, Diagnostica, Sao
Paulo, Brasil (Tabela 2) e estavam estocados a 4°C. O experimento foi realizado em

duplicata e repetido em dois dias diferentes.
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Tabela 2. Antibacterianos e critérios de interpretacdo usados para o teste de disco-
difusdo sobre microrganismos néao fastidiosos (documento M100-S24 - CLSI, 2015b).

Antimicrobiano (classe Contetdo Critério interpretativo do
Grupo i do o
guimica) . halo de inibicdo (mm)
disco

S I R

A Cefoxitina (Cefalosporina) 30 ug 222 - <21
A Eritromicina (Macrolideo) 15 pg 223 14-22 <13
A Clindamicina (Lincosamida) 2 ug 221 15-20 <14
B Tetraciclina (Tetraciclina) 30 ug =219 15-18 <14
C Ciprofloxacina (Fluoroquinolona) 5 ug 221 16-20 <15
C Cloranfenicol (Fenicol) 30 ug =218 13-17 <12
C Gentamicina (Aminoglicosideo) 10 pg 215 13-14 <12
O Amicacina (Aminoglicosideo) 30 ug 217 15-16 <14
U Sulfanamida (Antifolato) 300 pg 217 13-16 <12
U Trimetoprim (Antifolato) 5 ug 216 11-15 <10

Nota: Grupo A, Teste e relatério primarios; Grupo B, Teste primario e relatorio
seletivo; Grupo C, agentes antimicrobianos alternativos ou suplementares que podem
exigir testes nas instituicdes que abrigam cepas endémicas ou epidémicas resistentes
a varias drogas principais; Grupo O ("outros"), possuem indicacdo clinica especifica
para alguns grupos de organismos, mas ndo sdo candidatos a testes e relatorios
rotineiros pelo CLSI; Grupo U, agentes antimicrobianos administrados apenas ou
principalmente para o tratamento de infeccdes do trato urinario. Critério de
interpretacdo — R, Resistente; I, Intermediario; S, Sensivel.

Para realizacdo do ensaio foi preparado uma suspensao bacteriana em PBS
(Phosphate buffered saline) contendo 1-2 x10® UFC/mL e espalhada em toda a
superficie da placa de Petri contendo agar Muller-Hinton com 4 mm de espessura.
Posteriormente, os discos foram adicionados e incubados a 35°C por 18h. A leitura foi
realizada utilizando paquimetro digital (Socinter Sul®), onde a medida do halo de
inibicdo foi definida como o diametro da auséncia de crescimento microbiano em volta
do disco. Os antibacterianos usados e os critérios de interpretacdo dos resultados

estdo descritos na Tabela 2.

45 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de

microdiluicdo em caldo sobre células plancténicas (PCIM)

Para a determinacdo da concentracdo inibitdria minima (PCIM) dos

antimicrobianos foi realizado o ensaio de microdiluicdo em caldo conforme metodologia
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preconizada no documento M27-4ed. (CLSI, 2017) para Candida spp. e M7-A10 (CLSI,
2015) para S. aureus.

Preparo dos antimicrobianos: Anfotericina B (AMB), Caspofungina, (CAS),
Micafungina (MFG), Voriconazol (VRC), Fluconazol (FLC) e Vancomicina (VCM) (todos
da Sigma Aldrich Co., MO, USA) foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) ou
agua destilada estéril (para FLC), para obter solucbes estoque 100 x concentrado e

armazenados a -20°C para serem utilizados nos ensaios.

Preparo dos indculos: Leveduras de Candida spp. previamente cultivadas em
CSD foram centrifugadas a 5.500 rpm durante 10 min, o sobrenadante foi descartado
as células foram ressuspendidas em PBS, e o inéculo foi ajustado para a concentracédo
de 1x10° UFC/mL usando a contagem em camara de Newbauer. Posteriormente
diluicdes foram realizadas, a fim de obter a concentracdo de 1-5 x 10®° UFC/mL em
meio RPMI 1640 tamponado com 0,165 M de acido 3-morfolinopropano-1-sulfonico
(MOPS) (=RPMI).

S. aureus foi cultivado em TSB e ap0s crescimento, centrifugado a 5.500 rpm
durante 10 min e ressuspendido em PBS, posteriormente o0 ajuste da suspenséo foi
realizado utilizando espectrofotometro (Epoch microplate reader, Biotek) em
comprimento de onda de 625 nm acrescentando-se PBS até se obter densidade Otica
de 0,08 a 0,10, (1 - 2 x 10® UFC/mL) que é equivalente a turbidez da escala 0,5
McFarland.

O ensaio: Diluicdes seriadas dos antimicrobianos a fim de obter concentracdes
finais de 0,03 a 16 yg/mL para AMB, CAS, MFG, VRC, de 0,125 a 64 ug/mL para FLC
e de 1 a 512 yg/mL para VCM foram realizados em meio RPMI em microplacas de 96
pocos de poliestireno e de fundo chato. Em seguida, um volume de 100 pL da
suspensdo de Candida spp. (1-5 x 10° UFC/mL) foi dispensado em cada poco para
obtencao do inéculo final de 0,5-2,5 x 10° UFC/mL.

Para o ensaio de sensibilidade de S. aureus, foram utilizados os meios de
cultura RPMI, RPMI suplementado com 2% de NaCl e 2% glicose (=RPMI sup) e Caldo
Muller-Hinton (meio de cultura preconizado pelo CLSI, 2012). Os antimicrobianos MFG,
CAS e VCM foram diluidos nestes meios de cultura para obtencdo das concentracdes
finais de 1 a 512 ug/mL para as equinocandinas e 0,5 a 256 ug/mL para VCM. Em
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seguida, uma suspensdo bacteriana previamente padronizada (1-2 x 10° UFC/mL) foi
dispensada em cada poco para obtencdo do inéculo final de 0,5-1 x 10° UFC/mL. As
microplacas de 96 pocos foram incubadas a 35 °C por 24 h para Candida spp. € 18 h

para S. aureus.

Interpretacéo dos resultados: Os critérios de interpretacdo dos resultados foram
de acordo com o estabelecido pelo documento M100S25 (CLSI, 2015) para S. aureus e
M27-4ed. (CLSI, 2017) para Candida spp. A concentracao inibitéria minima (CIM) de
cada antimicrobiano foi definida como a menor concentragdo do antimicrobiano capaz
de inibir 90% (para AMB; PCIMg) e 50% do crescimento microbiano (para CAS, MFG,
FLC, VRC e VCM; PCIMsp). Os dados de PCIM, para Candida spp., foram obtidos apos
a leitura visual e confirmados determinando a densidade 6tica no espectrofotdmetro a
492 nm (Epoch microplaca reader, Biotek). O ensaio foi realizado em duplicata e em
dois dias distintos. O valor final de PCIM foi atribuido a média modal para cada

antimicrobiano.

Determinacdo da concentracdo fungicida/bactericida minima: Subsequente ao
teste de microdiluicdo em caldo, uma aliquota de 10uL de cada concentracado que foi
capaz de inibir o crescimento microbiano foi cultivada em ASD para fungo ou TSA para
bactéria, ambos livres de antimicrobianos, por 24-48 h a 35 °C para determinar a menor
concentragdo que nao houve crescimento microbiano (reducdo de >99,9% da
viabilidade), definindo a concentracdo fungicida minima (CFM) ou concentracdo
bactericida minima (CBM). Os experimentos foram realizados em duplicata e repetidos

em dias diferentes.

4.5  Viruléncia de Candida albicans, Candida glabrata e Staphylococcus

aureus em modelo de Galleria mellonella

Previamente aos primeiros experimentos realizados com G. mellonella, o cultivo
e manutencdo das larvas foi padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (DE
BASTIANI, 2018). Inicialmente, as mariposas foram incubadas dentro de recipiente
plastico com papel filtro em uma camara incubadora a 30°C. Os ovos foram retirados e
acondicionados em novos recipientes, onde foi adicionada cera e polen. Apés a
eclosdo das larvas, estas foram inspecionadas periodicamente até atingir o peso e o
tamanho ideial para os ensaios. Durante este periodo, os recipientes foram limpos e a

cera e 0 poélen foram repostos, além dos residuos (fezes) serem retirados do recipiente.
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Com a finalidade avaliar a viruléncia de todas as cepas de S. aureus e Candida
spp., utilizamos o modelo de invertebrado Galleria mellonella. As lagartas foram
selecionadas no ultimo estagio larval (72. instar), com tamanho variando de 2,0 a 2,5

cm de comprimento e peso corporal de 150 a 200 mg (FRENKEL et al., 2016).

Previamente a infeccdo, as lagartas foram submetidas a assepsia com alcool 70°
GL e foram inoculados 10pL do in6culo padronizado em PBS (1-2 10° UFC/mL para S.
aureus e 1-2 x 10’ UFC/mL para Candida spp.) na Ultima pro-leg com o auxilio de
microseringa Hamilton® (Hamilton Company, Nevada, USA). Para o grupo controle ndo
infectado, foi injetado 10 pL de PBS estérii como controle do veiculo dos
microrganismos e da injuria mecanica (grupo PBS). Apds infeccdo as lagartas foram
mantidas em placa de Petri de poliestireno descartaveis de 140x15mm e foram
adicionados pélen e cera de abelha. Todos os grupos de G. mellonella (n = 20
larvas/grupo) foram monitorados a cada 24 h apds a inoculacdo para a contagem de
larvas sobreviventes e a avaliacdo da saude das larvas, durante 5 dias. A taxa de
morbidade foi avaliada usando o score de pontuacdo proposto por Loh e colaboradores
(2013), que avalia o estado de saude das larvas, atribuindo pontuagdes de acordo com
4 caracteristicas principais: mobilidade das larvas, formacao de casulos, melanizacéo e
sobrevivéncia (tabela 3) (LOH et al., 2013).

Tabela 3. Caracteristicas avaliadas e pontuacéo atribuida para determinacdo do indice
de saude das larvas (LOH et al., 2013).

Categoria Descricao Pontuacao
Sem movimento 0
Minimo movimento quando 1
Mobilidade estimulada
Movimento quando estimulada 2
Movimento sem estimulo 3
. Sem formacgéao 0
Formacéao de ~ .
casulo Formacao parcial 0,5
Casulo completo 1
Larvas pretas 0
Larva preta com pontos marrons 1
Melanizagao =3 pontos pretos em larva bege 2
<3 pontos pretos em larva bege 3
Sem melanizacéo 4
Sobrevivéncia Viva 2
Morta 0




55

Ap6s as observacOes diarias das larvas, curvas de sobrevivéncia e de

morbidade foram construidas e os dados analisados estatisticamente.

4.6 Padronizagdo do biofilme monomicrobiano de Candida albicans e

Candida glabrata

Para padronizar a formacao de biofilmes por C. albicans SC 5314 e C. glabrata

ATCC 2001 foram utilizadas duas estratégias:

(1) Suspensdo fangica a 1-2 x10° UFC/mL em meio RPMI e RPMI suplementado
com 2% de glicose e 2% de NaCl (=RPMI sup) para C. albicans e C. glabrata e;

(2) Suspensao fangica a 1-2 x10° UFC/mL em meio RPMI para C. albicans.

Apo6s a padronizagdo do inéculo fungico uma aliquota de 100 uL foi dispensada
nos pocos da microplaca de 96 pocos de fundo chato e de poliestireno. As placas
foram incubadas por 96 h a 35°C sob agitacdo de 150 rpm (PIERCE et al., 2008). Apoés
cada periodo de 24 h de incubacdo por até 96 h, o sobrenadante foi retirado e os
biofiimes foram lavados com PBS para remoc¢do das células ndo aderentes, em
seguida, a biomassa total dos biofilmes foi quantifica pela técnica de coloracdo com
cristal violeta (Ver item 4.10). Esse ensaio foi realizado em quadruplicata e repetido em

trés momentos diferentes.

De acordo com os valores pré-estabelecidos Marcos Zambrano et al,. (2014) as
cepas de Candida spp. foram classificadas através da técnica de cristal violeta e leitura
em espectrofotdbmetro de acordo com sua producdo de biomassa total como alta (=
1,17), intermediaria (0,44 — 1,17) e baixa (>0,44) formadoras de biofilme (MARCOS-
ZAMBRANO et al., 2014).

4.7 Padronizacao do biofilme monomicrobiano de Staphylococcus aureus

Para padronizar a formacdo de biofilmes de S. aureus foram utilizadas duas

estratégias:

(1) A suspenséo foi padronizada a 1-2x10® UFC/mL utilizando meio RPMI e RPMI
sup;

(2) A suspensao foi padronizada a 1-2x10° UFC/mL utilizando meio RPMI.
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A padronizagcdo da suspensao bacteriana foi realizada utilizando
espectrofotdmetro para obter o inéculo de 1-2 x 10® UFC/mL posteriormente foi
realizada uma diluicdo de 1:100 para obter uma suspensdo bacteriana de 1-2x10°
UFC/mL. Uma aliquota de 100 uL do in6culo bacteriano foi dispensada nos pocos da
microplaca de 96 pocos de fundo chato e de poliestireno, incubadas a 35 °C, sob
agitacdo a 150 rpm, por 96 h (KEAN et al., 2017). A biomassa total do biofilme foi
quantificada a cada 24 h pela técnica de coloracdo com cristal violeta (Ver item 4.10).

Esse ensaio foi realizado em quadruplicata e repetido em trés momentos diferentes.

As cepas de S. aureus foram classificadas de acordo com sua producdo de
biomassa total atraves da técnica de cristal violeta com posterior avaliacdo por
espectrofotometro. De acordo com os critérios observados por Xu et al,. as cepas
foram classificadas como alta (=0,408), intermediaria (= 0,204 e <0,408) e baixa
(<0,204) formadoras de biofilmes (XU et al., 2016; YOUSEFI et al., 2016).

4.8 Padronizacdo dos biofilmes polimicrobianos de Candida

albicans/Candida glabrata e Staphylococcus aureus
Os biofilmes polimicrobianos foram formados utilizando as seguintes estratégias:

(1) Incubou-se ao mesmo tempo 100 pL da suspensao de C. albicans SC5314 ou C.
glabrata ATCC 2001 (1-2 x 10" UFC/mL) com 100 pL da suspensdo de S. aureus
(1-2 x 108 UFC/mL) em meio RPMI ou RPMI sup;

(2) Incubou-se ao mesmo tempo 100 puL da suspensao de C. albicans SC5314 com
100 uL da suspensdo de S. aureus ambos padronizados a 1-2 x 10° UFC/mL em
meio RPMI.

As microplacas foram incubadas por um periodo total de 96 h a 35 °C, sob
agitacdo a 150 rpm e as leituras realizadas apds cada periodo de 24 h. Para isso, o
sobrenadante foi retirado e os biofilmes lavados com PBS para remocdo das células
nao aderidas. A quantificacdo da biomassa total dos biofilmes mistos foi realizada pelo
ensaio de coloragdo com cristal violeta (Ver item 4.10). Os experimentos foram

realizados em quadruplicata e repetidos trés vezes, em dias diferentes.

As cepas de Candida spp. e de S. aureus assim como 0 meio de cultura e 0

tamanho do in6culo foram escolhidos para os proximos experimentos apos a analise
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dos dados obtidos dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos, viruléncia em
modelo de G. mellonella e da padronizacao dos biofiimes mono- e polimicrobianos.

49 Teste de sensibilidade dos biofilmes monomicrobianos e
polimicrobianos de Candida albicans e Staphylococcus aureus aos

antimicrobianos

Para a determinagcdo da concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos
sobre os biofilmes (BCIM) foi realizado o ensaio de microdiluicdo, utilizando as cepas
de C. albicans (SC5314 e IAL-40) e de S. aureus ATCC 29213, ATCC 6538 e ATCC

33591. Os indculos microbianos foram padronizados seguindo duas estratégias:

(1) A suspensdo de S. aureus foi padronizada a 1-2x10® UFC/mL e C. albicans foi
padronizada a 1-2 x 10’ UFC/mL utilizando meio RPMI;

(2) Ambas as suspens6es foram padronizadas a 1-2x10° UFC/mLem meio RPMI.

ApOs a padronizacdo do inéculo microbiano uma aliquota de 100 pL foi
dispensada na microplaca de 96 pocos de fundo chato de poliestireno; para o0s
biofilmes polimicrobianos 200uL foram dispensados, sendo 100uL de cada
microrganismo. A microplaca foi incubada a 35 °C, sob agitacdo a 150 RPM para

formacao dos biofilmes.
4.9.1 Acao dos antimicrobianos sobre a formacgao dos biofilmes

A fim de avaliar também o biofilme logo apés a fase de adeséo, definimos o tempo de
tratamento apos 1,5h de incubacéo (fase de aderéncia), para isso sobrenadante foi
retirado, e o fundo de cada poco lavado com 100 uL de PBS para remocao das células
ndo aderidas. Subsequentemente as células foram tratadas com os antimicrobianos
AMB, MFG, CAS ou VCM nas concentracdes de 0,125 a 256 pg/mL diluidos em meio
de cultura RPMI e incubados por 24 h, 35 °C, sob agitacdo a 150 rpm. Apés o
tratamento os biofilmes foram lavados com PBS e quantificados pela técnica de cristal
violeta (Ver item 4.10).

4.9.2 Acdo dos antimicrobianos sobre o biofilme pré-formado

Apbs 24 h de incubagdo (biofilme maduro), o sobrenadante foi retirado e os

biofilmes foram lavados com 100 puL de PBS, para remocao das células ndo aderidas,
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em seguida foram tratados com AMB, MFG, CAS ou VCM nas concentragdes de 0,125
a 256 pg/mL diluidos em RPMI e incubados por 24 h a 35 °C, sob agitacdo a 150 rpm

e, posteriormente quantificados pela técnica de cristal violeta (Ver item 4.10).

Para a realizacdo de ambos os ensaios (biofilme maduro e em formacéao) foram
utilizados dois controles: apenas meio RPMI (controle negativo de crescimento) e o
controle positivo (biofilme sem tratamento antimicrobiano), para avaliar o crescimento e
compara-lo com os biofilmes tratados. Os ensaios foram realizados em quadruplicata e

em pelo menos 3 momentos distintos.
4.10 Quantificacdo da biomassa total dos biofilmes

A biomassa total dos biofilmes bacterianos, fungicos e mistos foi quantificada
pela técnica de coloracdo com cristal violeta (CV) (O'TOOLE, 2011). Apés o periodo de
incubacgéo (1,5; 24; 48; 72 e 96 h) os biofilmes foram lavados com 100 pyL de PBS e
fixados com 100 yL de metanol durante 15 min. Em seguida, o metanol foi retirado e as
placas foram deixadas abertas por 2 min para evaporar o fixador. Posteriormente, 100
ML de uma solugdo 0,1% (v/v) de CV foi adicionada a cada poco. Apds 20 min, o
excesso de CV foi removido e as placas foram lavadas uma vez com 200 pyL de agua
destilada. Por fim, a descoloracdo do CV do biofilme foi feita pela adicédo de 100 uL de
acido acético 33% (v/v) (Sigma Aldrich). Ap6s 5 min aliquotas de 80 pL de cada pogo
foram transferidas para uma nova microplaca e a absorbancia da fase aquosa foi
medida em 590 nm (LUIZ et al., 2015).

ApoOs a coleta dos dados de absorbancia foi calculado as concentracfes que
inibem 50% e 90% do biofilme (BCIMso € BCIMgg, respectivamente) comparando com o
biofime sem tratamento, seguindo a férmula: 100 - [absorbancia tratado x 100 /
absorbancia néo tratado]. Os valores finais de BCIMso € BCIMgo foram atribuidos média

modal de cada antimicrobiano.

411 Avaliagdo da viabilidade celular nos biofilmes mono- e

polimicrobianos apos a adi¢cédo de antimicrobianos

Para avaliar a viabilidade celular do biofilme apés a fase de adesao (1,5h) mono-
e polimicrobiano de C. albicans SC5314 e S. aureus (ATCC 29213, ATCC 6538 e
ATCC 33591), ambos os in6culos foram padronizados para a concentracdo de 1-2 X

10° UFC/mL em meio RPMI, e 100 pL dispensados em uma microplaca de poliestireno
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de 96 pocos e incubados a 35 °C sob agitacdo de 150 rpm durante 1,5h.
Posteriormente, foi adicionado 100 puL de PBS e retirado em seguida para remocéao das
células ndo aderidas. O antifungico CAS previamente padronizado nas concentracfes
de 2, 8, 32 ou 128 yg/mL em meio RPMI foi adicionado na microplaca contendo as
células aderidas, e a microplaca foi incubada por 24 h a 35 °C sob agitagdo de 150
rom. Cada grupo (tratado e nao tratado) foi realizado em quadruplicata e em 3 dias

distintos.

Apbs este periodo de 24h os biofiimes foram lavados, e 100 yL de PBS foi
adicionado e o biofilme retirado por raspagem com o auxilio de uma ponteira estéril e
transferido para um microtubo de 1,5 mL e sonicado em banho ultrasénico a 42 Khz por
5 min. Diluicdes seriadas de 1:10 em PBS foram realizadas e uma liquota de 10uL de
cada diluicdo foi plaqueada na superficie de agar Sabouraud dextrose agar contendo
50 pug/mL de cloranfenicol ou em agar Sal Manitol para quantificar as células viaveis de
C. albicans e S. aureus, respectivamente, incubada a 35°C durante 24 h. Para cada
grupo (tratado e nao tratado) e cada diluicdo, o plagueamento foi realizado em
duplicata para a contagem de unidades formadoras de colbénias (UFC) para o célculo
de UFC/mL. Por fim, os resultados de UFC/mL foram expressos na funcéo logaritmica
de base 10 (Log UFC/mL).

4.12 Avaliacdo da eficacia das equinocandinas no controle da infeccao
mono- e polimicrobiana por Candida albicans e Staphylococcus aureus em larvas

de Galleria mellonella

Para a realizacao deste ensaio foram selecionadas larvas no final do estagio do
desenvolvimento larval (2,0 cm a 2,5 cm de comprimento e 150 mg a 200 mg de peso
corporal). Candida albicans SC 5314 previamente cultivada em CSD por 24 h a 35 °C
foi padronizada utilizando PBS na concentracdo de 5x10° UFC/mL. As cepas de S.
aureus ATCC 29213, ATCC 33591 e ATCC 6538 foram previamente cultivadas em
TSB por 18h a 35 °C e padronizadas em PBS na concentracao de 1x10° UFC/mL. Para
as suspensdes mistas, foi preparado um indculo em PBS na concentracdo 1x108
UFC/mL para C. albicans e 2x10° UFC/mL e S. aureus e transferido 200uL de cada
suspensao para um tubo. Desta forma a concentragdo das suspensdes utilizadas foram

as mesmas da infeccdo monomicrobiana.
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Posteriormente a padronizacdo dos indculos, 10 puL das suspensdées mono- ou
polimicrobianas foram inoculadas na ultima pro-leg da larva com o auxilio de seringa
Hamilton (KAVANAGH; SHEEHAN, 2018; MARCOS-ZAMBRANO et al., 2020). Apoés
30 min da infe¢ao foi iniciado o tratamento com a administracdo de MFG (5 e 10mg/kg)
ou CAS (5, 10, 20 e 50 mg/kg) para a infecdo monomicrobiana de C. albicans; e CAS
20 e 50 mg/kg para o tratamento das infeccbes monomicrobianas por S. aureus e
polimicrobianas de C. albicans e S. aureus. Larvas infectadas e nao tratadas (grupo
ndo tratado) e larvas ndo infectadas e que receberam PBS (grupo PBS), também foram
inoculadas PBS apds 30 min, sendo consideradas grupos controles do ensaio. Para
cada grupo foi utilizado um total de 20 larvas e incubadas a 37 °C. O esquema de

infeccdo e tratamento pode ser verificado na figura 3.

A sobrevivéncia das larvas foi monitorada a cada 24 h por até 5 dias apds a
infeccdo e tratamentos para a construcdo da curva de sobrevida. Paralelamente, as
larvas sobreviventes foram avaliadas quanto a sua movimentacao, formacédo de casulo
e a melanizacdo; e a curva de morbidade foi construida seguindo o modelo de notas
em que o indice de saude das larvas € calculado como a somatéria dos critérios
avaliados como mostrado na Tabela 3. Quanto maior o indice de saude (nhota maxima

de 10) mais saudavel esta a larva (LOH et al., 2013).
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Figura 3. Representacdo esquematica da infeccdo e tratamento usando o modelo de

invertebrado Galleria mellonella.
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4.13. Analise da carga fungica em larvas de Galleria mellonella

A analise da carga microbiana foi realizada ap0s 24h do inicio do tratamento das

larvas. Para isso, 4 larvas de cada grupo foram pesadas e o tecido foi macerado e

homogeneizado em 1 mL de PBS estéril seguido por diluicbes seriadas 1:10 dos

homogenatos e em seguida, plaqueadas em &gar Sabouraud dextrose contendo

cloranfenicol (50 pg/mL) para deteccdo de C. albicans e em Agar Salt Manitol para

deteccdo de S. aureus, posteriormente as placas foram incubadas a 37°C por 24 h

para obtencdo do numero de unidades formadoras de colénia por grama de larva

(UFC/g).

4.14. Analise histopatolégica

No 1° dia ap0s o inicio do tratamento, 2 larvas de cada grupo foram escolhidas

de forma aleatéria, e acondicionadas em um tudo contendo formaldeido 4% em PBS

para a preparacao do corte histologico e coloragcdo com hematoxilina e eosina (HE). As

laminas foram analisadas em microscopio éptico no aumento de 400x (DM750, Leica,

Séao Paulo), e a carga microbiana foi observada e semi-quantificada de acordo com a

escala: 0) nenhum; +) limitado; ++) médio; +++) alto e ++++) muito alto (Tabela

4)(QUINTELLA et al., 2011).
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Tabela 4. Analise semi-quantitativa de carga microbiana nos cortes histologicos
(baseado em QUINTELLA et al., 2011).

Carga microbiana Critérios
0 Sem microrganismos
+ Até cinco elementos por seccao
++ De seis elementos por secgcdo a cinco por campo

com alta ampliacao (x400)
+++ De 6 a 50 por campo com alta ampliacéo (x400)

++++ Mais de 50 por campo em alta ampliagao (x400)

4.15 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism
5.0 (GraphPad, La Jolla, CA). As curvas da cinética de formacéo dos biofilmes foram
analisadas pelo método Anova one-way (Tukey's Multiple Comparison Test). As curvas
de sobrevida de G. mellonella foram analisadas pelo método Survival analisys Log-rank
(Mantel-Cox) Test, e as curvas de morbidade foi analisada por Two-way Anova. Os
dados de viabilidade celular e formacdo de biomassa total dos biofiimes foram
analisados por Anova one-way seguido por Dunnett's multiple comparisons test. Os

dados de avaliacdo da carga fungica foram analisados pelo método Anova Two-way.
4.16 Fluxograma

O fluxograma de trabalho pode ser apreciado na figura 4, que mostra as
principais etapas do trabalho bem como as estratégias utilizadas para cumpri-las.
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Figura 4. Representacdo esquematica das etapas experimentais para o
desenvolvimento da dissertacdo de mestrado intitulada “Caspofungina no tratamento

de infec¢do mista por Candida albicans e Staphylococcus aureus”.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Suscetibilidade de Candida spp. aos antimicrobianos

Nesse trabalho foram definidas as menores concentragdes que inibem 50% e
90% (PCIMso e PCIMg, respectivamente) do crescimento das células plancténicas de
C. albicans (SC5314 e IAL-40) e C. glabrata ATCC 2001 pelos antifungicos AMB, FLC,
VRC, CAS e MFG. Ambas as cepas foram susceptiveis a todos os antifingicos
testados, exceto C. albicans IAL-40 e C. glabrata ATCC 2001, considerados resistente

e suscetivel dose-dependente ao FLC, respectivamente (Tabela 5).

Os dados apresentados corroboram com outros estudos publicados
recentemente pelo nosso grupo de pesquisa tanto para AMB quanto para FLC (DE
FREITAS et al., 2018; MUNOZ et al., 2017). Vila et al. (2016) avaliaram a acio da CAS
frente os isolados de C. albicans SC5314 e C. glabrata ATCC 2001, e os resultados

apresentados foram semelhantes aos observados neste estudo.

O antibacteriano VCM néo apresentou atividade inibitéria sobre o crescimento de
C. albicans e C. glabrata, mesmo na maior concentracéo testada (512 ug/mL) (Tabela
5) corroborando com dados previamente publicados, onde VCM n&o apresentou
atividade contra C. albicans (HARRIOTT; NOVERR, 2009).
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Tabela 5. Suscetibilidade de leveduras de Candida albicans (SC 5314 e IAL-40) e
Candida glabrata ATCC 2001 aos antimicrobianos. Concentragdo Inibitéria Minima

(PCIM) e Concentracado Fungicida Minima (CFM) estao expressos em pg/mL.

C. albicans C. albicans C. glabrata

SC5314 IAL-40 ATCC 2001

Antimicrobianos  PCIMsy, PCIMgy CFM  PCIMsqy PCIMygy CFM PCIMss PCIMgy  CFEM

Anfotericina B 0,06 0,125 <0,25 0,5 0,5 1 0,06 0,12 0,25
Micafungina <0,03 0,03 0,06 0,25 0,25 0,25 <0,03 <0,03 0,25

Caspofungina 0,06 0,25 16 0,125 0,125 2 0,25 1 1
Voriconazol 0,125 <0,125 0,25 0,25 0,25 16 0,5 2 128
Fluconazol 0,06 0,25 0,5 647 64 >64 0,55°° 2 16

Vancomicina >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >b12

PCIMsp: menor concentracdo que inibe 50% do crescimento microbiano; PCIMgy: menor
concentracdo que inibe 50% do crescimento microbiano; R: resistente; SDD: suscetivel
dose-dependente.

Em um estudo prévio comparando CAS e AMB através de uma analise duplo-
cego com 224 pacientes incluindo pacientes com neutropenia para determinar a
efichcia de CAS no tratamento candidiase invasiva e, mais especificamente, da
candidemia (MORA-DUARTE et al.,, 2002). Os resultados sugerem que a CAS foi
superior a AMB, e a porcentagem de pacientes com desfecho favoravel foi maior neste
grupo, sendo a CAS alternativa eficaz, além de menos téxica, quando comparado a
AMB para o tratamento da candidiase invasiva (MORA-DUARTE et al., 2002). Kuse e
colaboradores (2007), demostraram através de testes randomizados que MFG e AMB
lipossomal, tem eficacia semelhante para o tratamento de candidemia e candidiase
invasiva, entretanto MFG tem um perfil de seguranca melhor em termos de fungéo
renal, eventos relacionados a infusdo e disturbios eletroliticos, e assim como o
tratamento com CAS, apresentou menos efeitos adversos (BEN-AMI, 2018; KUSE et
al., 2007). E por essa atividade demonstrada as equinocandinas sao consideradas
atualmente os antifingicos de primeira escolha no tratamento de candidemias,
candidiase disseminada e infec¢des relacionadas a formacao de biofilmes (PAPPAS et
al., 2016; PFALLER et al., 2019).
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5.2 Suscetibilidade de Staphylococcus aureus aos antimicrobianos

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591 e MRSA ATCC 43300 foram
consideradas multirresistentes (MDR, multi drug resistence) (Tabela 6), ou seja, cepas
gue apresentam resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos ou ainda quando
ocorre a resisténcia a um antibacteriano chave (MAGIORAKOS et al, 2011). Tais
isolados bacterianos possuem relevancia para a saude publica, por frequentemente
demostrar resisténcia cruzada a diversas classes de antimicrobianos. Um exemplo
utilizado neste estudo é a sigla MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)
para caracterizar isolados de S. aureus resistentes a meticilina, tal sigla remete
imediatamente ao seu significado epidemiolégico, tornando seu perfil de resisténcia
facilmente identificavel. As cepas de S. aureus MSSA ATCC 29213 e MSSA ATCC
6538 foram sensiveis a todos os antibacterianos testados e a cepa ST 5 demonstrou

resisténcia apenas para cefoxitina sendo considerada uma cepa MRSA (Tabela 6).

Para avaliar a concentracdo inibitéria minima (PCIM) dos antifungicos CAS e
MFG e do antibiotico VCM sobre células planctdnicas de S. aureus, foram utilizados
diferentes meios de cultura no ensaio de microdiluicdo em caldo, usando Caldo Mdller-
Hinton, meio RPMI e RPMI suplementado com 2% de NaCl e 2% de glicose

(RPMlsup). A concentracdo bactericida minima (CBM) também foi avaliada (Tabela 7).

De modo geral ndo houve diferenca entre os valores de PCIMs de CAS e VCM
determinados nestes 3 meios de cultura; para CAS foi observado menores valores de
PCIM em meio CMH, por outro lado, valores de PCIM foram similares em meio RPMI e
RPMiIsup (Tabela 7).

VCM demostrou acao inibitéria contra S. aureus de 0,5 até 2 ug/mL (PCIMg).
Segundo o CLSI (2015b) o ponto de corte para caracterizacdo dos isolados de S.
aureus € < 2 ug/mL para cepas sensiveis, a faixa intermediaria € de 4 a 8 ug/mL, e a
faixa de resisténcia € = 16 ug/mL, desta forma todos as cepas utilizadas neste projeto
foram caracterizadas como sensiveis para VCM. VCM foi bactericida a partir da

concentracéo de 0,5 a 32 uyg/mL para todas as cepas de S. aureus (Tabela 7).
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Tabela 6. Suscetibilidade de Staphylococcus aureus aos antibacterianos determinada

pelo ensaio de disco-difusao.

S. aureus S.aureus S.aureus S. aureus S. aureus

Antibacterianos MRSA MRSA MRSA MSSA MSSA
ATCC 33591 ATCC 43300 ST5 ATCC 29213 ATCC 6538

Oxacilina R R R S S
Cefoxitina R R R S S
Clindamicina R R I S S
Sulfanamida R S S S S
Trimetoprim S R S S S
Gentamicina R R S S S
Amicacina R S S S S
Tetraciclina R S S S S
Eritromicina R R S S S
Cloranfenicol R S S S S
Ciprofloxacina I S S S S

Critério de interpretacdo — R, Resistente; |, Intermediario; S, Sensivel.
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Tabela 7. Valores de concentracdo inibitéria minima de 50% e 90% (PCIM50 e PCIM90, respectivamente) e da concentracao
bactericida minima (CBM) das equinocandinas (caspofungina — CAS e micafungina — MFG) e da vancomicina (VCM) sobre células
planctdnicas de Staphylococcus aureus. Resultados obtidos pela técnica de microdiluicio em caldo de acordo com o documento
M7-A10 (CLSI, 2015) e os valores de concentracao estao expressos em ug/mL.

ATCC 29213 ATCC 6538 ATCC 33591 ATCCC 43300 ST5

Meios PCIMs, PCIMgy CBM PCIMs, PCIMgy, CBM PCIMsy PCIMgy CBM PCIMs, PCIMgy CBM PCIMsy PCIMgy CBM

CMH 16 32 64 8 16 32 16 16 64 16 16 64 32 32 128
cAs RPMI Sup 64 64 256 32 32 128 64 128 512 32 64 512 128 128 >512
RPMI 16 32 256 16 16 64 32 64 256 32 64 512 32 64 512
CMH >512 >512 >512 >512 >512 >b612 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512

MEG RPMI Sup >512 >512 >b512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512

RPMI >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512

CMH 1 1 1 0,5 0,5 1 1 1 2 1 1 2 1 1 16
VCM RPMI Sup 2 2 8 1 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 32

RPMI 1 1 8 0,5 0,5 2 1 1 2 1 1 2 2 2 16

CMH: caldo Miiller-Hinton; RPMI: meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,16 M; RPMIsup: meio RPMI 1640 tamponado com
MOPS 0,16 M e suplementado com 2% de NaCl e 2% de glicose
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Apesar da disponibilidade de varios agentes antibacterianos estruturalmente
diferentes, a terapia mais frequentemente usada para o tratamento de infeccbes por
MRSA continua sendo os antibidticos glicopeptidicos, em especial a VCM
(GARDETE; TOMASZ, 2014). A VCM é um inibidor da sintese do peptidoglicano,
ligando-se com forte afinidade e alta especificidade aos precursores de
peptidoglicano expostos a face externa, impedindo o acesso das transpeptidases e
transglicosilases responsaveis pela reticulacdo desses precursores, contudo, seu
espectro de acdo é limitado aos organismos Gram-positivos e alguns anaerobios, de
modo que suas principais indicacbes sado infec¢cbes causadas por S.
aureus produtoras de [-lactamase, e colite causada por Clostridium difficile
(BAMBEKE, 2004; BLAIR et al., 2015; REYNOLDS, 1989).

Todas as cepas S. aureus mostraram-se susceptiveis a CAS de 8 pg/mL até
128 pg/mL (PCIMsp), e 32 a 128 pg/mL (PCIMg) para ambos os meios testados
(RPMI e RPMIsup). Interessantemente, CAS demonstrou agao bactericida para S.
aureus, de 64 a 512 ug/mL (CBM), exceto para a cepa ST 5 em que foi observado
recrescimento mesma na maior concentracdo testada para o meio RPMiIsup,
entretanto, para os demais meios, ST 5 ndo apresentou recrescimento em 128 a 512
pMg/mL. Por outro lado, MFG ndo demonstrou acao antibacteriana contra nenhuma
das cepas testadas de S. aureus, mesmo na maior concentracdo (512 pg/mL)
(Tabela 7).

Siala et al. (2016), descreveram a acdo inibitéria da CAS em células
planctdnicas de cepas de S. aureus, incluindo a MRSA ATCC 33591, utilizada em
NOSSOS ensaios; 0s resultados indicaram que houve 50% de inibicdo do crescimento
na concentracdo de 80 até 160 pug/mL, corroborando com os resultados encontrados

neste estudo.

Os autores ainda evidenciaram que a CAS inibe a acdo daenzima N-
acetilglucosamina transferase bacteriana que é codificada pela operon ica formado
por quatro genes (icaA, icaD, icaB e icaC). Mais especificamente, N-
acetilglucosamina transferase € codificada por icaA e sua fungcdo é catalisar a
adicdo de novos mondémeros de N- acetilglicosamina ao polimero em crescimento

na parede celular de S. aureus, estando presente também na matriz dos biofilmes
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formados (GERKE et al., 1998; LITTLE et al., 2014; SIALA et al., 2016). Portanto,
embora inesperada, a inibicdo da IcaA bacteriano pela CAS pode ser determinada
pelo fato de ser um homdélogo da B-1-3-glucano sintetase, o alvo fungico das
equinocandinas (SIALA et al., 2016).

Similarmente, Rogiers et al. (2018) observaram a inibicdo da producao de N-
acetil-glucosamina por S. aureus em biofilmes quando tratados por anidulafungina,
entretanto para as células planctonicas, os autores deste estudo ndo observaram
reducdo, mesmo na maior concentracao testada de 16 pg/mL (ROGIERS et al.,
2018).

5.3 Viruléncia de Candida albicans e Candida glabrata em modelo de

Galleria mellonella

A viruléncia de Candida spp. foi avaliada utilizando o modelo experimental
de invertebrado G. mellonella e de acordo com os resultados obtidos, as larvas
infectadas com C. albicans SC5314 tiveram taxa de sobrevivéncia de apenas 20%
apos 5 dias de observacado, corroborando com os resultados obtidos no ensaio de
morbidade (Figura 5). Por outro lado, a infeccéo por C. glabrata ATCC 2001 levou a
uma taxa de sobrevivéncia de 90%, n&o apresentando diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle ndo infectado (PBS) (Figura 5). Os dados de viruléncia
destas duas cepas corroboraram com os resultados anteriormente (DE BASTIANI,
2018; SPADARI et al., 2019). A viruléncia de C. albicans IAL-40 foi avaliada
previamente pelo nosso grupo de pesquisa apresentando perfil de mortalidade e de
morbidade semelhante aquelas causadas pela cepa SC5314 (DE BASTIANI, 2018;
SPADARI et al., 2019).

Cotter, Doyle e Kavanagh (2000) avaliaram se seria possivel usar o modelo
de invertebrado de G. mellonella para avaliar a patogenicidade de diversas espécies
de Candida. Para este estudo uma variedade de espécies de Candida, comumente
associadas a doencas em humanos foram selecionadas (COTTER; DOYLE;
KAVANAGH, 2000). Os resultados foram obtidos apos 72h da inoculacao das larvas
na concentracdo de 2 x 10’ UFC/mL, onde foi observado a mortalidade de 90% de
G. mellonella infectada com C. albicans; para as outras espécies de Candida foi

observado mortalidades de 70% para C. tropicalis, 45 % para C. parapsilosis e C.
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pseudotropicalis, 20% para C. krusei e nehuma mortalidade para C. glabrata
(COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000). Em um segundo ensaio, Cotter, Doyle e
Kavanagh (2000) inocularam C. albicans, 2 x 10” UFC/mL, entretanto as leveduras
foram previamente inativadas por calor e de acordo com os dados obtidos as taxas
de mortalidade foram de 20%. Estes achados sugerem que a mortalidade das larvas
ocorreu devido a patogenicidade de C. albicans, e ndo devido ao inicio de uma
reacao alérgica a presenca de um grande numero de células de levedura na
hemolinfa (COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000).

Figura 5. Curvas de sobrevivéncia (A) e de morbidade (B) de larvas de Galleria
mellonella infectadas com leveduras de Candida albicans SC5314 ou Candida
glabrata ATCC 2001.
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As larvas foram infectadas com 1 x 10° UFC/larva e incubadas a 37 °C durante 5
dias e observadas a cada periodo de 24 h. Houve diferenga estatistica entre as
larvas infectadas com leveduras de C. albicans quando comparadas com as larvas
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nao infectadas (grupo PBS). ***p<0,001 (Log-rank, Mantel-Cox Test para
sobrevivéncia e two-way ANOVA para a mortalidade).

Brennan et al. (2002), demostraram a equivaléncia de G. mellonella e modelo
de infeccdo sistémico em murinos por C. albicans; o estudo apresentado demonstra
gue ambos os modelos corroboram, pois as diferencas na viruléncia entre as cepas
utilizadas (N= 13) foram semelhantes em ambos os modelos, desta forma, é cada
vez mais interessante a possibilidade de reduzir a utilizacdo de mamiferos para
testar a viruléncia de fungos ao utilizar G. mellonella como mecanismo primario de
triagem (BRENNAN et al., 2002). Assim como resportado para outros modelos de
infeccdo fungica como a criptococose, aspergilose, esporotricose e outros
(TREVIJANO-CONTADOR; ZARAGOZA, 2019).

5.4 Viruléncia de Staphylococcus aureus em modelo de Galleria

mellonella

S. aureus ATCC 29213 mostrou-se mais virulenta, causando mortalidade em
82% das larvas (p<0,001) apds 5 dias da infeccao, corroborando com os resultados
obtidos por Peleg et al. (2009) onde as larvas de G. mellonella apresentaram
mortalidade similar com o mesmo inoculo utilizado; seguida por ATCC 33591 e
ATCC 43300 onde a taxa de mortalidade foi de 61% e 38% (p < 0,001),
respectivamente, apresentando viruléncia intermediaria. As cepas de S. aureus
ATCC 6538 e ST5 foram consideradas as menos virulentas (Figura 6A);
corroborando com os dados de morbidade (Figura 6B).

Estudos prévios relataram correlagbes entre os resultados de viruléncia
obtidos com o modelo de G. mellonella e aqueles obtidos com camundongos
(BRENNAN et al., 2002; COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000; DONG et al., 2017).
Estes resultados mostram que G. mellonella pode ser efetivamente usada para
facilitar o estudo in vivo da viruléncia de S. aureus e, mais especificamente, a
relacdo entre a resisténcia a antibioticos e a patogénese da infeccdo (PELEG et al.,
2009).

De acordo com os resultados obtidos ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo direta entre a viruléncia dos isolados e a suscepitiblidade aos

antimicrobianos, a cepa considerada mais virulenta foi cepa S. aureus ATCC 29213
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que € MSSA, seguida por S. aureus ATCC 33591 (MRSA), ATCC 43300 (MRSA) e
as menos virulentes ATCC 6538 (MSSA) e ST 5 (MRSA). O mesmo foi obervado por
Desbois e Coote (2011), onde em seu estudo utilizaram duas cepas: S. aureus
Newman (MSSA) e S. aureus BB270 (MRSA), sendo que as taxas de sobrevivéncia
da larvas de G. mellonella foram semelhantes em ambas as cepas, confirmando
que, apesar de mais resistente, ndo € possivel estabelecer uma correlacéo entre a
viruléncia e suscetibilidade aos antimicrobianos (DESBOIS; COOTE, 2011).

Figura 6. Curvas de sobrevivéncia (A) e de morbidade (B) de larvas de Galleria

mellonella infectadas com Staphylococcus aureus.

A)
100 . ®
é -~ PBS

S 80 B=——@ -+ S.aureus ATCC 20213 ++*
Pt -+ S.aureus ATCC 33591 ***
S 60- ¥ =% S.aureus ATCC 43300 **
fqz) -©- S.aureus ST5 *
o 407 1 | * = Saureus ATCC6538 *
o]
& 20- —

O | | | 1 1

0 1 2 3 4 5

DIAS

B)

PBS

S.aureus ATCC 29213 ***
S.aureus ATCC 33591 ***
S.aureus ATCC 43300 ***
S.aureus ST5 *
S.aureus ATCC 6538 *

yofttd

indice de saude

0 T T T 1
0 1 2 3 4 5

Dias

As larvas de G. mellonella foram infectadas com 1-2 x 10’ UFC/larva e incubadas a
37 °C durante 5 dias. *p<0,05 e ***p<0,001 comparados individualmente com o
grupo nao infectado PBS (Log-rank, Mantel-Cox Test para sobrevivéncia e two-way
ANOVA para a mortalidade).
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Estes estudos anteriormente publicados sugerem que o modelo murino possa
ser substituido pelo modelo de G. mellonella para avaliar ndo s6 a viruléncia das
cepas e fungos e bactérias, mas também para estudar os mecanismos de
patogénese da doenca infecciosa bem como realizar triagem de novos compostos
para o tratamento (AMORIM-VAZ et al.,, 2015) seguindo os principios dos 3 R’s
como previamente sugerido por Russell-Burch (1959) de “reducao, substituicdo e
refinamento” (do inglés: Reduction, Replacement and Refinement”) no uso de
animais de laboratorio (RUSSELL; BURCH, 1959).

5.5 Padronizacdo dos biofilmes monomicrobianos de Staphylococcus

aureus e Candida albicans em diferentes meios de cultura

Os biofilmes monomicrobianos foram formados em meio de cultura RPMI e
RPMisup por um periodo de 96h a 35°C, sob agitacdo a 150 rpm, sendo avaliados a

cada 24 h pela técnica de cristal violeta.

Biofilmes de C. albicans monomicrobianos atingiram a maturidade apos 24 h de
incubacdo permanecendo constante até o periodo de 96 h. A biomassa do biofilme
apresentou densidade 6tica (D.O) variando entre 3,3 e 3,7; além disso, néo foi
observado diferenca estatistica entre a formacdo do biofime em RPMI e em
RPMisup, demonstrando que a suplementacdo do meio de cultura € irrelevante para
C. albicans (Figura 7A).

Ao avaliar a formacao de biofilmes de S. aureus nos meios RPMI e RPMiIsup,
nos periodos de 24, 48, 72 e 96 h, definimos o tempo de leitura dos biofiimes para
posterior tratamento em 24 h, pois trata-se de biofilme maduro. Avaliamos também se
a suplementacdo do meio de cultura seria relevante para promover a formacéo de
biofilmes por S. aureus e de acordo com os dados obtidos n&do houve diferenca
estatistica significativa entre os meios suplementado e ndo suplementado, exceto
para a cepa ATCC 6538, em que o meio suplementado promoveu maior formacéo do
biofilme quando comparado ao meio nao suplementado (p<0,05) (Figuras 7B-F).

Trabalhos prévios estudaram o papel da suplementacdo com glucose e/ou
cloreto de sédio no meio de cultura para formacdo do biofilme, por induzir a

producdo de um dos principais componentes da matriz extracelular do biofilme de S.
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aureus: o polissacarideo poli-N-acetilglucosamina também conhecida como poli-N-
acetil-p- (1-6) -glucosamina (PIA/PNAG) e é um componente importante dos
biofiilmes de S. aureus (BROOKS; JEFFERSON, 2014; SIALA et al.,, 2016). As
enzimas relacionadas a sintese de PIA/PNAG séao codificadas por genes contidos no
operon de Ica, que em contrapartida é controlado por fatores ambientais e
nutricionais (BROOKS; JEFFERSON, 2014). Entretanto, segundo Croes S. et al.
(2009), a inducédo da formacdo de biofilmes esta mais relacionada ao genoétipo da
cepa de S. aureus do que com a presenca de nutrientes no meio externo. Desta
forma, a suplementacdo do meio tem papel irrelevante para o ensaio de CIM e CBM
(CROES et al., 2009).

A importancia do operon ica para a producdo de biofilmes de S. aureus
também parece ser controverso na literatura. Beenken et al. (2004) demonstraram
qgue a delecédo do locus ica em um isolado clinico humano UAMS-1 de S. aureus néao
teve impacto sobre o desenvolvimento do seu biofilme. Em contraste, a mutacao
do gene sarAem S. aureus UAMS-1 resultou em capacidade prejudicada de
formacdo de biofilme (BEENKEN et al.,, 2004). Em um ensaio semelhante, Gara
(2007) observou que a formacédo de biofilme independente de ica foi possivel em
todos os isolados clinicos testados (N=4) de S. aureus MRSA mutantes para o operon
ica, quando comparados com a mesma cepa ndo mutante. A expressao do operon ica
€ dependente da proteina SarA, um dos principais reguladores globais de diversos
fatores determinantes de viruléncia em S. aureus, que se liga ao promotor do

operon ica com alta afinidade e regula positivamente a sua expressao (GARA, 2007).

Em um estudo recente Flannery et al. (2020), avaliaram a produgédo e qual
seria 0 principal constituinte do biofiime de uma cepa de S. aureus (BH 1CC Aica)
mutante para 0 operon ica, em comparacdo com a mesma cepa sem mutacao (wild
type-WT), usando diferentes meios de cultura. Os autores observaram que, houve
uma leve diminuicdo da formacé&o de biofilme, em aproximadamente 16%, 13% e 2%
quando cultivado em BHI, BHI com glicose e BHI com NacCl, respectivamente, mas
essas diferencas ndo foram significativas, quando comparado com o S. aureus WT.
Conforme esperado, o principal constituinte do biofilme de S. aureus BH1CC Aica, era
composto de DNA extracelular e proteinas (FLANNERY et al., 2020).
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Em estudo recente Neopane et al. (2018), analisaram 43 isolados clinicos de
S. aureus quanto a formacdo de biofilmes e a incidéncia de resisténcia aos
antimicrobianos. 69% dos isolados apresentaram capacidade de formar biofilmes,
sendo que dentre essas, 86% eram multirresistente e 43% foram identificadas como
MRSA. Dentre as cepas que nao produziam biofilmes a presenca de
multirresisténcia ndo foi observada, confirmando a relacdo entre a producédo de
biofilmes e a incidéncia de resisténcia (NEOPANE et al., 2018). Dados semelhantes
foram observados com os isolados usados neste projeto, classificando-os em ordem
decrescente, as cepas de S. aureus que mais produziram biofilmes no periodo de
24h foram: ST 5, ATCC 43300, ATCC 33591, ATCC 6538 e ATCC 29213, sendo as
3 melhores produtoras consideradas MRSA e as demais, consideradas MSSA
(Figura 7B-F).

A partir dos dados obtidos neste ensaio € possivel concluir também, que a
suplementacdo do meio de cultura com glicose/NaCl ndo possui papel muito
relevante no perfil de suscetibilidade de S. aureus aos antimicrobianos avaliados
(Tabela 7) bem como na producao de biofilmes (Figura 7). Desta forma, RPMI nao
suplementado foi 0 meio escolhido para os experimentos seguintes.
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Figura 7. Cinética da formacgédo de biofilmes monomicrobianos de Candida albicans
e Staphylococcus aureus em meio de cultura RPMI 1640 tamponado com 0,165 M
MOPS néo suplementado (RPMI, Linha preta) e suplementado com 2% de glicose e
2% de NaCl (RPMisup, Linha azul) em agitaggo a 150 rpm a 35 °C.
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A) C. albicans SC5314; B) S. aureus ATTC 29213; C) S. aureus ATTC 33591; D) S.
aureus ATTC 6538; E) S. aureus ATTC 43300; F) S. aureus ST5.
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5.6 Padronizagdo dos biofilmes mistos de Candida albicans / Candida
glabrata e Staphylococcus aureus

Apos a padronizacao dos biofilmes monomicrobianos, avaliamos a formacéo do
biofilme polimicrobiano das cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, ATCC
6538, ATCC 33591, ATCC 43300 ou ST5 com Candida albicans SC5314 ou com
Candida glabrata ATCC 2001. Os biofilmes monomicrobianos e polimicrobianos foram
produzidos em meio RPMI sem suplementacédo a 35°C por 24 h e sob agitacédo a 150
rom. Os maiores formadores de biofilme foram C. albicans e C. glabrata e foram
considerados de alta formacdo segundo Marcos-Zambrano et al. 2014 (MARCOS-
ZAMBRANO et al., 2014). Dentre S. aureus, no periodo de 24h, as cepas ST 5 e
ATCC 43300 produziram maior biomassa total do biofilme, seguidas pelas cepas
ATCC 33591, ATCC 6538 e ATCC 29213. Mas segundo os critérios sugeridos por Xu
et al. (2016), todas as cepas de S. aureus podem ser consideradas de alta formacéao
de biofilmes (XU et al., 2016). Enquanto os biofilmes polimicrobianos formados por C.
albicans e S. aureus e os biofilmes produzidos por C. glabrata e S. aureus foram
semelhantes aos biofilmes monomicrobianos de C. albicans e C. glabrata,

respectivamente (Figura 8).

ApoOs a padronizacao dos biofilmes mono- e polimicrobianos escolhemos para
0S ensaios posteriores as cepas de S. aureus ATCC 29213, ATCC 33591 e ATCC
6538 de acordo com os seguintes critérios: suscetibilidade aos antimicrobianos e peffil
de viruléncia em G. mellonella. As 3 cepas foram boas formadores de biofilmes,
entretanto a cepa ATCC 29213 é MSSA e de alta viruléncia, ATCC 33591 é MRSA e
possui viruléncia intermediaria, enquanto a cepa ATCC 6538 é MSSA e possui baixa

viruléncia.

A partir disso avaliamos, também, a formagdo do biofilme mono- e
polimicrobiano usando suspensdo de 10° UFC/mL para Candida albicans (SC 5314
e IAL-40) e para S. aureus por 24 h, sob as mesmas condi¢cbes de incubacéo
anteriores. Assim como foi observado em biofilmes polimicrobianos formados com
inoculos maiores de C. albicans e S. aureus, estes foram semelhantes aos biofilmes
monomicrobianos de C. albicans (Figura 9). Vale ressaltar que a cepa IAL-40
(resistente ao FLC) forma um biolme menor quando comparado a SC5314, refletindo

também em um biofilme misto menor (Figura 9).
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Figura 8. Biomassa total de biofilmes mono- e polimicrobianos de Candida albicans
(SC5314), Candida glabrata (ATCC 2001) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213,
ATCC 6538, ATCC 33591, ATCC 43300 e ST5).
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Os biofilmes foram quantificados pela técnica de cristal violeta, ap6s 24 h de
incubacdo a 35°C, 150 rpm. O inéculo utilizado foi de 1-2 x 10® UFC/mL para S.
aureus e de 1-2 x 10’ UFC/mL para Candida spp. C.a., Candida albicans; C.g.,
Candida glabrata; S.a., Staphylococcus aureus; D.O., densidade otica.

Figura 9. Biomassa total de biofilmes mono- e polimicrobianos de Candida albicans
(SC5314 e IAL) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213, ATCC 33591 e ATCC
6538).
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Os biofilmes foram quantificados pela técnica de cristal violeta, apés 24 h de
incubacdo a 35°C, 150 rpm. O indculo utilizado foi de 1-2 x 10° UFC/mL para
Staphylococcus aureus (S.a.) e Candida albicans (C.a.). D.O., densidade otica.
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Avaliamos se ha diferenca estatistica entre os biofimes mono- e
polimicrobianos formados com os inéculos 1-2 x 107 ou 1-2 x 10° para C. albicans e 1-
2 x 10% ou 1-2 x 10° para S. aureus (ATCC 29213, ATCC 33591 e ATCC 6538), e de
acordo com os dados obtidos a reducdo do indculo foi estatisticamente significativa
somente para os biofilmes monomicrobianos de C. albicans (p<0,001) e de S. aureus
ATCC 29213 (p=0,0241). Em contrapartida ndo foi significativo para S. aureus ATCC
6538 e ATCC 33591 e para todos os biofilmes polimicrobianos (p>0,05) (Figura 10).
Figura 10. Comparagdo da biomassa total entre os biofilmes mono- e

polimicrobianos de Candida albicans (SC5314) e Staphylococcus aureus (ATCC
29213, ATCC 6538 e ATCC 33591) usando diferentes concentra¢cdes microbianas.
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Os inéculos utilizados foram de 1-2 x 10° ou 1-2 x 10® UFC/mL para S. aureus e de
1-2 x 10° ou 1-2 x 10’ UFC/mL para C. albicans. C.a., Candida albicans; S.a.,
Staphylococcus aureus; D.O., densidade 6tica. * p<0,05 e ***p<0,001

Assim, de acordo com os resultados obtidos nos ensaios de viruléncia e teste
de sensibilidade aos antimicrobianos selecionamos as cepas de C. albicans SC 5314
e IAL-40 para dar continuidade aos nossos ensaios, pois exibiram alta viruléncia e
resisténcia (IAL-40 resistente ao FLC). Embora C. glabrata ATCC 2001 seja um
isolado formador de biofilmes mono- e polimicrobiano, este apresentou baixa
viruléncia no modelo de G. mellonella além de ndo possuir resisténcia a nenhum dos

antifingicos testados,



80

5.7 Teste de Suscetibilidade dos biofilmes monomicrobianos e
polimicrobianos de Candida albicans e S. aureus aos antimicrobianos

Avaliamos a acdo dos antimicrobianos sobre os biofilmes mono- e
polimicrobianos em formacdo e sobre os biofilmes pré-formados (1,5 e 24 h de
incubacéo, respectivamente) de C. albicans SC 5314 e IAL-40, S. aureus ATCC
6538, ATCC 29213 e ATCC 33591 usando dois in6culos microbianos diferentes: 1-2
x 10 UFC/mL e 1-2 x 10® UFC/mL para C. albicans e S. aureus, respectivamente; e

1-2 x 10° UFC/mL para ambos 0s microrganismos.
5.7.1 Acéo dos antimicrobianos sobre a formacao dos biofilmes

As células aderidas por 1,5 h de C. albicans SC 5314 (1-2 x 10’ UFC/mL) e S.
aureus (1-2 x 10® UFC/mL) foram tratados com diferentes concentracdes dos
antimicrobianos CAS, MFG, AMB ou VCM (0,125 a 256 pg/mL). Houve inibicdo
(BCIMsp) da formagédo do biofilme monomicrobiano de C. albicans SC 5314 em
concentracbes de 0,125 até 0,5 pg/mL para os antifungicos AMB, CAS e MFG,
porém nao foi observada inibicdo da formacdo dos biofiimes usando o antibiético
VCM (Tabela 8).

Por outro lado, S. aureus tratados com antifungicos foi observada inibicdo de
50% sobre os biofilmes em formagédo (BCIMsp) de 8 até 256 pg/mL de AMB, de 8 a
64 pg/mL (BCIMsg) para CAS (Tabela 8). Entretanto, a MFG ndo apresentou acao
sobre o biofilme em formagdo nem mesmo na maior concentragéo testada (256
Mg/mL) corroborando com o ensaio de Suscetibilidade de células plancténicas
(Tabela 7). Ao tratarmos com VCM, observamos BCIMsg a partir de 2 até 8ug/mL e
BCIMgo a partir de 4 até 16 pg/mL (Tabela 8).

Para os biofilmes polimicrobianos em formacéo cultivados nas mesmas
condi¢bes acima, foi verificada inibicdo BCIMsp na concentragéo de 64ug/mL para os
antifingicos AMB e CAS (Tabela 8), e apesar de MFG possuir acdo sobre a
formacao de biofilmes de C. albicans (0,125 pg/mL; BCIMsp), ndo foi observada
inibicio mesmo na maior concentracdo testada sobre os biofilmes mistos (256
png/mL) (Tabela 8).
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Ao reduzir o inéculo para 1-2 x 10° UFC/mL de leveduras e bactérias, AMB,
MFG e CAS apresentaram valores de BCIMsp e BCIMgy entre <0,125 e 1 pg/mL
sobre biofilmes monomicrobianos de C. albicans SC 5314 e IAL-40 ainda em
formacao (1,5h); e assim como observado na concentracdo de 1-2 10’ UFC/mL (SC
5314) nédo foi observado inibicdo usando o antimicrobiano VCM, tanto para a C.
albicans SC 5314 quanto IAL-40 (Tabela 8 e 10). Por outro lado, a inibicdo de 50%
dos biofilmes monomicrobianos em formacgéao de S. aureus variou entre 0,125 a 32
pug/mL para os antifungicos AMB, MFG e CAS; para VCM foi observada inibicdo a
partir de 0,125 e 0,25 pg/mL (Tabela 8).

Para os biofilmes polimicrobianos em formacéo foi observada inibicdo a partir
da concentracdo de 0,125ug/mL até 64 pg/mL para os antifungicos AMB, CAS e
MFG (Tabelas 8 e 10). E assim como observado em concentragdes superiores de
in6dculo, ndo foi observada inibicdo durante a formacgéo dos biofilmes polimicrobianos
qguando tratados com o antimicrobiano VCM para a cepa de C. albicans SC 5314
(Tabela 8). Interessantemente para o biofilme em formacdo de S. aureus com IAL-
40, observamos inibicdo na concetracdom de 1 pg/mL para VCM (Tabela 10). Uma
hipétese para a Suscetibilidade dos biofilmes mistos com esta cepa de C. albicans a
VCM é a producdo de uma menor biomassa total de biofilmes produzida por IAL-40
guando comparada a biomassa de SC 5314. Apesar de ndo termos observado
diferengas significativas entre os in6culos na formacdo dos biofilmes mono- e
polimicrobianos (24 h) (Figura 10, exceto mono- de C. albicans e S. aureus ATCC
29213), a reducdo do inéculo bacteriano e fangico favoreceu o tratamento bos
biofilmes em formacdo com os antimicrobianos resultando em inibicdo com menores
valores de BCIMs, (Tabela 8). Por outro, lado néo foi observado diferenca na inibicdo
de 90% dos biofilmes em formacdo a partir diferentes inéculos, exceto para CAS
(mono-e polimicrobiano) que apresentou maior inibigcdo da formagao do biofilme com

a reducdo do in6culo (Tabela 8).
5.7.2 Agéo sobre os biofilmes pré-formados

Biofilmes monomicrobianos formados por 24 h usando 10’ UFC/mL e 1-2 x
10® UFC/mL para C. albicans e S. aureus, respectivamente, foram menos
susceptiveis aos antimicrobianos que os biofilmes tratados durante a sua formacgéo
(Tabelas 9 e 10). Biofilmes maduros de C. albicans SC 5314 foram inibidos em 50%
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quando tratados com AMB, MFG e CAS nas concentragcfes de 4 até 16 pg/mL, em
contrapartida, ndo foi observada atividade antifungica para VCM, mesmo na maior
concentracéo testada (Tabela 9). AMB e CAS inibiram os biofilmes maduros de S.
aureus em concentracdes de 64 até 128 pg/mL (BMICsp), exceto para a cepa ATCC
6538 que apresentou maior tolerancia a AMB. Entretanto néo foi verificada acao
para MFG em nenhuma cepa de S. aureus. Para VCM foi verificada inibicdo de 50%
variando entre 8 e 16 pg/mL (Tabela 9). Os biofilmes polimicrobianos maduros néo
sofreram inibicdo, mesmo quando tratados com as maiores concentracdes dos
antimicrobianos AMB, MFG, CAS e VCM (256 pg/mL) (Tabela 9).

Ao reduzir o indculo bacteriano e fangico para 1-2 x 10° UFC/mL, os biofilmes
monomicrobianos pré-formados de C. albicans SC 5314 apresentaram inibicdo
(BCIMsp) para os antifungicos AMB, MFG e CAS de 1 a 8 pg/mL (BMICsp), porém
nao foi verificada acdo da VCM sobre os biofiimes (Tabela 9). Entretano, os
biofimes de C. albicans formado pela cepa IAL-40 foram mais susceptiveis aos
antifingicos em concentracdes de 0,125 a 4 pg/mL (BCIMsp) (Tabela 10). Para todas
as cepas de S. aureus foi observado inibicdo de 50% dos biofilmes quando tratados
com AMB e CAS nas concentracdes de 4 a 32 ug/mL, porém nao foi verificada acéo
para os biofilmes tratados com MFG (> 256 pg/mL). Para VCM foi observada inibicéo
de 50% variando entre 4 e 8 pg/mL e inibicdo de 90% a partir de 8 até 128 pg/mL
(Tabela 9).

Os biofilmes polimicrobianos de C. albicans com S. aureus tratados com AMB
foram inibidos entre 4 e 128 pg/mL e os tratados com CAS entre 4 a 256 pg/mL
(Tabelas 9 e 10), em contrapartida ndao foi observada inibicdo quando foram
utilizados MFC ou VCM quando o biofilme misto foi formado com a cepa C. albicans
SC 5314 (Tabela 9). Entretanto, para biofilmes mistos formados com C. albicans IAL-
40, foi possivel observar acéo inibitéria de MFG e VCM, nas concentracdes de 0,25

até 64 ug/mL e 0,5 até 16 pg/mL, respectivamente (Tabela 10).

Assim como nos biofilmes em formacéao (1,5 h), os biofiimes maduros (24 h)
foram mais susceptiveis a acdo dos antimicrobianos quando comparados com 0s
biofilmes formados com o maior in6culo. Para os biofilmes monomicrobianos de C.
albicans SC 5314 foi observada diferenca entre os in6culos para AMB, CAS e MFG,

tanto para 50 quanto 90% de inibicdo; ja para o biofiilme monomicrobiano de S.
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aureus, foi observada diferenca para os antimicrobianos AMB (BCIMsp), CAS e VCM
(BCIMsp « BCIMgp). Entretanto, ndo foi observada inibicdo de 90% do biofilme
polimicrobiano, mesmo com a reducdo dos inéculos bacterianos e fungicos, exceto
para CAS no periodo de 1,5 h onde a inibicdo de 90% do biofiime em formacéo

variou entre 64 e 128 pg/mL.

Ao relacionar a formacédo de biofilmes com os diferentes indculos (Figura 10)
e a eficacia do tratamento, podemos concluir que, embora ndo haja diferenca
estatistica entre o biofilme mono- e polimicrobiano formado a partir do indculos
diferentes (exceto biofilmes monomicrobianos de C. albicans e S. aureus ATCC
29213) ha impacto no tratamento com antimicrobianos, tornando-o mais susceptivel.
Em um estudo semelhante, Vila et al. (2016), avaliaram a acdo da CAS contra
biofiimes nas etapas de adeséo (1,5h) e pré-formados (24 h) de Candida albicans
SC 5314, usando inéculo de 1 x 10° UFC/mL. CAS nas concentracoes de 0,015 a 8
png/mL foram capazes de inibir 50% da formacao de biofilmes e concentracdes >16
pg/mL inibiram em 50% dos biofilmes pré-formados de (VILA et al., 2016). Os dados
de Villa et al. (2016) corroboram com aqueles observados neste trabalho em que a
acdo da CAS sobre a formacao dos biofilmes é mais eficiente que sobre os biofilmes

maduros.

Varios estudos relataram o coisolamento de S. aureus e C. albicans em
numerosas doencas associadas ao biofiime. Esses dados indicam que esses
microrganismos tém a capacidade de interagir uns com 0s outros a nivel molecular
tornando-0s notoriamente resistentes aos antimicrobianos em comparacdo com as
células plancténicas (KEAN et al., 2017). Harriot et al. (2009), demostraram que a
resisténcia a VCM em um biofilme polimicrobiano de C. albicans e S. aureus é
fortemente aumentada quando comparado ao biofiime monomicrobiano de S.
aureus, corroborando com os dados apresentados neste trabalho, sugerindo que a
matriz extracelular secretada por C. albicans, reveste as células de S. aureus,
tornando-as resistentes a VCM (HARRIOTT; NOVERR, 2009).

Segundo Siala et al. (2016) a CAS inibe a atividade enzimatica de N-acetil-
glucosamina transferase (analogo da p-1,3-D glucana sintetase de fungos),
importante para a sintese de PIA/PNAG, componente majoritario da matriz

extracelular de biofilmes de S. aureus. Concomitantemente, a CAS inibe beta 1,3
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glucana sintetase, importante na sintese da parede celular e de matriz extracelular
de biofilmes de C. albicans. Dessa forma, hipotetizamos que a CAS esteja agindo
diretamente nas células microbianas, mas principalmente, inibindo a sintese de
matriz extracelular dos biofilmes mistos. Assim, o aumento da tolerédncia dos
biofilmes se deve a limitada penetragdo dos antimicrobianos no biofilme pela
presenca da matriz extracelular. A matriz pode retardar a difusdo do farmaco e
permitindo que S. aureus regule genes de resisténcia as drogas, ou até mesmo, 0
proprio material da matriz de C. albicans, pode alterar o crescimento e expressao
génica de S. aureus, resultando em regulacdo positiva de genes de resisténcia
antimicrobiana (BAILLIE, 2000; HARRIOTT; NOVERR, 2009, 2010; ROGIERS et al.,
2018).



85

Tabela 8. Inibicdo da formac&o dos biofilmes mono- e polimicrobianos das cepas de Candida albicans SC 5314 (10" e 10®
UFC/mL) e Staphylococcus aureus (1-2 x 10® e 1-2 10° UFC/mL) pelos antimicrobianos. Tratamento com diferentes
concentragdes dos antimicrobianos foi iniciado apos a fase de adeséo (1,5h de incubacgéo). Os resultados estdo expressos
em pg/mL.

1,5h

AMB MFG CAS VcMm
BCIMs, BCIMyq,  BCIMs,  BCIMg  BCIMy,  BCIMy,  BCIMs,  BCIMg,

1-2x10’ C. albicans e 1-2 x 10° S. aureus
Monomicrobiano

C. albicans SC5314 0,5 16 0,125 >256 0,5 >256 >256 >256
S. aureus ATCC 29213 8 >256 >256 >256 16 128 2 8
S. aureus ATCC 33591 64 128 >256 >256 64 128 2 4
S. aureus ATCC 6538 256 >256 >256 >256 8 64 8 16
Polimicrobiano
C. albicans + S. aureus ATCC 29213 64 >256 >256 >256 64 256 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 33591 64 >256 >256 >256 64 >256 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 6538 64 >256 >256 >256 64 256 >256 >256

1-2x10° C. albicans e 1-2 x 10° S. aureus
Monomicrobiano

C. albicans SC5314 0,25 0,5 <0,125 0,125 <0,125 1 >256 >256
S. aureus ATCC 29213 0,125 8 8 >256 16 64 0,125 0,5
S. aureus ATCC 33591 0,125 128 16 >256 04-08 32-64 0,125 1
S. aureus ATCC 6538 0,125 32 32 >256 0,125 32 0,25 0,5
Polimicrobiano

C. albicans + S. aureus ATCC 29213 32 >256 32 >256 16 128 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 33591 64 >256 16 >256 32 64 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 6538 32 >256 16 >256 16 32-64 >256 >256

Legenda: AMB, anfotericina B; MFG, micafungina; CAS, caspofungina; VCM, vancomicina; BCIM, concentragdo inibitéria
minima.
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Tabela 9. Acdo dos antimicrobianos em biofilmes mono- e polimicrobianos das cepas de Candida albicans SC 5314 (10 e
10° UFC/mL) e Staphylococcus aureus (1-2 10% e 1-2 10° UFC/mL. Tratamento com diferentes concentracbes dos
antimicrobianos foi iniciado apos a fase de formagéo (24 h de incubacgéo). Os resultados estdo expressos em pg/mL.

24 h
AMB MFG CAS VCM
BCIMs, BCIMq, BCIMs, BCIMq, BCIMs, BCIMq, BCIMs, BCIMq,
1-2x10’ C. albicans e 1-2 x 10® S. aureus
Monomicrobiano
C. albicans SC 5314 4 256 16 >256 8 >256 >256 >256
S. aureus ATCC 29213 64 >256 >256 >256 128 128 8 256
S. aureus ATCC 33591 64 >256 >256 >256 128 >256 16 >256
S. aureus ATCC 6538 >256 >256 >256 >256 128 >256 8 >256
Polimicrobiano
C. albicans + S. aureus ATCC 29213 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 33591 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 6538 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
1-2x10° C. albicans e 1-2 x 10° S. aureus
Monomicrobiano
C. albicans SC 5314 4 32 1 8 2 8 >256 >256
S. aureus ATCC 29213 4 256 >256 >256 16 >256 4 8
S. aureus ATCC 33591 32 >256 >256 >256 32 >256 8 128
S. aureus ATCC 6538 8 >256 >256 >256 32 64 8 32-64
Polimicrobiano

C. albicans + S. aureus ATCC 29213 32 >256 >256 >256 128 >256 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 33591 128 >256 >256 >256 256 >256 >256 >256
C. albicans + S. aureus ATCC 6538 64 >256 >256 >256 64 >256 >256 >256

Legenda: AMB, anfotericina B; MFG, micafungina; CAS, caspofungina; VCM, vancomicina; BCIM, concentracado inibitoria
minima.
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Tabela 10. Inibicdo do biofilme em formacgéo e pré-formados mono e polimicrobianos das cepas de C. albicans IAL-40 e
Staphylococcus aureus formados a partir do indculo 10° UFC/mL para ambos os microrganismos; Tempo de 1,5 e 24 h.
Tratamento com diferentes concentracfes dos antimicrobianos foi iniciado apos a fase de adeséao e em biofilmes maduros
(1,5 e 24 h de incubacéo respectivamente). Os resultados estdo expressos em pg/mL.

1,5h
AMB MFG CAS VCM
BCIMs, BCIMgp BCIMs,  BCIMgp BCIMs, BCIMqg BCIMs, BCIMq
Monomicrobiano
C. albicans 1AL-40 0,125 0,125 0,125 0,125 1 2 >256 >256
Polimicrobiano
C. albicans |AL-40 + S. aureus ATCC 29213 0,25 8-16 0,125 0,2 2 64 1 16
C. albicans |AL-40 + S. aureus ATCC 33591 64 >256 0,5 16 32-64 128 1 >256
C. albicans |AL-40 + S. aureus ATCC 6538 16 >256 0,125 >256 1 32-64 1 64-128
24 h
AMB MFG CAS VCM
BCIMs, BCIMq, BCIMs,  BCIMqg, BCIMs, BCIMq, BCIMs, BCIMq
Monomicrobiano
C. albicans |AL-40 4 128 0,125 0,5 2 4 >256 >256
Polimicrobiano
C. albicans |AL-40 + S. aureus ATCC 29213 4 8 0,25 8 256 >256 0,5 256
C. albicans 1AL-40 + S. aureus ATCC 33591 32-64 >256 32 >256 4-8 >256 8-16 >256
C. albicans |AL-40 + S. aureus ATCC 6538 32 >256 16 >256 8 128 8-16 >256

Legenda: AMB, anfotericina B; MFG, micafungina; CAS, caspofungina; VCM, vancomicina; BCIM, concentracdo inibitoria

minima.
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5.8 Avaliacdo do efeito da caspofungina sobre a viabilidade celular e
biomassa total durante a formacdo de biofilmes de Candida albicans e

Staphylococcus aureus

Devido a baixa formacdo de biofilmes da cepa de C. albicans IAL-40,
escolhemos para dar continuidade aos nossos ensaios a cepa de C. albicans SC
5314. A atividade antibiofilme da caspofungina (CAS) nas concentracfes de 2, 8, 32 e
128 pg/mL sobre formagédo dos biofilmes monomicrobianos (tratado apos fase de
adesao - 1,5h) de C. albicans SC5314 ou Staphylococcus aureus ATCC 29213, ATCC
33591 e ATCC 6538 foi avaliada pela determinacao da biomassa total e da viabilidade

celular de bactéria e de fungo dentro dos biofilmes.

A biomassa total de biofilme de C. albicans SC5314 reduziu significativamente
em concentracdes = 2 pg/mL (p<0,001) (Figura 11A). O mesmo resultado pode ser
observado sobre a formacéo dos biofilmes de S. aureus ATCC 29213 e ATCC 6538
(p<0,001), enquanto para a cepa ATCC 33591 uma reducéo significativa da biomassa

total ocorreu somente a partir de 8 pg/mL (p < 0,05) (Figura 11B-D).

Quando a contagem de células viaveis foi avaliada, é possivel observar
reducdo significativa a partir de 32 ug/mL (p <0,05) para S. aureus ATCC 6538 (peffil
MSSA e menos virulento), e a partir de 128 pg/mL para S. aureus ATCC 33591 (perfil
MRSA) e C. albicans SC 5314 (p<0,01 para ambos) (Figura 11). Por outro lado, ndo
foi observada diminuicdo significativa de células viaveis de S. aureus ATCC 29213
(perfil MSSA e mais virulento), mesmo na maior concentragdo testada (128 pg/mL)
(Figura 11C).

De modo geral, CAS reduziu significativamente tanto a biomassa total quanto
as células viaveis de todos os biofilmes monomicrobianos de S. aureus a partir de 2

pug/mL na biomassa total e para células viaveis a partir de 128 ug/mL.

O tratamento com CAS sobre a formacao dos biofilmes polimicrobianos de C.
albicans (SC5314) com S. aureus (ATCC 6538, ATCC 33591 e ATCC 29213) foi
avaliada com os dados obtidos através do ensaio de biomassa total e de contagem de
viaveis. CAS em concentracdes iguais ou superiores a 2 pug/mL foram capazes de

reduzir significativamente mais de 50% da biomassa total dos biofilmes mistos



89

formados por todas as cepas de S. aureus (p<0,001) (Figura 12). A viabilidade celular
de C. albicans nos biofilmes mistos teve uma maior reducéo de 50% em 2 e 8 pug/mL
(p<0,05) e mais de 50% nas concentracdes superiores (p<0,001) quando houve
interacdo com a cepa S. aureus ATCC 6538 (Figura 12C). Por outro lado, somente a
concentragdo de 128 pg/mL de CAS reduziu significativamente a contagem de células
viaveis de C. albicans quando submetida a interacdo com ATCC 33591 ou ATCC
29213 (p<0,001) (Figuras 12A e 12B). Nessas interacdes, somente a concentracdo de
128 pg/mL de CAS levou a uma reducdo significativa da viabilidade bacteriana
(p<0,05) (Figura 12), resultado que corrobora com aqueles obtidos com os biofilmes
monomicrobianos de S. aureus (Figura 11).

Figura 11. Biomassa total (barras pretas) e viabilidade celular (barras cinzas) de
biofilmes monomicrobianos de Candida albicans e Staphylococcus aureus apés o
tratamento com diferentes concentracdes da caspofungina durante a formacédo dos
biofilmes.
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A) Candida albicans SC 5314; B) Staphylococcus aureus ATCC 29213; C)
Staphylococcus aureus ATCC 33591; D) Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Suspens&o microbiana de 10° UFC/mL foi dispensada nos pocos da microplaca de 96
pocos e apoés 1,5 h (fase de adeséo) diferentes concentracdes de caspofungina foram
adicionadas e a microplaca inbubada por 24 h a 35 °C e sob agitacdo 150 rpm.
*p<0,05; **p<0,01; e ***p<0,001 (One way anova) quando comparado com o biofilme
nao tratado (grupo 0).
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Figura 12. Biomassa total (barras pretas) e viabilidade celular (barras cinza e
brancas) de biofilmes polimicrobianos de Candida albicans e Staphylococcus aureus
apos o tratamento com diferentes concentragfes da caspofungina durante a formacéo
dos biofilmes.
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A) Candida albicans SC 5314 e Staphylocccus aureus ATCC 29213; B) Candida
albicans SC 5314 e Staphylococcus aureus ATCC 33591; C) Candida albicans SC
5314 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. Suspensdo microbiana de 10° UFC/mL
foi dispensada nos pogos da microplaca de 96 pocos e, apés 1,5 h (fase de adeséo),
diferentes concentracdes de caspofungina foram adicionadas e a microplaca
inbubada por 24 h a 35 °C e sob agitacdo 150 rpm. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
(One way anova) quando comparado com o biofilme né&o tratado (grupo 0).
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Siala et al. (2016) avaliaram a atividade de moxifloxacino (MXF) e
delafloxacina (DFX) sozinhos ou combinados com CAS contra biofilmes maduros (48
h de formacédo) de S. aureus (N= 9), entre elas a cepa ATCC 33591 utlizada neste
trabalho. Ao combinar MXF com CAS na concentracédo de 40 pg/mL, foi observado a
reducdo de 1 até 12 vezes da viabilidade celular, quando comparado com a MXF
sozinha; o mesmo efeito € observado para DFX, onde ocorre a reducao de 4 até 20
vezes na quantidade necessaria de farmaco (MXF ou DFX) para inibicdo de 50% do
biofilme. Estes achados sugerem que as fluoroquinolonas séo potencializadas pela
acao da CAS, que segundo Siala et al. (2016), a CAS inibe a polimerizacdo dos
exopolissacarideos desestruturando a matriz extracelular permitindo a maior

penetracdo das fluoroquinolonas nos biofilmes de S. aureus.

Assim como Siala et al. (2016), Mohamed et al. (2020), investigaram o papel da
CAS na sensibilizacdo de cepas de S. aureus MRSA com resisténcia a uma nova
fluoroquinolona, a zabofloxacina. Apds o tratamento com concentracdo subinibitoria
de CAS, esses isolados tiveram seus valores de CIM de zabofloxacina diminuidos em
uma faixa variando de 2 a 32 vezes. Segundo Mohamed et al. (2020) foi detectada
homologia entre 1,3-beta-glucano sintase (a enzima fungica alvo da CAS) e SdrM,
uma bomba de efluxo de mdltiplas drogas em S. aureus. Assim, a CAS conseguiu
sensibilizar os isolados clinicos de MRSA resistentes a zabofloxacina, bloqueando a
acdo da bomba de efluxo SdrM e, consequentemente, restaurando sua atividade
antibacteriana. Em conclusao, este estudo identificou um novo alvo bacteriano para o
antifangico CAS, além do proposto por Siala et al. (2016) (MOHAMED; ZAKARIA;
EDWARD, 2020; SIALA et al., 2016).

Apos 24h de formacédo biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus,
foram tratados com anidulafungina e Rogiers et al. (2019), observaram que houve
reducdo significativa do numero de células de C. albicans nos biofiimes mono-e
polimicrobianos formados. Entretanto, ndo foi verificada reducéo significativa nas
células de S. aureus, mesmo na maior concentracdo testada de 16 mg/L (ROGIERS
et al., 2018)
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5.9 Avaliagdo da eficacia das equinocandinas no tratamento de larvas de
Galleria mellonella com infeccdo monomicrobiana ou mista por Candida

albicans e Staphylococcus aureus

Larvas infectadas com somente leveduras de Candida albicans SC5314 (5 x
10°> UFC/larva) apresentaram 80% de mortalidade apés o quinto dia da infeccdo (p <
0,001 comparado com o grupo néo infectado PBS). Todas as doses testadas de CAS
foram eficientes em prolongar a vida das larvas (Figuras 13 A-D). As doses mais altas
20 e 50 mg/Kg de CAS protegeram significativamente 85,71% e 95% das larvas,
respectivamente (p < 0,001 para ambas doses) em comparacdo com O grupo
infectado e néo tratado (Figura 13A). As doses de 5 e 10 mg/kg de CAS protegeram
30% (p<0,01) e 80% (p<0,001) das larvas, respectivamente (Figura 13 C). Resultados
similares foram observados quando as larvas infectadas com C. albicans foram
tratadas com 5 ou 10 mg/kg de MFG. A dose de 5 mg/Kg de MFG protegeu somente
35% das larvas (p = 0,077), enquanto as larvas tratadas com 10 mg/kg de MFG a taxa
de sobrevivéncia foi de 80,95% havendo diferenca estatistica (p<0,001) (Figura 13 E).
Quando o indice de saude foi avaliado para cada grupo tratado com as
equinocandinas, as maiores doses resultaram em larvas mais saudaveis enquanto na
dose de 5 mg/Kg de CAS e MFG as larvas tiveram indice de saude entre 3 e 6 (Figura
13B,DeF).

Similarmente a concentracdo de C. albicans empregada neste estudo (5 X
10 ° UFC/larva) usando modelo de G. mellonella, Kelly e Kavanagh (2011)
demonstraram que o tratamento com 20 uL de CAS nas concentracodes de 0,19,
0,095 ou 0,0475 pg/mL (equivalentes as doses de 12, 6 e 3 mg/kg, respectivamente)
apos 1lh da infeccdo com C. albicans (Cepa Men), e tratadas com a maior dose
utilizada neste ensaio (0,19 mg/kg), resulta em um aumento da sobrevida de 93,3%
em 24h e 56,5% em 72h, enquanto no grupo controle infectado e nao tratado a
sobrevencia foi de 66,6% em 24h e 3,3% em 72h. As doses menores de CAS (6 e 3
mg/kg) promoveram cerca de 50 e 20% de sobrevida em 24 e 72h, respectivamente,
e assim como o nosso trabalho demonstrou efetividade da CAS, em todas as doses,
contra infec¢des causadas por C. albicans (KELLY; KAVANAGH, 2011).

As equinocandinas sdo administradas como doses intravenosas diarias unicas

com efeitos colaterais minimos, e sua eficacia estd intimamente relacionada aos
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valores de CIM (PREPOST et al., 2019). Recentemente Prépost et al. (2019),
avaliaram a efichcia e a toxicidade de CAS em modelo murino neutropénico.
Camundongos imunossuprimidos foram infectados com C. albicans (2 x 10* UFC/mL)
e tratados com diferentes doses de CAS (8, 10, 40, 60 e 80 mg/kg por dia) durante 5
dias e os animais avaliados até o sétimo dia. CAS, em todas as doses, consiguiu
preservar a sobrevida dos animais = 90%; entretanto doses elevadas de 60 e 80
mg/kg de CAS foram toxicas levando a 80% de mortalidade dos animais em
contraponto as doses inferiores que ndo causaram nenhum efeito toxico (PREPOST
et al., 2019). Dessa forma, doses inferiores a 60 mg/kg de CAS podem ser
consideradas seguras para o modelo murino. Os resultados obtidos neste trabaho
mostraram que doses de 50 mg/kg de CAS foi eficiente no tratamento da infecdo por

C. albicans preservando a vida e a saude das larvas.

Também avaliamos a eficacia de CAS em modelo de G. mellonella infectadas
com S. aureus ATCC 29213 ou ATCC 33591 (Figura 14). Nossos dados indicam que
nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) na reducao da mortalidade, bem
como nao foi verificado melhora no indice de salude na dose testada de 50 mg/kg para
ambos os microrganismos. O tratamento com CAS da infeccdo por S. aureus ATCC
6538 nao foi realizado pois esta cepa apresentou baixa viruléncia no modelo, quando

inoculado sozinho (Figura 6).

A eficacia da CAS (20 ou 50 mg/Kg) também foi avaliada sobre as infeccdes
mistas de C. albicans e S. aureus em larvas de G. mellonella (Figura 15). As doses de
CAS 20 e 50 mg/kg n&o protegeram as larvas da morte quando infectadas com C.
albicans e S. aureus ATCC 29213 (p>0,05) (Figuras 15 A e B), em contrapartida as
doses de CAS 20 e 50 mg/kg protegeram 60-70 % das larvas coinfectadas com C.
albicans e S. aureus ATCC 33591 ou ATCC 6538 (Figuras 15 C -F).
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Figura 13. Curvas de sobrevivéncia e morbidade de larvas de Galleria mellonella
infectadas com leveduras Candida albicans SC5314 (5x10° UFC/larva) e tratadas

apos 30 minutos da infeccdo com caspofungina (CAS) ou micafungina (MFG).
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Figura 14. Curva de sobrevivéncia e morbidade de larvas de Galleria mellonella
infectadas com Staphylococcus aureus ATCC 29213 e ATCC 33591 (1x10’
UFCl/larva) e tratadas ap6s 30 minutos da infecgcdo com caspofungina (CAS).
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Figura 15. Curvas de sobrevivéncia (A, C e E) e de morbidade (B, D e F) de larvas de
Galleria mellonella infectadas com leveduras Candida albicans SC5314 (5x10°
UFCl/larva) e Staphylococcus aureus (1x 10° UFCllarva) e tratadas ap6s 30 minutos
da infeccdo com caspofungina (CAS) nas doses de 20 ou 50 mg/kg.
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A) e B) Sobrevivéncia e morbidade, respectivamente, das larvas infectadas com C.
albicans e S. aureus ATCC 29213; C) e D) Sobrevivéncia e morbidade,
respectivamente, das larvas infectadas com C. albicans e S. aureus ATCC 33591. E)
e F) Sobrevivéncia e morbidade, respectivamente, das larvas infectadas com C.
albicans e S. aureus ATCC 6538. **p<0,001 (Log-rank, Mantel-Cox Test para
sobrevivéncia e two-way ANOVA para a mortalidade) quando comparado com o grupo
de larvas infectadas e néo tratadas (grupo Nao tratado).
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Estudos prévios demonstraram o efeito de estimulagcdo imunolégica das
equinocandinas em modelos de profilaxia da infeccdo. As larvas de G. mellonella que
receberam CAS (0,19 ug/mL ou 12 mg/kg) 24 h previamente a infegdo por S. aureus
foram protegidas dos efeitos da infecdo, reduzindo as taxas de mortalidade larvéaria
(KELLY; KAVANAGH, 2011). Um efeito semelhante de modulagdo imunolégica
induzindo protecdo contra a infecgao por S. aureus em larvas de G. mellonella,
também foi observado apdés a administragdo de MFG (BURGWYN et al., 2016),
prolongando a sobrevida. De acordo com ambos os trabalhos, esta modulagao
imunoldgica pode ser explicado pelo fato de que tanto a MFG quanto a CAS recrutam
hemacitos para a hemolinfa (BURGWYN et al., 2016; KELLY; KAVANAGH, 2011).

Fidan et al. (2014) avaliaram o efeito imunomodulatorio promovido por CAS em
trés tipo de células sanguineas humanas: neutrofilos, eosindfilos e basofilos. O estudo
consistiu em preparar uma cultura contendo tais células e adicionar as leveduras C.
albicans ou C. krusei previamente inativadas por calor, na presenca ou auséncia de
CAS. Através do ensaio de MTT a proliferacdo das células sanguineas foi avaliada e
os resultados indicaram que quando incubadas durante 24h e 48h as células
sanguineas se proliferam a niveis mais altos, quando estdo na presenca de CAS,
comparados com a cultura somente com C. albicans ou C. krusei, sendo 0s niveis
mais altos detectados em 48h, confirmando o efeito imunomodulatério promovido por
CAS, ndo s6 em modelo de G. mellonella conforme observado por Kelly e Kavanagh
(2011), mas também em células sanguineas (FIDAN et al., 2014; KELLY;
KAVANAGH, 2011).

Recentemente Sheehan, Tully e Kavanagh (2020) avaliaram a diferenca de
mortalidade entre as infegcbes mistas e monomicrobianas de S. aureus e C. albicans.
A inoculacdo monomicrobiana de C. albicans (1 x 10 ° UFC/larva ) ou S. aureus (2 x
10* UFC/larva) ndo resultou em reducéo da sobrevida. Entretanto quando as larvas
foram coinfectadas resultou em diminui¢do na sobrevivéncia quando comparado com
a infeccdo por um Gnico microrganismo, sugerindo sinergia entre as interacdes de
C.albicans e S. aureus (SHEEHAN; TULLY; KAVANAGH, 2020). Os autores ainda
mostraram que a coinfec¢éo resulta no aumento da proliferacdo de S. aureus quando
comparada a infegdo monomicrobiana (SHEEHAN; TULLY; KAVANAGH, 2020).

Nossos dados também apresentaram resultados similares quando as larvas foram
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coinfectadas com C. albicans SC5314 e S. aureus (ATCC 29213, ATCC 33591 ou
ATCC 6538), principalmente para a cepa ATCC 6538 em que a coinfec¢cdo com C.
albicans resultou em mortalidade larvaria significativa quando comparado com a

infeccdo monomicrobiana (Figura 6 e 15E - F).

As coinfec¢des de C. albicans com espécies de Staphylococcus estao entre os
melhores exemplos de "sinergismo letal", o que significa que a coinfeccdo medeia o
aumento da mortalidade de infec¢des polimicrobianas (CAROLUS; VAN DYCK; VAN
DIJCK, 2019; SHEEHAN; TULLY; KAVANAGH, 2020), como podemos observar no
ensaio de viruléncia utilizando larvas de G. mellonella, as cepas de S. aureus ATCC
29213 e C. albicans SC 5314 exibiram 40% de sobrevivéncia em 48h na infeccéo
monomicrobiana cada uma, contudo, quando combinadas na infeccdo polimicrobiana,
exibiram sobrevivéncia de apenas 20% no mesmo periodo (figura 5 e 6 -
monomicrobiano; Figura 15 A e B - polimicrobiano).

5.10. Andlise da carga microbiana em larvas de Galleria mellonella

Larvas de G. mellonella coinfectadas com 5 x 10°UFC/larva de C.
albicans SC5314 (infeccdo monomicrobiana) ou coinfectadas com 1 x 10” UFC/larva
de S. aureus (ATCC 6538 ou ATCC 33591) foram tratadas com CAS (50 mg/kg) e
apos 24 h a carga fangica foi avaliada (Figura 16).

Na figura 16 A, o agente infeccioso foi C. albicans SC 5314; é possivel
observar que houve reducédo na carga fungica de ~1 Log no grupo tratados com CAS,

guando comparado com o grupo nao tratado (p < 0,01).

Na figura 16 B ao avaliarmos a eficacia de CAS frente a infeccdo mista por C.
albicans e S. aureus ATCC 33591 , foi verificado reducao significativa de ~1,5 Log de
S. aureus e de ~2 Log de C. albicans em comparagdao com o grupo intectado e nao
tratado ( p < 0,001 e p <0,01, respectivamente). Em larvas coinfectadas com C.
albicans e S. aureus ATCC 6538 a CAS reduziu ~1,3 log da carga microbiana para

ambos os microrganismos (p < 0,05) (Figura 16 C).
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Figura 16. Avaliagdo da carga microbiana em larvas de Galleria mellonella infectadas
com Candida albicans (SC5314) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e ATCC
33591) e tratadas com caspofungina (50mg/kg).
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A) Infeccdo monomicrobiana por C. albicans; B) Infec¢cdo polimicrobiana por S.
aureus ATCC 33591 e C. albicans SC 5314, C) Infecgéo polimicrobiana por S. aureus
ATCC 6538 e C. albicans SC 5314. *p<0,05; **p<0,01 e **p<0,001 quando
comparados com o0 grupo nao tratado (Two-way ANOVA). A linha tracejada
representa o limite de deteccdo da técnica (x 2,7 CFU/g). Lengenda: CAS,
caspofungina; NT, n&o tratado.
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5.11. Analise histopatoldgica

A coloragcdo de hematoxilina e eosina revelou que larvas de G. mellonella
infectadas por C. albicans SC 5314 e/ou S. aureus mono-e polimicrobiano
apresentaram carga fungica elevada (++ a ++++), podendo ser observadas por todo o
corte histolégico.

O tratamento com CAS na dose de 50mg/Kg de larva do grupo
monomicrobiano infectado com C. albicans SC 5314, apresentou reducédo da carga
fungica (++) e, assim como observado nos grupos polimicrobianos infectados com C.
albicans SC 5314 e S. aureus ATCC 6538 ou ATTC 33591, onde é possivel constatar
gue houve reducdo da carga fungica (Tabela 11). Uma caracteristica que merece
destaque € a presenca aumentada de granulomas nos grupos infectados e tratados
com CAS (Figura 17 - setas cinza). A resposta imune celular inata de G. mellonella
inclui plasmocitos e células granulares, ambos atores-chave na defesa celular,
fagocitose, formacao de nédulos e encapsulamento, todos envolvidos na contencéo
da infeccdo (MEIR; GROSFELD; BARKAN, 2018). Interessantemente, os numeros de
granulos foram maiores nos grupos tratados com CAS, enquanto nos grupos nao
tratados os microrganismos encontravam-se espalhados por todo o corte histolégico
(Figura 17).

Em um recente estudo Dias et al. (2020) avaliaram a ac¢do da AMB, na
disseminacéo da infeccdo fungica de C. albicans SC 5314, sendo o inéculo utilizado
semelhante ao deste ensaio, avaliado através de cortes histologicos. A andlise
histopatolégica de larvas infectadas com C. albicans revelou que o tratamento com
AMB resultou em reducdo do numero de focos de infeccdo e também em uma
infeccdo mais limitada, em contraste com a forma disseminada observada nos grupos
ndo tratados. Além disso, os autores observaram a presenca de hifas, possivelmente
indicando invaséo de tecido de C. albicans conforme descrito anteriormente grupo de
pesquisa (DE BASTIANI, 2018; DIAS et al., 2020).

Diferentemente do ensaio realizado por De Bastiani (2018), em que as larvas
foram selecionadas apos 48h da infeccéo, escolhemos o periodo de 24h por se tratar
nao somente de uma infecg¢ao por C. albicans, mas uma coinfec¢do com S. aureus. A

diminuicdo da incubacdo em 24h poderia explicar o fato de ndo observarmos a
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presenca de filamentacdo nos cortes observados, entretanto a presenca de
granulomas e melanizacéo foi uma caracteristica relevante observada que pode estar
relacionada a resposta imune das larvas (BORGHI et al., 2014; DE BASTIANI, 2018;
DIAS et al., 2020).

Tabela 11. Analise semi-quantitativa da presenca de carga microbiana e granulomas
de Candida albicans (SC5314) e Staphylococcus aureus (ATCC 33591 e ATCC 6538)
em larvas de Galleria mellonella néo tratadas e tratadas com caspofungina (CAS)

Grupos Carga Granulomas
microbiana
C. albicans SC 5314 nao tratado +++ 0
C. albicans SC 5314 + CAS 50 mg/Kg ++ 20
C. albicans SC 5314 + S. aureus 33591 néo tratado ++++ 2
C. albicans SC 5314 + S. aureus 33591 + CAS 50 mg/Kg +/++ 6
C. albicans SC 5314 + S. aureus 6538 nao tratado ++ 1
C. albicans SC 5314 + S. aureus 6538 + CAS 50 mg/Kg + 11

0 sem microrganismos; + Até cinco elementos microbianos por seccao; ++ de 5
elementos microbianos por sessdo a 5 por campo em aumento de 400X; +++ De 6 a
50 por campo em aumento de 400X; ++++ Mais de 50 por campo em aumento de
400X.



C. albicans SC 5314

C. albicans SC 5314 + S. a 33591

C. albicans SC 5314 + S. a 6538
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Figura 17. Cortes histopatologicos de larvas de Galleria mellonella infectadas com
Candida albicans SC 5314 sozinho e coinfectadas com Staphylococcus aureus
(ATCC 33591 e ATCC 6538) néao tratadas e tratadas com caspofungina (CAS).

Nao tratado CAS 50mg/kg
. o 2 N

albicans, C. albicans + S. aureus ATCC 33591 e C. albicans + S. aureus ATCC
6538 respectivamente. B, D, F. Carga microbiana e presenca de granulomas em
larvas infectadas com C. albicans, C. albicans + S. aureus ATCC 33591 e C.
albicans + S. aureus ATCC 6538 respectivamente, tratadas com caspofungina
(50mg/kg). Setas pretas indicam a presenca de microrganismos e Setas cinza
indicam a presenca de granulomas.
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Tabela 12. Resumo do perfil de Suscetibilidade aos antibacterianos, producéo de
bioflme e viruléncia de cepas de Staphylococcus aureus bem como de
Suscetibilidade in vitro das células planctonicas e dos biofilmes mistos formados com
Candida albicans (SC5314) a caspofungina. Destaca-se a eficacia antimicrobiana da
caspofungina na coinfec¢cdo no modelo larvario de G. mellonella com C. albicans e S.
aureus.

Caspofungina (ug/mL)

Perfil de CIMBs, CIMBss G

Cepas Resisténcia Biofilme Viruléncia PCIM (1,5h) (24 h) mellonella
A?'Cgugzuzslg MSSA  °Alta  +++ 16 16 16 i
A}C’ CZ”;ZUSZ . MRSA ‘Al -+ 32 48 32 .
AST'cacl:Jrese;;s MSSA  °Alta ¥ 16 012 32 »

4XU et al. 2016;

Legenda: +++ alta viruléncia; ++ média viruléncia; + baixa viruléncia; * 50 mg/kg de
CAS foi efetivo em prologar a sobrevida das larvas de G. mellonella e reduzir
significartivamente a carga microbiana nos tecidos infectados; PCIM, concentragdo
inibitdria minima sobre células planctonicas de S. aureus; CIMBsy, concentracao
inibitéria minima capaz de inibir 50% dos biofilme mistos de C. albicans e S. aureus;
MSSA, Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus; MRSA Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus.

Destacamos, também, que a efichcia da CAS sobre a coinfeccdo de C.
albicans SC5314 com diferentes cepas de S. aureus em G. mellonella parece estar
diretamente relacionada com o perfil de viruléncia e a suscetibilidade dos biofilmes
mistos a CAS (Tabela 12). Portanto, a CAS em modelo de G. mellonella monstrou-se
eficiente no tratamento das coinfec¢cbes de C. albicans com cepas de S. aureus que
foram caracterizadas como menos virulentas (ATCC 33591 e ATCC 6538) e os
biofilmes mistos em formacéo (apds 1,5 h — fase de adesdo) foram susceptiveis a

menores concentragdes de CAS (< 8 wmL) (Tabela 12).

Em um ensaio semelhante, porém monomicrobiano, utilizando a mesma cepa
fungica, De-Dong Li et al. (2013) avaliaram a eficacia de FLC, AMB e 5-FC (5 -

fluorocitosina), os autores verificaram que os resultados da carga fungica nos tecidos
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diminuiram de uma maneira dose dependente, e todos os antifingicos testados foram
eficientes, a partir da menor dose testada (FLC: 1, 4mg/kg; AMB: 0,4mg/kg; 5-FC:
1,25mg/kg) (LI et al., 2013). Recentemente, Campos-Silva et al. (2019), avaliaram a
eficacia de VCM em larvas de G. mellonella infectadas com S. aureus, e a dose de
50mg/kg de VCM foi capaz de reduzir significativamente a carga bacteriana
(CAMPOS-SILVA et al., 2019).

O modelo de G. mellonella é uma alternativa simples e barata para a avaliagdo
rapida da eficacia de um antimicrobiano in vivo e reduz a probabilidade de um agente
antimicrobiano que teve um bom desempenho em estudos in vitro de progredir para
um desempenho mal sucedido em um modelo de mamifero. O modelo de G.
mellonella pode, portanto, servir como um experimento de pré-triagem adicional para
reduzir o nimero de antimicrobianos que seguem para testes em modelos de
mamiferos, sendo um excelente modelo para analise de carga microbiana (TSAI,
LOH; PROFT, 2016).

6. CONCLUSAO

Os nossos achados in vitro indicam que além da acdo antifungica da
caspofungina sobre Candida spp. também apresentou acao inibitéria sobre células
planctdnicas de S. aureus; e interessantemente mostrou-se bactericida para todas as
cepas bacterianas. Quanto a avaliagdo da inibicdo do biofilme, a caspofungina pdéde
inibir em 50% a formagao de biofilmes polimicrobianos de C. albicans e S. aureus em
concentracdo maiores ou iguais a 16 pg/mL para os biofilmes em formacéo e a partir
de 64 pg/ mL para os biofilmes pré-formados. Nos ensaios de viabilidade celular a
CAS foi capaz de inibir signifitivamente as células viaveis de C. albicans e S. aureus a
partir de 32 até 128 ug/ mL, e nos ensaios de viabilidade celular do biofilme
polimicrobiano, a reducao significativa das células viaveis foi observada a partir de
128 pg/mL, exceto para S. aureus ATCC 6538 e C. albicans onde a inibicao das

células viaveis de C. albicans ocorreu em uma concentragdo menor.

Em ensaio in vivo utilizando modelo de invertebrado de G. mellonella
demostramos que a caspofungina é capaz de aumentar a sobrevida e melhorar o
indice de saude das larvas coinfectadas com C. albicans e S. aureus (cepas MRSA e
MSSA) em doses de 20 e 50 mg/kg. O tratamento com 50 mg/kg de CAS reduz a
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carga fungica e bacteriana e induz a formacéo de granulomas e melanizagdo. Nossos
resultados indicam que a caspofungina possa ser uma alternativa no tratamento das
infeccbes mistas de Candida albicans e Staphylococcus aureus relacionadas a
biofilmes. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para esclarecer o seu uso
sozinho ou combinado com outros antimicrobianos para reduzir as infecgbes mistas

por essas duas espécies.



106

7. REFERENCIAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA. Disponivel em:
https:<//www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/noticias-anvisa/2020/identificacao-de-caso-
de-candida-auris-no-brasil>. Acesso em: 04 de janeiro de 2021.

ALBUQUERQUE, P.; CASADEVALL, A. Quorum sensing in fungi a review. Medical
Mycology, v. 50, n. 4, p. 337-345, 2012.

AMORIM-VAZ, S. et al. Examining the virulence of Candida albicans transcription
factor mutants using Galleria mellonella and mouse infection models. Frontiers in
Microbiology, v. 6, n. MAY, p. 1-14, 2015.

ANWAR, S. et al. The rise and rise of Staphylococcus aureus: Laughing in the face of
granulocytes. Clinical and Experimental Immunology, v. 157, n. 2, p. 216-224,
20009.

BAILLIE, G. S. Matrix polymers of Candida biofilms and their possible role in biofilm
resistance to antifungal agents. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 46, n. 3,
p. 397-403, 2000.

BAMBEKE, F. VAN. Glycopeptides in clinical development: pharmacological profile
and clinical perspectives. Elsevier, v. 4, n. 5, p. 471-478, 2004.

BASSETTI, M. et al. What has changed in the treatment of invasive candidiasis? A
look at the past 10 years and ahead. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 73,
p. i14-i25, 2018.

BAUER, J. et al. A combined pharmacodynamic quantitative and qualitative model
reveals the potent activity of daptomycin and delafloxacin against Staphylococcus
aureus biofilms. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 57, n. 6, p. 2726—
2737, 2013.

BAZZI, W. et al. The inhibitory effect of micafungin on biofilm formation by
Pseudomonas aeruginosa. Biofouling, v. 29, n. 8, p. 909-915, 2013.

BEENKEN, K. E. et al. Global Gene Expression in Expression in Biofilm. JOURNAL
OF BACTERIOLOGY, v. 186, n. 14, p. 4665—-4684, 2004.

BEN-AMI, R. Treatment of Invasive Candidiasis: A Narrative Review. Journal of
Fungi, v. 4, n. 3, p. 97, 2018.

BERNARD, C.; GIRARDOT, M.; IMBERT, C. Candida albicans interaction with Gram-
positive bacteria within interkingdom biofilms.Journal de Mycologie Medicale, 2019.

BLAIR, J. M. A. et al. Molecular mechanisms of antibiotic resistance. Nature Reviews
Microbiology, v. 13, n. 1, p. 42-51, 2015.

BORGHI, E. et al. Correlation between Candida albicans biofilm formation and
invasion of the invertebrate host Galleria mellonella. Future Microbiology, v. 9, n. 2,
p. 163-173, 2014.

BRENNAN, M. et al. Correlation between virulence of Candida albicans mutants in
mice and Galleria mellonella larvae. FEMS Immunology and Medical Microbiology,
v. 34, n. 2, p. 153-157, 2002.



107

BROGDEN, K. A.; GUTHMILLER, J. M.; TAYLOR, C. E. Human polymicrobial
infections. The Lancet, 2005.

BROOKS, J. L.; JEFFERSON, K. K. Phase Variation of Poly-N-Acetylglucosamine
Expression in Staphylococcus aureus. PLoS Pathogens, v. 10, n. 7, 2014.

BURGWYN, B. et al. Micafungin Elicits an Immunomodulatory Effect in Galleria
mellonella and Mice. Mycopathologia, v. 181, n. 1, p. 17-25, 2016.

CALDERONE, R. A.; FONZI, W. A. Virulence factors of Candida albicans. trends in
microbiology, v. 80, n. 7, p. 357-385, 2001.

CAMARILLO-MARQUEZ, O. et al. Antagonistic interaction of Staphylococcus aureus
toward Candida glabrata during in vitro biofilm formation is caused by an apoptotic
mechanism. Frontiers in Microbiology, v. 9, n. AUG, p. 1-17, 2018.

CAMILLI A., B. B. L. Bacterial Small-Molecule Signaling Pathways. Science, v. 311, n.
5764, p. 1113-1116, 2009.

CAMPOS-SILVA, R. et al. Alternative method in Galleria mellonella larvae to study
biofilm infection and treatment. Microbial Pathogenesis, v. 137, n. August, p.
103756, 2019.

CARLSON, E.; JOHNSON, G. Protection by Candida albicans of Staphylococcus
aureus in the establishment of dual infection in mice. Infection and Immunity, v. 50,
n. 3, p. 655-659, 1985.

CAROLUS, H.; VAN DYCK, K.; VAN DIJCK, P. Candida albicans and Staphylococcus
Species: A Threatening Twosome. Frontiers in Microbiology, v. 10, n. September,
20109.

CARROLL, L. Alice no pais das maravilhas. [s.l: s.n.].

CASTANHEIRA, M. et al. Antifungal susceptibility patterns of a global collection of
fungal isolates: Results of the SENTRY Antifungal Surveillance Program (2013).
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 85, n. 2, p. 200-204, 2016.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Centers for Disease
Control and Prevention. Disponivel em: <https://www.cdc.gov/fungal/candida-
auris/tracking-c-auris.html#world>. Acesso em: 15 maio. 2020.

CHAMBERS, H. F.; DELEO, F. R. Waves of resistance: Staphylococcus aureus in the
antibiotic era. Nature Reviews Microbiology, v. 7, n. 9, p. 629-641, 2009.

CLAUDITZ, A. et al. Staphyloxanthin plays a role in the fitness of Staphylococcus
aureus and its ability to cope with oxidative stress. Infection and Immunity, v. 74, n.
8, p. 4950-4953, 2006.

COLOMBO, A. L. et al. Epidemiology of candidemia in Brazil: A nationwide sentinel
surveillance of candidemia in eleven medical centers. Journal of Clinical
Microbiology, v. 44, n. 8, p. 2816-2823, 2006.

COOPER, D.; ELEFTHERIANQOS, I. Memory and specificity in the insect immune
system: Current perspectives and future challenges. Frontiers in Immunology, v. 8,
n. MAY, 2017.

CORDEIRO, R. DE A. et al. Farnesol inhibits in vitro growth of the Cryptococcus
neoformans species complex with no significant changes in virulence-related



108

exoenzymes. Veterinary Microbiology, v. 159, n. 3—4, p. 375-380, 2012.

CORNELY, O. A. et al. ESCMID guideline for the diagnosis and management of
Candida diseases 2012: Non-neutropenic adult patients. Clinical Microbiology and
Infection, v. 18, n. SUPPL.7, p. 19-37, 2012.

COTTER, G.; DOYLE, S.; KAVANAGH, K. Development of an insect model for the in
vivo pathogenicity testing of yeasts. FEMS Immunology and Medical Microbiology,
v. 27,n. 2, p. 163-169, 2000.

CROES, S. et al. Staphylococcus aureus biofilm formation at the physiologic glucose
concentration depends on the S. aureus lineage. BMC Microbiology, v. 9, p. 1-9,
20009.

CUTULI, M. A. et al. Galleria mellonella as a consolidated in vivo model hosts: New
developments in antibacterial strategies and novel drug testing. Virulence, v. 10, n. 1,
p. 527-541, 2019.

CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION. Annual Data Report 2018 Cystic Fibrosis
Foundation Patient Registry. Disponivel em:
<https://www.cff.org/Research/Researcher-Resources/Patient-Registry/2018-Patient-
Registry-Annual-Data-Report.pdf>. Acesso em: 18 maio. 2020.

DA MATTA, D. A.,; SOUZA, A. C. R.; COLOMBO, A. L. Revisiting species distribution
and antifungal susceptibility of candida bloodstream isolates from latin american
medical centers. Journal of Fungi, v. 3, n. 2, p. 11-17, 2017.

DA SILVA DANTAS, A. et al. Cell biology of Candida albicans—host interactions.
Current Opinion in Microbiology, v. 34, p. 111-118, 2016.

DAVID, M. Z.; DAUM, R. S. Treatment of Staphylococcus aureus Infections. Current
Topics in Microbiology and Immunology, v. 409, p. 435, 2017.

DAVIES, J. Origins and evolution of antibiotic resistance. Microbiologia (Madrid,
Spain), v. 12, n. 1, p. 9-16, 1996.

DE BASTIANI, F. W. M. DA S. Sistemas de liberacdo para anfotericina B e
miltefosina no tratamento das candidiases. [s.l: s.n.].

DE FREITAS, A. L. D. et al. Proanthocyanidin polymeric tannins from
Stryphnodendron adstringens are effective against Candida spp. isolates and for
vaginal candidiasis treatment. Journal of Ethnopharmacology, v. 216, n. January, p.
184-190, 2018.

DESBOIS, A. P.; COOTE, P. J. Wax moth larva (Galleria mellonella): An in vivo model
for assessing the efficacy of antistaphylococcal agents. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v. 66, n. 8, p. 1785-1790, 2011.

DIAS, J. et al. Mechanisms of action of antimicrobial peptides ToAP2 and NDBP-5.7
against Candida albicans planktonic and biofilm cells. Scientific Reports, v. 10, n. 1,
p. 1-14, 2020.

DIEKEMA, D. J. et al. Twenty-year trends in antimicrobial susceptibilities among
Staphylococcus aureus from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. Open
Forum Infectious Diseases, v. 6, n. Suppl 1, p. S47-S53, 2019.

DOI, A. M. et al. Epidemiology and Microbiologic Characterization of Nosocomial
Candidemia from a Brazilian National Surveillance Program. PloS one, v. 11, n. 1, p.



109

0146909, 2016.

DONG, C. L. et al. Synergistic effect of pleuromutilins with other antimicrobial agents
against Staphylococcus aureus in vitro and in an experimental Galleria mellonella
model. Frontiers in Pharmacology, v. 8, n. AUG, p. 1-8, 2017.

DUFOUR, P. et al. Community-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Infections in France: Emergence of a Single Clone That Produces Panton-Valentine
Leukocidin . Clinical Infectious Diseases, v. 35, n. 7, p. 819-824, 2002.

EDMOND, M. B. et al. Nosocomial Bloodstream Infections in United States Hospitals :
A Three-Year Analysis. v. 0663, p. 239-244, 1999.

ENWURU, C. A. et al. Fluconazole resistant opportunistic oro-pharyngeal candida and
non-candida yeast-like isolates from HIV infected patients attending ARV clinics in
Lagos, Nigeria. African Health Sciences, v. 8, n. 3, p. 142-148, 2008.

FIDAN, I. et al. Immunomodulatory effects of voriconazole and caspofungin on human
peripheral blood mononuclear cells stimulated by Candida albicans and Candida
krusei. American Journal of the Medical Sciences, v. 348, n. 3, p. 219-223, 2014.

FIGUEIREDO, A. M. S. What is behind the epidemiological difference between
community-acquired and health-care associated methicillin-resistant Staphylococcus
aureus? Virulence, v. 8, n. 6, p. 640-642, 2017.

FLANNERY, A. et al. Glycomics Microarrays Reveal Differential In Situ Presentation of
the Biofilm Polysaccharide Poly-N-acetylglucosamine on Acinetobacter baumannii and
Staphylococcus aureus Cell Surfaces. International Journal of Molecular Sciences,
v.21,n.7,p. 2465, 2020.

FOSTER, T. J. Colonization and infection of the human host by staphylococci:
Adhesion, survival and immune evasion. Veterinary Dermatology, v. 20, n. 5-6, p.
456-470, 2009.

FRENKEL, M. et al. Pathogenicity of Candida albicans isolates from bloodstream and
mucosal candidiasis assessed in mice and Galleria mellonella. Journal de Mycologie
Medicale, v. 26, n. 1, p. 1-8, 2016.

GANTNER, B. N.; SIMMONS, R. M.; UNDERHILL, D. M. Dectin-1 mediates
macrophage recognition of Candida albicans yeast but not filaments. EMBO Journal,
V. 24,n. 6, p. 1277-1286, 2005.

GARA, J. P. O. ica and beyond : biofilm mechanisms and regulation in Staphylococcus
epidermidis and Staphylococcus aureus. v. 270, p. 179-188, 2007.

GARDETE, S.; TOMASZ, A. Mechanisms of vancomycin resistance in Staphylococcus
aureus Find the latest version: Mechanisms of vancomycin resistance in
Staphylococcus aureus. The Journal of Clinical Investigation, v. 124, n. 7, p. 2836—
2840, 2014.

GERKE, C. et al. Characterization of the N-Acetylglucosaminyltransferase activity
involved in the biosynthesis of the Staphylococcus epidermidis polysaccharide
intercellular adhesin. Journal of Biological Chemistry, v. 273, n. 29, p. 18586-
18593, 1998.

GHANNOUM, M. et al. The Role of Echinocandins in Candida Biofiim—Related
Vascular Catheter Infections: In Vitro and In Vivo Model Systems. Clinical Infectious



110

Diseases, v. 61, n. suppl_6, p. S618-S621, 1 dez. 2015.

GUPTA;, S. et al. Cholic Acid-Peptide Conjugates as Potent Antimicrobials against
Interkingdom Polymicrobial Biofilms. n. October, p. 1-21, 2019.

HAMILL, R. J. Amphotericin B formulations: A comparative review of efficacy and
toxicity. Drugs, v. 73, n. 9, p. 919-934, 2013.

HARRIOTT, M. M.; NOVERR, M. C. Candida albicans and Staphylococcus aureus
form polymicrobial biofilms: Effects on antimicrobial resistance. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, v. 53, n. 9, p. 3914-3922, 2009.

HARRIOTT, M. M.; NOVERR, M. C. Ability of Candida albicans mutants to induce
Staphylococcus aureus vancomycin resistance during polymicrobial biofilm formation.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 54, n. 9, p. 3746-3755, 2010.

HARRIOTT, M. M.; NOVERR, M. C. Importance of Candida-bacterial polymicrobial
biofilms in disease. Trends in Microbiology, v. 19, n. 11, p. 557-563, 2011.

HELLEBERG, M. et al. Rezafungin In Vitro Activity against Contemporary Nordic
Clinical Candida Isolates and Candida auris Determined by the EUCAST Reference
Method. n. January, p. 1-10, 2020.

HOFS, S.; MOGAVERO, S.; HUBE, B. Interaction of Candida albicans with host cells:
virulence factors, host defense, escape strategies, and the microbiota. Journal of
Microbiology, v. 54, n. 3, p. 149-169, 2016.

HOGAN, S. et al. In vitro approach for identification of the most effective agents for
antimicrobial lock therapy in the treatment of intravascular catheter-related infections
caused by Staphylococcus aureus. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 60,
n. 5, p. 2923-2931, 2016.

JABRA-RIZK, M. A. et al. Effect of farnesol on Staphylococcus aureus biofilm
formation and antimicrobial susceptibility. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
v. 50, n. 4, p. 1463-1469, 2006.

JACOBSEN, I. D. Galleria mellonella as a model host to study virulence of Candida.
Virulence, v. 5, n. 2, p. 237-239, 2014.

JEMEL, S. et al. Galleria mellonella for the Evaluation of Antifungal Efficacy against
Medically Important Fungi, a Narrative Review. Microorganisms, v. 8, n. 3, p. 390,
2020.

JOHNSON, L. B.; KAUFFMAN, C. A. Voriconazole: A New Triazole Antifungal Agent.
Clinical Infectious Diseases, v. 28, n. 4, p. 268-275, 2003.

JONSSON, R. et al. The wax moth Galleria mellonella as a novel model system to
study Enteroaggregative Escherichia coli pathogenesis. Virulence, v. 8, n. 8, p. 1894—
1899, 2017.

KARCHMER, A. W. Nosocomial Bloodstream Infections: Organisms, Risk Factors,
and Implications. Clinical Infectious Diseases, v. 31, n. Supplement_4, p. S139-
S143, 2000.

KAVANAGH, K.; SHEEHAN, G. The Use of Galleria mellonella Larvae to ldentify
Novel Antimicrobial Agents against Fungal Species of Medical Interest. Journal of
Fungi, v. 4, n. 3, p. 113, 2018.



111

KEAN, R. et al. Candida albicans mycofilms support Staphylococcus aureus
colonization and enhances miconazole resistance in dual-species interactions.
Frontiers in Microbiology, v. 8, n. FEB, p. 1-11, 2017.

KELLY, J.; KAVANAGH, K. Caspofungin primes the immune response of the larvae of
Galleria mellonella and induces a non-specific antimicrobial response. Journal of
Medical Microbiology, v. 60, n. 2, p. 189-196, 1 fev. 2011.

KIEDROWSKI, M. R.; HORSWILL, A. R. New approaches for treating staphylococcal
biofilm infections. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1241, n. 1, p.
104-121, 2011.

KISSOYAN, K. A. B. et al. The inhibition of Pseudomonas aeruginosa biofilm formation
by micafungin and the enhancement of antimicrobial agent effectiveness in BALB / ¢
mice. Biofouling, v. 32, n. 7, p. 1-8, 2016.

KLOTZ, S. A. et al. Polymicrobial bloodstream infections involving Candida species:
analysis of patients and review of the literature. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease, v. 59, n. 4, p. 401-406, 2007.

KONG, E. F. et al. Commensal Protection of Staphylococcus aureus against
antimicrobials by Candida albicans biofilm matrix. mBio, v. 7, n. 5, p. e01365-16, 2
nov. 2016.

KONG, E. F. et al. Modulation of Staphylococcus aureus response to antimicrobials by
the Candida albicans quorum sensing molecule farnesol. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 61, n. 12, p. 1-14, 2017.

KONG, K. F.; VUONG, C.; OTTO, M. Staphylococcus quorum sensing in biofilm
formation and infection. International Journal of Medical Microbiology, v. 296, n. 2—
3, p. 133-139, 2006.

KRUGER, W. et al. Fungal-bacterial interactions: In health and disease. Candida
albicans: Cellular and Molecular Biology: Second Edition, p. 115-143, 2017.

KRUPPA, M. Quorum sensing and Candida albicans. Mycoses, v. 52, n. 1, p. 1-10,
jan. 2009.

KUSE, E. R. et al. Micafungin versus liposomal amphotericin B for candidaemia and
invasive candidosis: a phase Ill randomised double-blind trial. Lancet, v. 369, n. 9572,
p. 1519-1527, 2007.

LAMOTH, F. et al. Changes in the epidemiological landscape of invasive candidiasis.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 73, p. i4-i13, 2018.

LANDINI, P. et al. Molecular mechanisms of compounds affecting bacterial biofilm
formation and dispersal. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 86, n. 3, p.
813-823, 2010.

LE, K. Y.; OTTO, M. Quorum-sensing regulation in staphylococci-an overview.
Frontiers in Microbiology, v. 6, n. OCT, p. 1-8, 2015.

LEWIS, P. O. et al. Treatment strategies for persistent methicillin-resistant
Staphylococcus aureus bacteraemia. Journal of Clinical Pharmacy and
Therapeutics, v. 43, n. 5, p. 614-625, 2018.

LI, D. D. et al. Using galleria mellonella-candida albicans infection model to evaluate
antifungal agents. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 36, n. 9, p. 1482—



112

1487, 2013.

LIMBAGO, B. M. et al. Report of the 13th vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus isolate from the United States. Journal of Clinical Microbiology, v. 52, n. 3,
p. 998-1002, 2014.

LITTLE, D. J. et al. Structural Basis for the De- N -acetylation of Poly-B-1,6- N -acetyl-
d-glucosamine in Gram-positive Bacteria. Journal of Biological Chemistry, v. 289, n.
52, p. 35907-35917, 26 dez. 2014.

LIU, G. Y. et al. Staphylococcus aureus golden pigment impairs neutrophil killing and
promotes virulence through its antioxidant activity. Journal of Experimental
Medicine, v. 202, n. 2, p. 209-215, 2005.

LIU, P. et al. Farnesol induces apoptosis and oxidative stress in the fungal pathogen
Penicillium expansum. Mycologia, v. 102, n. 2, p. 311-318, 2010.

LOH, J. M. S. et al. Galleria mellonella larvae as an infection model for group A
streptococcus. Virulence, v. 4, n. 5, p. 419-428, 2013.

LUIZ, R. L. F. et al. Proanthocyanidins polymeric tannin from Stryphnodendron
adstringens are active against Candida albicans biofilms. BMC Complementary and
Alternative Medicine, v. 15, n. 1, p. 1-11, 2015.

LYSKOWSKI, A.; LEO, J. C.; GOLDMAN, A. Bacterial Adhesion : Chapter 9 : Structure
and Biology of Trimeric Autotransporter Adhesins. In: Europe. [s.l: s.n.]. v. 715p. 143—
158.

LYU, X. et al. Efficacy of nystatin for the treatment of oral candidiasis: a systematic
review and meta-analysis. p. 1161-1171, 2016.

MACHIDA, K. et al. Farnesol-induced growth inhibition in Saccharomyces cerevisiae
by a cell cycle mechanism. Microbiology, v. 145, n. 2, p. 293-299, 1999.

MADIGAN;, M. et al. Microbiologia de Brock. 142 edicdo ed. [s.I: s.n.].

MAGIORAKQOS, A. P.; SRINIVASAN, A.; AL., R. B. C. ET. Multidrug-resistant,
extensively drug-resistant and pandrug-resistant bacteria: an international expert
proposal for interim standard definitions for acquired resistance. BACTERIOLOGY, v.
18, p. 268-281, 2011.

MARCOS-ZAMBRANQO, L. J. et al. Production of biofilm by Candida and non-Candida
spp. isolates causing fungemia: Comparison of biomass production and metabolic
activity and development of cut-off points. International Journal of Medical
Microbiology, v. 304, n. 8, p. 1192-1198, 2014.

MARCOS-ZAMBRANO, L. J. et al. Candida isolates causing candidemia show
different degrees of virulence in Galleria mellonella. Medical mycology, v. 58, n. 1, p.
83-92, 2020.

MARRA, A. R. et al. Nosocomial bloodstream infections in Brazilian hospitals: Analysis
of 2,563 cases from a prospective nationwide surveillance study. Journal of Clinical
Microbiology, v. 49, n. 5, p. 1866-1871, 2011.

MBA, I. E.; NWEZE, E. |. Mechanism of Candida pathogenesis : revisiting the vital
drivers. 2020.

MCMULLAN, B. J.; HONS, B.; CAMPBELL, A. J. Clinical Management of



113

Staphylococcus aureus Bacteremia in Neonates , Children , and Adolescents. v. 146,
n. 3, 2020.

MEDIAVILLA, J. R. et al. Global epidemiology of community-associated methicillin
resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA). Current Opinion in Microbiology, v.
15, n. 5, p. 588-595, 2012.

MEIR, M.; GROSFELD, T.; BARKAN, D. Establishment and Validation of Galleria
mellonella as a Novel Model Organism To Study Mycobacterium abscessus Infection,
Pathogenesis, and Treatment Michal. p. 1-9, 2018.

MOHAMED, N. M.; ZAKARIA, A. S.; EDWARD, E. A. Antifungal caspofungin
sensitizes MRSA isolates towards zabofloxacin, a proteomic study. Journal of Pure
and Applied Microbiology, v. 14, n. 1, p. 559-572, 2020.

MORA-DUARTE, J. et al. Comparison of caspofungin and amphotericin b for invasive
candidiasis. The New England Journal of Medicine, v. 347, n. 25, p. 2020-2029,
2002.

MORIO, F. et al. Deciphering azole resistance mechanisms with a focus on
transcription factor-encoding genes TAC1, MRR1 and UPC2 in a set of fluconazole-
resistant clinical isolates of Candida albicans. International Journal of Antimicrobial
Agents, v. 42, n. 5, p. 410-415, 2013.

MORIO, F. et al. Molecular basis of antifungal drug resistance in yeasts. International
Journal of Antimicrobial Agents, v. 50, n. 5, p. 599-606, 2017.

MOYES, D. L. et al. Candidalysin is a fungal peptide toxin critical for mucosal infection.
Nature, v. 532, n. 7597, p. 64-68, 2016.

MURNOZ, J. E. et al. Antifungal activity of the biphosphinic cyclopalladate C7a against
Candida albicans yeast forms in vitro and in vivo. Frontiers in Microbiology, v. 8, n.
MAY, p. 1-10, 2017.

NEOPANE, P. et al. In vitro biofilm formation by Staphylococcus aureus isolated from
wounds of hospital-admitted patients and their association with antimicrobial
resistance. International Journal of General Medicine, v. 11, p. 25-32, 2018.

NETT, J. E.; ANDES, D. R. Contributions of the biofilm matrix to candida
pathogenesis. Journal of Fungi, v. 6, n. 1, p. 33-38, 2020.

NICKERSON, E. K. et al. Staphylococcus aureus bacteraemia in a tropical setting:
Patient outcome and impact of antibiotic resistance. PLoS ONE, v. 4, n. 1, 2009.

NUCCI, M. et al. Epidemiology of Candidemia in Latin America: A Laboratory-Based
Survey. PLoS ONE, v. 8, n. 3, 2013.

O'TOOLE, G. A. Microtiter Dish Biofilm Formation Assay. Journal of Visualized
Experiments, n. 47, p. 10-11, 2011.

ORSI, C. F. et al. Impact of Candida albicans hyphal wall protein 1 (HWP1) genotype
on biofilm production and fungal susceptibility to microglial cells. Microbial
Pathogenesis, v. 69-70, n. 1, p. 20-27, 2014.

OSTROSKY-ZEICHNER, L. et al. An insight into the antifungal pipeline: Selected new
molecules and beyond. Nature Reviews Drug Discovery, v. 9, n. 9, p. 719-727,
2010.



114

OTTO, M. Staphylococcus aureus toxins. Current Opinion in Microbiology, v. 17, n.
1, p. 32-37, 2014.

PANTOSTI, A.; SANCHINI, A.; MONACO, M. Mechanisms of antibiotic resistance in
Staphylococcus aureus. Future Microbiology, v. 2, n. 3, p. 323—-334, 2007.

PAPPAS, P. G. et al. Clinical Practice Guideline for the Management of Candidiasis:
2016 Update by the Infectious Diseases Society of America. Clinical Infectious
Diseases, v. 62, n. 4, p. el—e50, 2016.

PAPPAS, P. G. et al. Invasive candidiasis. Nature Reviews Disease Primers, v. 4, n.
May, p. 1-20, 2018.

PARAJE, M. G. Antimicrobial resistance in biofilms. Science against microbial
pathogens: communicating current research and technological advances, v. 2,
p. 736-744, 2011.

PATERNINA-DE LA OSSA, R. et al. Is community-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (CA-MRSA) an emerging pathogen among children in Brazil?
Brazilian Journal of Infectious Diseases, v. 22, n. 5, p. 371-376, 2018.

PELEG, A. Y. et al. Reduced Susceptibility to Vancomycin Influences Pathogenicity in
Staphylococcus aureus Infection. The Journal of Infectious Diseases, v. 199, n. 4, p.
532-536, 2009.

PELEG, A. Y.; HOGAN, D. A.; MYLONAKIS, E. Medically important bacterialg-fungal
interactions. Nature Reviews Microbiology, v. 8, n. 5, p. 340-349, 2010.

PERLIN, D. S. Echinocandin Resistance in Candida. Clinical Infectious Diseases, V.
61, n. Suppl 6, p. S612-S617, 2015.

PERLIN, D. S.; RAUTEMAA-RICHARDSON, R.; ALASTRUEY-IZQUIERDO, A. The
global problem of antifungal resistance: prevalence, mechanisms, and management.
The Lancet Infectious Diseases, v. 17, n. 12, p. e383—-e392, 2017.

PETERS, B. M. et al. Microbial interactions and differential protein expression in
Staphylococcus aureus -Candida albicans dual-species biofilms. FEMS Immunology
and Medical Microbiology, v. 59, n. 3, p. 493-503, 2010.

PETERS, B. M. et al. Staphylococcus aureus adherence to Candida albicans hyphae
is mediated by the hyphal adhesin Als3p. Microbiology (United Kingdom), v. 158, n.
12, p. 29752986, 2012.

PFALLER, M. A. et al. Variation in susceptibility of bloodstream isolates of Candida
glabrata to fluconazole according to patient age and geographic location in the United
States in 2001 to 2007. Journal of Clinical Microbiology, v. 47, n. 10, p. 3185-3190,
20009.

PFALLER, M. A. et al. Twenty years of the SENTRY Antifungal Surveillance Program:
Results for Candida species from 1997-2016. Open Forum Infectious Diseases, V. 6,
n. Suppl 1, p. S79-S94, 20109.

PIERCE, C. G. et al. A simple and reproducible 96-well plate-based method for the
formation of fungal biofilms and its application to antifungal susceptibility testing.
Nature Protocols, v. 3, n. 9, p. 1494-1500, 2008.

PREPOST, E. et al. Efficacy of humanized single large doses of caspofungin on the
lethality and fungal tissue burden in a deeply neutropenic murine model against



115

Candida albicans and Candida dubliniensis. Infection and Drug Resistance, v. 12, p.
1805-1814, 2019.

PRESS, E. G.; SHIELDS, R. K.; CLANCY, C. J. Candida biofilm: Clinical implications
of recent advances in research. Current Fungal Infection Reports, v. 8, n. 1, p. 72—
80, 2014.

QU, Y. et al. Searching for new strategies against polymicrobial biofilm infections:
Guanylated polymethacrylates kill mixed fungal/bacterial biofilms. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 71, n. 2, p. 413-421, 2016.

QUINTELLA, L. P. et al. Histopathology of cutaneous sporotrichosis in Rio de Janeiro:
A series of 119 consecutive cases. Journal of Cutaneous Pathology, v. 38, n. 1, p.
25-32, 2011.

RAMAGE, G. et al. Fungal biofilm resistance. International Journal of Microbiology,
v. 2012, 2012.

RAMAGE, G.; ROBERTSON, S. N.; WILLIAMS, C. Strength in numbers: antifungal
strategies against fungal biofilms. International Journal of Antimicrobial Agents, v.
43,n. 2, p. 114-120, fev. 2014.

REBOLI, A. C. et al. Anidulafungin versus fluconazole for invasive candidiasis. New
England Journal of Medicine, v. 356, n. 24, p. 2472-2482, 2007.

REUNES, S. et al. Risk factors and mortality for nosocomial bloodstream infections in
elderly patients. European Journal of Internal Medicine, v. 22, n. 5, p. e39-e44,
2011.

REYNOLDS, P. E. Structure, Biochemistry and Mechanism of Action of
Glycopeptide.pdf. v. 8, n. 11, p. 943-950, 1989.

ROGIERS, O. et al. Anidulafungin increases the antibacterial activity of tigecycline in
polymicrobial Candida albicans/Staphylococcus aureus biofilms on intraperitoneally
implanted foreign bodies. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 73, n. 10, p.
2806-2814, 2018.

ROMO, J. A.; KUMAMOTO, C. A. On commensalism of candida. Journal of Fungi, v.
6, n. 1, p. 27-30, 2020.

RUSSELL, W.; BURCH, R. PRILIMINERY AND CONTENTS.pdf, 1959.

SANTE, L. et al. Epidemiological study of secondary bloodstream infections: The
forgotten issue. Journal of Infection and Public Health, v. 12, n. 1, p. 37-42, 2018.

SASS, G. et al. Studies of Pseudomonas aeruginosa Mutants Indicate Pyoverdine as
the Central Factor in Inhibition of Aspergillus fumigatus Biofilm. Journal of
Bacteriology, v. 200, n. 1, p. 1-24, 2018.

SCHLECHT, L. M. et al. Systemic Staphylococcus aureus infection mediated by
Candida albicans hyphal invasion of mucosal tissue. Microbiology (United
Kingdom), v. 161, n. 1, 2015.

SCUDIERO, O. et al. Human defensins: A novel approach in the fight against skin
colonizing staphylococcus aureus. Antibiotics, v. 9, n. 4, p. 1-16, 2020.

SEBAA, S.; BOUCHERIT-OTMANI, Z.; COURTOIS, P. Effects of tyrosol and farnesol
on Candida albicans biofilm. Molecular Medicine Reports, v. 19, n. 4, p. 3201-3209,



116

2019.

SHEEHAN, G.; TULLY, L.; KAVANAGH, K. A. Candida albicans increases the
pathogenicity of Staphylococcus aureus during polymicrobial infection of Galleria
mellonella larvae. Microbiology, p. 375-385, 2020.

SHORR, A. F. et al. Healthcare-associated bloodstream infection: A distinct entity?
Insights from a large U.S. database. Critical Care Medicine, v. 34, n. 10, p. 2588—
2595, 2006.

SIALA, W. et al. The antifungal caspofungin increases fluoroguinolone activity against
Staphylococcus aureus biofilms by inhibiting N-acetylglucosamine transferase. Nature
Communications, v. 7, 2016.

SILVA, S. et al. Adherence and biofilm formation of non-Candida albicans Candida
species. Trends in Microbiology, v. 19, n. 5, p. 241-247, 2011.

SLATER, J. L. et al. Pathogenicity of Aspergillus fumigatus mutants assessed in
Galleria mellonella matches that in mice. Medical Mycology, v. 49, n. SUPPL. 1, p.
107-113, 2011.

SPADARI, C. DE C. et al. Alginate nanoparticles as non-toxic delivery system for
miltefosine in the treatment of candidiasis and cryptococcosis. International Journal
of Nanomedicine, v. 14, p. 5187-5199, 2019.

SUDBERY, P.; GOW, N.; BERMAN, J. The distinct morphogenic states of Candida
albicans. Trends in Microbiology, v. 12, n. 7, p. 317-324, 2004.

SUN, F. et al. Biofilm-associated infections: antibiotic resistance and novel therapeutic
strategies. Future Microbiology, v. 8, n. 7, p. 877-886, jul. 2013.

SWIDERGALL, M.; ERNST, J. F. Interplay between Candida albicans and the
antimicrobial peptide armory. Eukaryotic Cell, v. 13, n. 8, p. 950-957, 2014.

THWAITES, G. E.; GANT, V. Are bloodstream leukocytes Trojan Horses for the
metastasis of Staphylococcus aureus? Nature Reviews Microbiology, v. 9, n. 3, p.
215-222, 2011.

TODD, O. A. et al. Candida albicans augments Staphylococcus aureus virulence by
engaging the staphylococcal agr quorum sensing system. mBio, v. 10, n. 3, p. 1-16,
20109.

TONG, S. Y. C. et al Staphylococcus aureus infections: Epidemiology,
pathophysiology, clinical manifestations, and management. Clinical Microbiology
Reviews, v. 28, n. 3, p. 603-661, 2015.

TREVIJANO-CONTADOR, N.; ZARAGOZA, O. Immune response of Galleria
mellonella against human fungal pathogens. Journal of Fungi, v. 5, n. 1, p. 1-13,
20109.

TSAI C. J. Y.; LOH, J. M. S.; PROFT, T. Galleria mellonella infection models for the
study of bacterial diseases and for antimicrobial drug testing. Virulence, v. 7, n. 3, p.
214-229, 2016.

VERTYPOROKH, L.; WOJDA, I. Immune response of Galleria mellonella after
injection with non-lethal and lethal dosages of Candida albicans. Journal of
Invertebrate Pathology, v. 170, n. October 2019, p. 107327, 2020.



117

VILA, T. et al. Miltefosine inhibits Candida albicans and non-albicans Candida spp.
biofilms and impairs the dispersion of infectious cells. International Journal of
Antimicrobial Agents, v. 48, n. 5, p. 512-520, 2016.

VILA, T. et al. Candida albicans quorum-sensing molecule farnesol modulates
staphyloxanthin production and activates the thiol-based oxidative-stress response in
Staphylococcus aureus. Virulence, v. 10, n. 1, p. 625-642, 2019.

VUONG, C. et al. Impact of the agr quorum-sensing system on adherence to
polystyrene in Staphylococcus aureus. Journal of Infectious Diseases, v. 182, n. 6,
p. 1688-1693, 2000.

WANG, X. et al. Farnesol induces apoptosis-like cell death in the pathogenic fungus
Aspergillus flavus. Mycologia, v. 106, n. 5, p. 881-888, 2014.

WIJESIRI, N. et al. Photodynamic Inactivation of Multidrug-Resistant Staphylococcus
aureus Using Hybrid Photosensitizers Based on Amphiphilic Block Copolymer-
Functionalized Gold Nanoparticles. ACS Omega, v. 2, n. 9, p. 5364-5369, 2017.

WILLIAM COSTERTON, J. et al. Microbial Biofilms. Annual Review of Microbiology,
V. 49, p. 711-745, 1995.

WISPLINGHOFF, H. et al. Nosocomial Bloodstream Infections in US Hospitals:
Analysis of 24,179 Cases from a Prospective Nationwide Surveillance Study. Clinical
Infectious Diseases, v. 39, n. 3, p. 309-317, 2004.

WITCHLEY, J. N. et al. Candida albicans Morphogenesis Programs Control the
Balance between Gut Commensalism and Invasive Infection. Cell Host and Microbe,
v. 25, n. 3, p. 432- 443.e6, 2019.

WOJDA, |. Immunity of the greater wax moth Galleria mellonella. Insect Science, v.
24, n. 3, p. 342-357, 2017.

XU, Z. et al. Crystal Violet and XTT Assays on Staphylococcus aureus Biofilm
Quantification. Current Microbiology, v. 73, n. 4, p. 474-482, 2016.

YI, A. et al. Interactions between Candida albicans and Staphylococcus aureus within
mixed species biofilms. BioOne Complete, v. 84, n. 1, p. 30-39, 2013.

YOUSEFI, M. et al. Characterization of Staphylococcus aureus biofilm formation in
urinary tract infection. Iranian Journal of Public Health, v. 45, n. 4, p. 485-493,
2016.

ZHAO, J.; YU, W. Interaction between Pseudomonas aeruginosa and Aspergillus
fumigatus in cystic fibrosis. PeerJ, v. 2018, n. 11, 2018.



