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RESUMO
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SUSCETIBILIDADE DE ISOLADOS DE Candida dubliniensis SENSIVEIS E
RESISTENTES AO FLUCONAZOL FRENTE A AZOLICOS E EQUINOCANDINAS
Autora: Laissa Arévalo Bandeira
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de junho de 2014.

Candida spp. é o agente etiolégico mais frequentemente causador de infeccdes
fangicas oportunistas e a espécie Candida albicans ainda permanece como a espécie mais
frequentemente isolada nas candidiases. No entanto, a taxa de isolamentos de espécies de
Candida ndo-albicans tem aumentado nas unidades hospitalares, onde o uso de antiflingicos
azélicos de forma profilatica ou terapéutica é frequente. O uso prolongado e indiscriminado
dos antifangicos tem favorecido o desenvolvimento de leveduras resistentes. Neste contexto,
outras espéecies emergiram como patdgenos de importancia clinica. Candida dubliniensis €
uma das espécies que tornou-se relevante, por causa da facilidade com que adquire resisténcia
ao fluconazol, podendo tornar-se um agente patogénico relativamente mais resistente e,
consequentemente, mais dificil de tratar. Este quadro impde que medidas de vigilancia da
suscetibilidade ou de investigacdes sobre a magnitude da resisténcia sejam tomadas. Este
estudo objetivou avaliar e interpretar os resultados da suscetibilidade in vitro de Candida
dubliniensis sensivel e resistente ao fluconazol e Candida albicans as equinocandinas,
voriconazol, itraconazol e posaconazol a luz dos documentos oficiais e também pelas
propostas utilizando pontos de corte epidemioldgicos. Foram avaliados trés grupos de
isolados: um grupo de isolados de C. albicans sensiveis ao fluconazol (Grupo 1), os outros
dois de isolados de C. dubliniensis, um composto por isolados sensiveis ao fluconazol (Grupo
I) e outro derivado do primeiro resistente ao fluconazol (Grupo I11). Os grupos | e Il nos
testes com o fluconazol foram evidenciados como sensiveis a este antifingico e o grupo Il
apos exposicdes a concentracdes crescentes de fluconazol foi classificado como resistente,
com base no documento M27-S3 (2008) e nos cutoffs epidemioldgicos. O grupo | foi
considerado 100% sensivel aos antifingicos com base nos documentos M27-S4 (2012) e
M27-S3 (2008). O grupo Il foi considerado 100% sensivel as equinocandinas, voriconazol,
itraconazol, com base no M27-S3 e 100% sensivel ao posaconazol com base no cutoff
epidemiolégico. No entanto, ao interpretar as CIMs pelos cutoffs epidemioldgicos, foi
evidenciada 9,09% de isolados ndo sensiveis a micafungina. E, por fim, o grupo Il que foi
100% sensivel as equinocandinas, voriconazol, 100% resistente ao itraconazol com base no
M27-S3. Com base nos cutoffs epidemioldgicos, 4,54% foram considerados resistentes a
anidulafungina, 31,8% resistente a micafungina, 22,7% resistente ou ndo sensiveis ao
voriconazol e 100% sensivel ao posaconazol. A avaliacdo da suscetibilidade aos antifungicos
é um tema complexo e, no momento em que redefinicbes das CIMs definidoras de
sensibilidade ou resisténcia estdo sofrendo intensas revisdes, nota-se dificuldades nas
interpretacdes de tais testes.

Palavras-Chaves: Candida dubliniensis. Resisténcia antifingica. Fluconazol. Agentes
antifangicos.



ABSTRACT
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Candida spp. is the most common etiologic agent of opportunistic fungal infections
and Candida albicans species still remains the most frequently isolated species in candidiasis.
However, the rate of Candida non-albicans isolates has increased in hospitals, where the use
of azole antifungals for prophylaxis or therapy is frequent. The prolonged and indiscriminate
use of antifungals has favored the development of resistant yeasts. In this context, other
species have emerged as clinically important pathogens. Candida dubliniensis species is one
that has become important because the easy way that acquires resistance to fluconazole, and
may become a relatively more resistant pathogen and therefore more difficult to treat. This
framework requires that measures of surveillance the susceptibility or investigations about the
magnitude of the resistance are taken. This study aimed to evaluate and interpret the results of
in vitro susceptibility of Candida dubliniensis sensitive and resistant to fluconazol and
Candida albicans to echinocandins, voriconazole, itraconazole and posaconazole in the light
of official documents and also by using proposed points of epidemiological cuts. Where
evalued thre groups of isolates: a group of isolates of C. albicans against fluconazole sensitive
(Group 1), the other two isolates of C. dubliniensis, a compound of isolates sensitive to
fluconazole (Group I1) and other derived from the first fluconazole resistant (Group IlI).
Groups | and Il tests with fluconazole were shown to be susceptible to this antifungal and
group Il after exposure to increasing concentrations of fluconazole was classified as resistant
based on document M27-S3 (2008) and in epidemiological cutoffs. The group | was
considered 100% sensitive to antifungal agents based on documents M27-S4 (2012) and M27-
S3 (2008). Group Il was regarded as 100% sensitive to echinocandins, voriconazole,
itraconazole, based on M27-S3 and 100% sensitive to posaconazole based on epidemiological
cutoff. However, when interpreting the epidemiological cutoffs MICs, was observed 9.09%
for non-sensitive isolates to micafungin. Finally, the group Il was 100% sensitive to
echinocandins, voriconazole, 100% itraconazole resistant to based on the M27-S3. Based on
the epidemiological cutoffs, 4.54% were resistant to anidulafungin, 31.8% resistant to
micafungin, 22.7% resistant or susceptible to voriconazole and 100% posaconazole sensitive.
Evaluation of antifungal susceptibility is a complex issue and, at the time re-definitions of
MICs defining susceptibility or resistance are under intense review, note difficulties in the
interpretation of such tests.

Keywords: Candida dubliniensis. Antifungal resistance. Fluconazol. Antifungal agentes.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Candida estdo entre os patdgenos fungicos mais comuns
causadores de infeccbes em seres humanos. Este género é referido como patdgeno
oportunista, pela sua maior ocorréncia em individuos imunocomprometidos (PFALLER &
DIEKEMA, 2004). Causa uma variedade de doencas desde infeccdes superficiais como
onicomicoses até sistémicas como as candidemias sendo a espécie Candida albicans a mais
prevalente nas infecgbes. No entanto, espécies ndo-albicans estdo sendo cada vez mais
reconhecidas como importantes patdégenos fungicos humanos (PFALLER & DIEKEMA,
2004).

As infeccbes flngicas oportunistas acometem principalmente  pacientes
imunocomprometidos, como os transplantados de medula 6ssea, pacientes em terapia contra o
cancer e pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). A
candidiase, infeccdo causada por esse género, € uma condicdo comum em pacientes
oncologicos que se submetem a quimioterapia e radioterapia (GROLL et al., 1998; SENA et
al., 2009).

Desde o inicio dos anos 1980, as taxas de incidéncia de candidemia tém aumentado
substancialmente em diferentes regides do mundo (WISPLINGHOFF et al., 2004). No ano de
2007, no Brasil, foi documentada uma incidéncia maior de candidemia do que até entdo
descrita na Europa e nos Estados Unidos (COLOMBO et al., 2007). Em decorréncia do
aumento desta incidéncia houve um aumento nas taxas de mortalidade, revelando assim, que o
numero de pacientes de risco é crescente e requer atencdo (WARNOCK, 2007).

As espécies Candida albicans e Candida dubliniensis estdo estreitamente relacionadas
com o comensalismo e infecgdes oportunistas em humanos (SULLIVAN et al., 2005). No
estudo realizado por Colombo e colaboradores (2007), em quatro hospitais de Sdo Paulo, a
espécie mais frequentemente isolada foi Candida albicans. Outro achado relevante deste
estudo foi que mais de 62% dos isolados eram de espécies nao-albicans. Assim, essas outras
especies de Candida representam um numero significativo de casos. Além disso, causam
infeccdes orais em individuos saudaveis (MOSCA et al., 2005) e possuem uma alta taxa de
prevaléncia em pacientes diabéticos (WILLIS et al., 2000).

Candida dubliniensis ¢ um patégeno emergente, constituinte da microbiota oral
humana e € isolado principalmente das cavidades orais de pacientes infectados pelo HIV
(SULLIVAN et al., 1999). Esta espécie tem sido causa de infec¢cOes superficiais e sistémicas

em pacientes imunocomprometidos e saudaveis (COLEMAN et al., 1997). Caracteriza-se por
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demonstrar suscetibilidade favoravel a classe dos antifingicos azolicos, equinocandinas
(PFALLER et al., 2011a) e também a anfotericina B (PEREA et al., 2002). C. albicans
apresenta sensibilidade ao mesmo espectro de antifingicos (MORAN et al., 1997). Pfaller e
colaboradores (1999) demonstraram que as equinocandinas sdo ativas contra cepas de C.
dubliniensis com sensibilidade reduzida ao fluconazol.

Nos ultimos anos, 0 uso crescente e indiscriminado de agentes antifingicos, resultou
no surgimento de leveduras resistentes, bem como, no aumento da recorréncia das infecgdes.
Isto dificulta a obtencdo de um tratamento efetivo, tornando necessaria, a investigacdo de
protocolos terapéuticos alternativos para a candidiase (O’RIORDAN et al., 2005; TARDIVO
et al., 2005; SOUZA et al., 2010).

A resisténcia clinica tem sido relacionada com a selecdo de cepas de Candida néo-
albicans que sdo naturalmente menos sensiveis ao fluconazol (FAN-HAVRAD et al., 1991) e
com falhas no tratamento para erradicar candidiase orofaringea. Isto leva ao surgimento de
cepas resistentes, e consequentemente ao insucesso da terapia antifangica (LACASSIN et al.,
1996). O mecanismo de resisténcia mais frequentemente encontrado é a regulacao positiva de
bombas de efluxo (MORAN et al., 1998; PEREA et al., 2002). Esse mecanismo é semelhante
para C. albicans e C. dubliniensis (MORAN et al., 1998). Apesar disso é importante
diferenciar C. albicans de C. dubliniensis, ja que a C. dubliniensis pode rapidamente tornar-se
resistente ao fluconazol e normalmente é isolada de culturas mistas com C. albicans e/ou
outras leveduras em Agar Sabouraud Dextrose (SULLIVAN et al., 1995; MORAN et al.,
1998).

Entre as novas opcOes de tratamentos com antimicdticos incluem-se as
equinocandinas; esta classe tem seu mecanismo de acdo fundamentado na inibicdo da sintese
de B-(1,3)-glucana, o que resulta no rompimento da parede celular fungica (BRIELMAIER et
al., 2008). Anidulafungina, caspofungina e micafungina sdo as trés equinocandinas
disponiveis para tratamentos. Entre os novos triazolicos, incluem-se o voriconazol e o
posaconazol, este ainda néo disponivel no brasil (DENNING, 2003).

Atualmente a interpretagdo dos testes de suscetibilidade de fungos leveduriformes
fundamentados na técnica de microdiluicio em caldo proposta pelo CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute) repousa sobre 3 documentos : M27-A3 (2008) que define as
condigdes para realizacdo dos ensaios, 0 documento M27-S3 (2008) que estabelece os
breakpoints para os principais antifingicos e o documento M27-S4 (2012) que propde 0s
novos breakpoints espécie-especificos para o fluconazol, voriconazol e as equinocandinas

para as 6 espécies do género Candida; todavia, C. dubliniensis ndo foi incluida no M27-S4
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(2012). Neste contexto, no presente estudo, a interpretacdo das CIMs de C. albicans é
definida pelo M27-S4 exceto nos testes com itraconazol que utilizou-se 0 M27-S3, uma vez
que este triazélico ndo foi incluido no M27-S4; breakpoints para o posaconazol ainda nédo
foram incluidos em nenhum destes documentos.

Neste contexto, em que o voriconazol e as equinocandinas passaram a ser de uso
rotineiro nos hospitais brasileiros, e na expectativa de avaliar a atividade do posaconazol
frente a isolados brasileiros, justifica-se o presente estudo de reavaliacdo da suscetibilidade de
Candida albicans e Candida dubliniensis spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente a
estes novos agentes. A recente publicagdo do documento CLSI M27-S4 (2012) propondo
breakpoints espécie-especifios, ndo incluiu a espécie C. dubliniensis nem os antifingicos
itraconazol e posaconazol; as dificuldades destas interpretacbes é tema atual e sdo aqui

discutidas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifingica in vitro das equinocandinas, caspofungina, anidulafungina
e micafungina, e dos azélicos, voriconazol, itraconazol e posaconazol frente a isolados de

Candida albicans sensiveis e Candida dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar, com base nas Concentragdes Inibitdérias Minimas (CIMs), a
suscetibilidade dos isolados de C. albicans sensiveis ao fluconazol, Candida
dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol frente a anidulafungina,
caspofungina e micafungina.

e Avaliar, com base nas Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs), a atividade
antifungica de voriconazol, itraconazol e posaconazol frente aos isolados de C.
albicans sensiveis ao fluconazol e C. dubliniensis sensiveis e resistentes, ao
fluconazol.

e Comparar a atividade dos triaz6licos nos isolados de C. albicans sensiveis e de
Candida dubliniensis sensiveis e resistentes, ao fluconazol

e Comparar a atividade antifingica das trés equinocandinas nos isolados de C.
albicans sensiveis e de Candida dubliniensis sensiveis e resistentes, ao fluconazol.

e Interpretar os resultados dos testes de suscetibilidade a luz dos documentos oficiais

bem como pelas propostas utilizando pontos de corte epidemioldgicos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Género Candida

O género Candida pertence ao filo Ascomycota, classe Hemiaslomycetes, ordem
Saccharomycetales e familia Candidaceae (fase anamorfica de Saccharomycetales)
(WEBSTER & WEBER, 2007), composto por mais de 200 espécies, mas poucas acometem
seres humanos (PFALLER & DIEKEMA, 2004). Mais de 95% das fungemias pelo género
Candida sdo causadas pelas espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e
C. krusei (COLOMBO et al., 2006). As espécies como C. dubliniensis, C. guilliermondii, C.
lusitaniae também acometem seres humanos causando infec¢cdes (SANDVEN et al., 2006).

As espécies de Candida passam a compor a microbiota dos seres humanos no
momento do nascimento, através do contato materno e hospitalar, habitando, a partir de entéo,
de forma comensal, as superficies mucosas dos tratos respiratdrio, gastrointestinal e vaginal
de cerca de 50% a 60% dos individuos saudaveis. No entanto, embora habitem, na maior parte
dos individuos, de forma indcua, frente a determinadas circunstancias que predisponham o
seu super-crescimento, elas podem se tornar patogénicas ao homem, causando a infecgdo
fangica, conhecida como candidiase. Por essa razdo sdo consideradas micro-organismos
oportunistas (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2000; SULLIVAN et al., 2005). Um
estudo recente verificou que mais de 40% das amostras de ambientes hospitalares séo
positivas para Candida spp. assim distribuidas: 33,4% isolados dos jalecos de profissionais,
24,5% das macanetas, 20% de interruptores, 11,1% das maos dos profissionais envolvidos na
assisténcia ao paciente, 4,4% de lencdis, 4,4% do ar ambiente, e 2,2% a partir de bandejas de
medicamentos (FERREIRA et al., 2013).

Os fungos do género Candida constituem-se em células leveduriformes, gram-positivas, e
apresentam-se como células globosas ou ovaladas com diametro de 3 a 6 um, que podem
formar brotamentos e pseudohifas. As colénias deste género evidenciam crescimento rapido a
35°C. Em agar Sabouraud dextrose estas se apresentam na cor branco-amarelada e de aspecto
cremoso (JOKLIK et al., 1995).

Estas leveduras vertem-se da forma comensal para a forma patogénica quando ha
alteracbes na imunidade do hospedeiro decorrentes de mudancas fisioldgicas caracteristicas
da infancia, envelhecimento, ou mais frequentemente, de doencas degenerativas, neoplasicas,
imunodeficiéncias congénita ou adquirida. O crescente numero de pacientes

imunocomprometidos tem determinado aumento das taxas de infec¢des fungicas por fungos
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oportunistas, em especial candidiase oral e sistémica (TRICK et al., 2002; COLOMBO et al.,
2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007).

A complexa patogenicidade das espécies do género Candida estd associada a
expressao de fatores de viruléncia como a aderéncia aos tecidos do hospedeiro, a producao de
enzimas liticas, como as proteinases e as fosfolipases, que promovem a destruicdo de
membranas celulares, a produgdo de tubo germinativo e a formacdo de biofilmes que
dificultam a atuacédo dos agentes antifungicos (TEN CATE et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

O diagnostico e a diferenciacdo das espécies de Candida sdo baseados na
micromorfologia, como a presenca de blastoconidios no exame direto e em provas
bioguimicas: assimilacdo (auxanograma) e fermentacdo (zimograma) de fontes de carbono e
nitrogénio. Entre os meios de isolamento cromogénicos tem-se 0 CHROMagar Candida™
que diferencia as espécies de Candida e também verifica a ocorréncia de espécies multiplas
em meios de isolamentos cromogénicos (ELLEPOLLA & MORRISON, 2005). Entre as
técnicas moleculares as mais utilizadas para identificacdo e diferenciacdo das espécies estdo

as que se baseiam na andlise do DNA cromossémico (CHEN et al., 2002).

3.2 Candidiases

As candidiases sdo causadas por fungos leveduriformes do género Candida. As
espécies de maior importancia sdo: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii, C. rugosa, C. krusei e C. dubliniensis. Aproximadamente 50% das candidiases
sdo causadas por C. albicans e a outra metade envolvem as demais espécies (HAYNES,
2001).

As infeccdes pelas espécies de Candida podem se manifestar de formas brandas ou
graves. Manifestaces mais leves atingem a superficie cutanea ou membranas mucosas,
caracterizada por manchas brancas na boca, vulvovaginites com prurido e corrimento, forma
ungueal e periungueal (com perda ou espessamento da unha), intertriginosa e paroniquia. As
formas sistémicas sdo infecgdes graves como septicemia, meningite, endocardite, pneumonias
e lesdo ulcerativa do esdfago (LACAZ et al., 2002).

Candidiases emergiram como um problema meédico significante ao término do século
XX, pela prevaléncia das infec¢bes oportunistas em pacientes infectados pelo virus HIV e
outros estados de imunossupressao (GROLL et al., 1998; SIDRIM & ROCHA, 2004).
Segundo Castro e colaboradores (2010), a prevaléncia da candidiase pode ser um importante

marcador da progressdo desta doenca, e muitas vezes, um fator preditivo para o aumento da
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imunossupressdo em pacientes HIV positivos. Visto que, cerca de 90% dos individuos
infectados pelo virus HIV, apresentam, em algum estagio da doenga, manifestacGes clinicas
relacionadas a candidiase (BASMA et al., 2008).

Com o0 aumento de pacientes imunocomprometidos constatou-se o crescimento da
incidéncia de candidiase oral que é a porta de entrada para complica¢des das candidiases do
tipo orofaringeas, esofégicas, laringeas e sistémicas (SANCHEZ-VARGAS et al., 2002). Nos
anos 1990 C. dubliniensis era isolada da cavidade oral de até 30% de pacientes HIV positivos
e com candidiase oral (COLEMAN et al., 1997). Essa espécie ainda continua sendo bastante
isolada de infeccOes orofaringeas em pacientes HIV positivos, apesar disso, o isolamento
desta levedura de diferentes espécimes clinicos tem sugerido um potencial patogénico dessa
espécie mesmo em pacientes HIV negativos (NONAKA et al., 2008). Em um estudo realizado
por Khan e colaboradores (2012) em diferentes hospitais do Kuwait, foi observada uma
prevaléncia desta espécie em 67,1% das amostras respiratorias, 11,7% na cavidade oral, 9,2%
na urina, 3,8% em hemocultivos, 2,7% em amostras da mucosa vaginal e 6% em outros sitios
anatoémicos.

Em relacdo a candidiase vulvovaginal, cerca de 75% das mulheres em idade fértil
apresentaram, pelo menos, um episodio deste tipo de candidiase durante a vida, das quais 5%
tornou-se recorrente (CARDONA-CASTRO et al.,, 2002). A candidiase vulvovaginal é
considerada recorrente quando quatro episodios especificos ou trés episddios ndo relacionados
a antibioticoterapia ocorrem no intervalo de um ano (BIGGS & WILLIANS, 2006;
WORKOWSKI & BERMAN, 2006).

Quando a infeccdo por Candida spp. atinge a corrente sanguinea é chamada de
candidemia. Em individuos normais e saudaveis, a prote¢do adequada contra tais infeccoes é
proporcionada pela acdo de neutrdfilos. Assim, a candidemia pode ser desenvolvida em
pacientes que possuem baixo numero de neutrdfilos, como resultado de certas disfuncdes
hematoldgicas ou terapia imunossupressora. Além disso, a candidemia pode levar a
colonizagdo dos 6rgdos internos, uma condi¢do conhecida como candidiase disseminada.
Diante do exposto, candidemia e candidiase disseminada s&o condi¢gbes médicas
extremamente graves, sendo que a mortalidade depende da causa exata e dos fatores de risco
subjacentes (PFALLER et al., 1998; KIBBLER et al., 2003). A candidemia é observada em
pacientes hospitalizados submetidos a terapias antimicrobianas por longo periodo de tempo, a
procedimentos invasivos ou a terapia imunossupressora (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Cerca de 80% das infeccdes fungicas em hospitais terciarios sao causadas pelo género

Candida e representam um desafio aos clinicos pela dificuldade de diagnostico e terapia, além
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disso, hd um alto custo com o tratamento e altas taxas de mortalidade (COLOMBO &
GUIMARAES, 2003; COLOMBO et al., 2006).

Numerosos fatores contribuem para as infecgdes por Candida spp., dentre os quais
podemos destacar: o rompimento das barreiras cutanea e mucosa, disfuncdo dos neutrofilos,
defeito na imunidade mediada por células, desordens metabolicas, exposicdo direta aos
fungos, extremos de idade (recém-nascidos e idosos), desnutricdo aguda, tratamento longo
com antimicrobianos, quimioterapia, transplantes, resisténcia a antiflngicos, dentre outros
(PFALLER & DIEKEMA, 2007). O desenvolvimento de candidiase depende de um equilibrio
delicado entre os fungos e o estado imunoldgico do hospedeiro, que determina a relagdo
comensal ou parasitaria (MISHRA et al., 2007).

3.3 Candida albicans

A espécie Candida albicans reside normalmente de forma comensal na cavidade oral,
trato respiratorio, trato intestinal e a cavidade vaginal de seres humanos e animais
(GOZALBO et al., 2004), sua presenca ndo constitui em indicativo de existéncia de processo
patologico (GIANNINI & SHETTY, 2011).

A patogenicidade de C. albicans depende, além do estado imunol6gico do hospedeiro,
de um complexo conjunto de fatores de viruléncia (NAGLIK et al., 2003). E geralmente
aceito que o dimorfismo (a capacidade de crescer tanto como levedura, como na forma
filamentosa) seja uma importante caracteristica de viruléncia e que seja co-regulado com
outros fatores de viruléncia associados com a morfologia celular (BROWN & GOW, 1999;
SULLIVAN et al., 2005).

Ao contrario da maior parte das espéecies do seu género, Candida albicans é um
microrganismo polimérfico dotado da capacidade de associar as propriedades dispersivas da
forma comensal, as propriedades invasivas da forma parasitaria micelial, obtendo assim,
relativo sucesso na colonizagdo das superficies do hospedeiro (GIANNINI & SHETTY,
2011). Um dos principais fatores que contribuem para a viruléncia de Candida spp. é a sua
flexibilidade em adaptar-se a uma variedade de diferentes ambientes e de fixar-se a superficie
e crescer em comunidades microbianas conhecidas como biofilmes (COSTERTON, 1995;
TEN CATE et al., 2009). Os biofilmes s&o definidos como comunidades microbianas
incorporados numa matriz de substancias poliméricas extracelulares (COSTERTON, 1995).
Alguns pesquisadores sugerem vantagens ecoldgicas na formacdo de um biofilme, que

incluem protecdo do meio ambiente, disponibilidade de nutrientes, cooperacdo metabdlica e
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aquisicdo de novos tracos genéticos (DOUGLAS, 2003). Alem de impedir a agdo do sistema
imunolégico e de ser menos sensiveis aos antifingicos (JABRA-RIZK et al., 2004).

Diversos estudos relataram que os biofilmes formados por C. albicans sdo resistentes a
maioria dos antifingicos comumente utilizados (LEWIS & KONTOYIANNIS, 2001;
LEONHARD et al., 2010; TOBUDIC et al.,, 2012). Shinde e colaboradores (2012)
observaram que o biofilme formado por C. albicans demonstrou-se completamente resistente
aos antifngicos azélicos.

Outros fatores de viruléncia sdo comumente citados na literatura, tais como as
proteinas adesinas, um dos genes que as codificam é o Hwpl, essas proteinas sao expressas
somente na forma de hifas e atuam como substrato para as enzimas transglutaminases do
hospedeiro, resultando assim, em uma forte ligacdo entre o fungo e a célula do hospedeiro
(STAAB et al., 1999). E ha também as proteinas da sequéncia de aglutinina semelhante (Alsp)
que mediam a aderéncia as células do hospedeiro (HOYER, 2001). A resisténcia a atividade
fungicida dos neutréfilos, tem sido demonstrada e se deve aos genes que codificam proteinas
da superficie celular que sdo especificos da forma de hifas, tal como Hyrl (BALEY et al.,
1996). Além disso, tem-se as proteinas de degradacdo, aspartil proteinases (Saps) e
fosfolipases, que sdo importantes fator de viruléncia (NAGLIK et al., 2003; NIEWERTH &
KORTING, 2001), SAP 5 e 6 sdo especificas para hifas (MORAN et al., 2004). C. albicans
produz hemolisinas, as quais estdo associadas com a viruléncia, pois permitem que estas
capturem ions ferro a partir da hemoglobina (MANNS et al., 1994). Estudos mostraram que
este ion pode estar relacionado com o estabelecimento e disseminacdo da infeccdo (BULLEN,
1981; FRANCA et al., 2011).

A respeito do perfil de suscetibilidade, isolados de C. albicans geralmente mostram-se
mais sensiveis aos agentes antifingicos utilizados no tratamento das candidemias, como
anfotericina B e fluconazol, em comparacgdo as demais espécies de Candida spp. (FERREIRA
et al., 2013; FLOREZ et al., 2009). Muitos estudos demonstram a suscetibilidade de C.
albicans fluconazol-sensivel a classe de agentes antifingicos triazélicos e equinocandinas
(JACOBSEN et al., 2007; AXNER-ELINGS et al., 2011, MOKADDAS et al., 2011;
PFALLER et al, 2011a). Ferreira e colaboradores (2013) verificaram que 100% dos isolados
de C. albicans obtidos de amostras hospitalares eram sensiveis a anfotericina B e ao
fluconazol. Em isolados de infec¢Ges sanguineas nos Estados Unidos, Canada, América
Latina e Europa, foi observado que C. albicans é altamente suscetivel ao fluconazol,
voriconazol e ravuconazol (PFALLER et al., 2001). Além disso, posaconazol, ravuconazol e

voriconazol sdo altamente ativos contra todas as espécies de Candida (PFALLER et al.,
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2002c). No entanto, isolados de amostras a partir de infecgfes hospitalares possuem CIMs
superiores para o fluconazol. Em um estudo realizado por Kuriyama e colaboradores (2005)
foi demonstrado que somente 0,3% dos isolados de C. albicans foram resistentes ao
fluconazol. As equinocandinas possuem potente atividade contra C. albicans (PFALLER et
al., 2011b; GARCIA-AGUDO et al., 2012), observou-se, nos isolados obtidos de varias partes
do mundo que 99,9% dos isolados de C. albicans eram sensiveis a caspofungina (PFALLER
et al., 2006a) e que isolados de C. albicans fluconazol-resistente séo sensiveis a micafungina
(SUN et al., 2013) e a anidulafungina (PFALLER et al., 2008b). Além disso, anidulafungina é
ativa contra biofilmes de Candida (PEMAN et al., 2008). Mattei (2013) constatou que C.

albicans é mais sensivel a anidulafungina do que ao fluconazol e anfotericina B.

3.4 Candida dubliniensis

Em 1995, na Irlanda, Sullivan e colaboradores, identificaram uma nova espécie de
Candida em casos de candidiase oral em individuos infectados pelo virus HIV nomeando-a
como C. dubliniensis. Esta espécie possui muitas caracteristicas morfologicas e fisiologicas
semelhantes as de C. albicans. No Brasil, o primeiro relato de caso de Candida dubliniensis
foi feito por Milan e colaboradores (1999) e no Rio Grande do Sul, Alves e colaboradores
(2001) relataram os trés primeiros casos de C. dubliniensis.

A espécie Candida dubliniensis € habitante normal da microbiota oral dos individuos e
passou a ser ressaltada como espécie emergente em pacientes imunocomprometidos, com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e pela consequente pressdo seletiva das
terapias antifungicas (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2000; SULLIVAN et al., 2005)

Embora C. dubliniensis tenha sido inicialmente isolada a partir da cavidade oral,
varios estudos reportam o isolamento dessa espécie em outros locais, tais como sangue,
sistema nervoso central, vagina, urina, pele, em fezes de pacientes HIV negativos e positivos
e no trato respiratorio (ODDS et al., 1998; PINJON et al., 1998, FOTEDAR & AL-
HEDAITHY, 2003; BOSCO-BORGEAT et al., 2011; MOKADDAS et al., 2011).

Com a grande disponibilidade de testes diagnosticos que podem diferenciar com
precisdo este patdégeno de Candida albicans, observou-se o aumento dos relatos de casos de
doencga sistémica causadas por Candida dubliniensis (SEBTI et al., 2001). Estudos
epidemiolégicos relatam que a prevaléncia de C. dubliniensis na cavidade oral de pacientes
HIV positivos varia de 1,5% a 32% (PONTON et al., 2000; FAGGI et al., 2005; TEKELI et

al., 2005). No estudo realizado por Ellepola e colaboradores (2011) C. dubliniensis foi a



22

segunda espécie mais isolada com uma taxa de 14,3%. Além disso, elevadas taxas de
prevaléncia de C. dubliniensis foram detectadas em pacientes diabéticos (WILLIS et al.,
2000), com fibrose cistica (PELTROCHE-LIACSAHUANGA et al., 2002), e com cancer em
uma taxa de 4,9% (MOKADDAS et al., 2011). Casos de candidemia e infeccdes sistémicas
causados por C. dubliniensis tém sido relatados na literatura (BRANDT et al., 2000; SEBTI et
al.,, 2001; FOTEDAR & AL- HEDAITHY, 2003; VAN HAL et al., 2008;). Um estudo
observou que a prevaléncia de isolados de C. dubliniensis a partir de amostras sanguineas
aumentou 0,4% entre 2002-2004 e 2% entre 2008-2012 (KHAN et al., 2012). Em um estudo
da Arabia Saudita, a prevaléncia geral de C. dubliniensis foi de 3,3% entre 823 leveduras
isoladas a partir de espécimes clinicos (FOTEDAR & AL- HEDAITHY, 2003).

Em um estudo realizado em Madrid, C. dubliniensis foi isolada de quatro amostras
respiratorias provenientes de pacientes adultos sem co-infeccdo pelo virus HIV entre 129
amostras clinicas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2011). Entre a populagio ndo infectada pelo
virus HIV, essa espécie foi também isolada em estudos realizados com irlandeses (PONTON
et al., 2000), sul-africanos (BLIGNAUT et al., 2003), argentinos (JEWTUCHOWICZ et al.,
2008) e chineses (GE et al., 2011), todos a partir da cavidade bucal. Dessa maneira, ficou
demonstrado que C. dubliniensis é amplamente distribuida em popula¢des ndo infectadas pelo
virus HIV em todo o mundo. Em candidemias, em pacientes ndo infectados pelo HIV, Jabra-
Rizk e colaboradores (2005) em Baltimore isolaram C. dubliniensis de hemoculturas.

A estreita relacdo fenotipica e genotipica entre C. dubliniensis e C. albicans pode ter
levado a uma incorreta identificacdo da maioria dos isolados de C. dubliniensis, pois ambas as
espécies produzem tubos germinativos, clamidoconidios e possuem padrdes bioquimicos
similares (SULLIVAN et al., 1995). Por essas razdes, ¢ provavel que a prevaléncia da C.
dubliniensis possa ter sido subestimada em alguns estudos (JABRA-RIZK et al., 2005;
SULLIVAN et al., 2005).

Candida dubliniensis € uma levedura dimdrfica que consiste de blastoconideos
ovoides ou esféricos, cresce como colonias redondas convexas de cor creme em agar
Sabouraud dextrose, e col6nias de cor branca em agar batata. Além disso, produz pseudohifas
em &gar extrato de arroz ou agar farinha de milho com Tween 80 a 25-27 °C, apds 48-72 h de
incubagdo. Assim como C. albicans, C. dubliniensis emite tubo germinativo em soro humano
apos 2h de incubacéo a 37 °C em banho-maria (SULLIVAN et al., 1995).

Candida dubliniensis pode ser facilmente diferenciada de C. albicans por sua
producdo de hifas e pseudohifas e abundante producdo de clamiddsporos, no agar suco de
tomate (ALVES et al., 2006), gar extrato de alecrim e agar extrato de orégano (LORETO et
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al., 2008), pela incapacidade ou crescimento limitado em temperaturas de 42-45°C (PINJON
et al., 1998; SULLIVAN et al., 1995) e pela incapacidade de crescer em caldo Sabouraud
hipertonico (ALVES et al., 2002), fato que pode ser devido a bomba de efluxo de soédio que
ndo responde positivamente a presenca de sal em C. dubliniensis (MORAN et al., 2012). No
agar Staib, C. dubliniensis evidencia abundante crescimento de pseudohifas e hifas, enquanto
C. albicans apresenta-se quase que exclusivamente com blastoconidios (STAIB &
MORSCHHAUSER, 1999). No entanto, os testes mais eficientes para identificar e diferenciar
isolados de C. dubliniensis ainda sdo os que se baseiam em métodos moleculares, como a
PCR (JABRA-RIZK et al., 2005, MAHNR et al., 2005). Jewtuchowicz et al. (2008)
compararam métodos fenotipicos para identificar presuntivamente C. dubliniensis e
observaram que a micromorfologia em agar Staib foi 0 método mais concordante com o0s
resultados de PCR.

Quanto a viruléncia, a expressédo de enzimas de degradacdo, como aspartil proteinases
(SAPs) e fosfolipases sdo importantes fatores implicados na patogenicidade de C. albicans.
Analises do genoma de C. dubliniensis demonstram que esta codifica uma gama semelhante
de genes SAP como os da C. albicans (MORAN et al., 2004). Em contrapartida, alguns
autores sugerem que a expressao dessas enzimas € menor em C. dubliniensis do que em C.
albicans (HANNULAet al., 2000; FOTEDAR & AL- HEDAITHY, 2005). Um subconjunto
da familia SAP (SAP 4, 5 e 6) estd associado com formas de crescimento hifal em C.
albicans, mas apenas uma sequéncia desses genes (CdSAP4) tem sido encontrado em C.
dubliniensis. A falta de expressdo dos outros genes em C. dubliniensis pode justificar sua
incapacidade de suas hifas penetrarem nos tecidos do hospedeiro, adquirirem nutrientes, ou
ainda se defenderem dos macrofagos, concorrendo para explicar sua menor prevaléncia na
microbiota humana (SULLIVAN et al., 2005). Além disso, varios genes que codificam
adesinas em C. albicans tem sido identificados em C. dubliniensis como Hwpl. Entretanto,
esse gene homologo em C. dubliniensis é divergente do gene de C. albicans (MORAN et al.,
2004).

C. dubliniensis, ao contrario de C. albicans é hidrofébica a 25 e 37 © C; esta
hidrofobicidade desempenha papel importante nas interagdes hidrofébicas que fortalecem a
aderéncia das células fungicas as superficies diversas (JABRA-RIZK et al., 2001). A incluséo
de fluconazol aos meios utilizados resultaram em aumento da aderéncia de C. dubliniensis as
células do meio; isto pode explicar as maiores taxas de isolamento desta espécie em pacientes
infectados pelo HIV, os quais recebem prolongados tratamento com fluconazol (ZEPELIN et
al., 2002).
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A capacidade que C. albicans possui de crescer nas formas leveduriforme e
filamentosa € um importante fator de viruléncia, pois, as hifas desempenham um papel
importante na adesdo, invasdo e formacéo de biofilme (FINKEL & MITCHELL, 2011). C.
dubliniensis possui a capacidade de produzir hifas, mas ha evidéncias de que a dinamica, as
vias de morfogénese e 0s sinais e vias envolvidos na inducdo de hifas, podem ser diferente nas
duas espécies (SULLIVAN et al., 2005). C. albicans € mais eficiente na producdo de hifas
(GILFILAN et al., 1998), pois exibe aumentada expressdo de genes especificos de hifas, tais
como Hwpl, Hyrl e Als3. Todas estas diferencas sugerem que estas duas espécies,
estreitamente relacionadas, se diferenciam na viruléncia pela formacéo e expresséo de hifas
(MORAN et al,, 2012). Na formagdo de biofilmes, C. dubliniensis evidencia menor
capacidade do que C. albicans (VILLAR-VIDAL et al., 2011; PANNANUSORN et al.,
2013).

Similarmente as pequenas diferencas fenotipicas e genotipicas entre C. albicans e C.
dubliniensis os perfis de suscetibilidade aos antifingicos assim se apresentam. C. dubliniensis
também € primariamente sensivel a anfotericina B, anidulafungina, micafungina,
caspofungina, posaconazol, voriconazol, itraconazol, fluconazol e 5-fluorocitosina (BOSCO-
BORGEAT et al., 2011; ELLEPOLA et al., 2011; GARCIA-GOANZALEZ et al., 2011; GE
et al.,, 2011). C. dubliniensis demonstra-se suscetivel as classes de agentes antifungicos
triazolicos e equinocandinas (AXNER-ELINGS et al., 2011; PFALLER et al., 2011b;). No
Kuwait foi observado que todos os isolados de C. dubliniensis estudados foram suscetiveis ao
voriconazol e anfotericina B (KHAN et al., 2012). Estudos evidenciaram a sensibilidade ao
fluconazol (MOKADDAS et al., 2011) e ao itraconazol (PFALLER et al., 1999) em 100%
dos isolados de C. dubliniensis. Voriconazol, ravuconazol e caspofungina demonstraram boa
atividade contra essa espécie em 99% dos isolados (PFALLER et al., 1999). No entanto, ha
estudos que relatam a resisténcia dessa levedura ao fluconazol e ao voriconazol
(JEWTUCHOWICZ et al., 2008; BOSCO-BORGEAT et al., 2011).

Ao descrever pela primeira vez a resisténcia ao fluconazol em isolados de C.
dubliniensis, Moran e colaboradores (1997) mostraram que se poderia rapidamente obter
cepas resistentes ao fluconazol a partir das cepas sensiveis apds exposi¢Oes in vitro aos
azélicos. C. dubliniensis adquire rapidamente resisténcia ao fluconazol tanto in vitro como in
vivo, 0 que leva a necessidade de explorar sua epidemiologia (MORAN et al., 1997; MORAN
et al., 1998). Scheid e colaboradores (2012) confirmaram a capacidade de C. dubliniensis
tornar-se resistente in vitro ao fluconazol e demonstraram que ha resisténcia cruzada com

cetoconazol, itraconazol, terbinafina e ravuconazol.
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Alguns autores sugerem que ocorra um aumento da viruléncia com a resisténcia ao
fluconazol, pois as cepas resistentes demonstraram maior aderéncia as células epiteliais e um
aumento da secrecdo de proteases (ZEPELIN et al., 2002). Assim, é possivel que a terapia
com fluconazol poderia ser um dos fatores que exerceriam pressao seletiva favorecendo o
crescimento de C. dubliniensis em algumas condicdes presentes na cavidade oral (MORAN et
al., 2004).

Pacientes HIV positivos inicialmente colonizados com C. albicans tratados com
fluconazol que ndo desenvolveram resisténcia a este tiveram uma substituicdo da colonizagédo
por C. dubliniensis, e algumas dessas cepas mostraram resisténcia ao fluconazol (MARTINEZ
et al., 2002). Estudos sugerem que C. dubliniensis torna-se resistente ao fluconazol durante o
curso do tratamento, tornando-se um agente patogénico relativamente mais resistentes e mais
dificil de responder aos tratamentos antifingicos (MORAN et al., 1997; KIRKPATRIC et al.,
1998; PEREA et al., 2002). Perea e colaboradores (2002) verificaram uma diminuicdo da
suscetibilidade de isolados de C. dubliniensis fluconazol-resistentes para voriconazol,

itraconazol, ravuconazol e posaconazol, mas mantiveram-se ativas.

3.5 Resisténcia no género Candida

A resisténcia antifungica é definida como a falha de um agente antifingico na
obtencdo da cura de processos infecciosos (SANGLARD, 1998). Resisténcia priméaria ou
intrinseca ocorre quando o micro-organismo ndo € suscetivel ao farmaco sem prévia
exposicdo. Enquanto que resisténcia secundaria ou adquirida desenvolve-se durante ou apos o
tratamento com agentes antifungicos (SOBEL & AKINS, 2009; PFALLER, 2012). A
resisténcia antifungica pode depender de fatores relacionados ao medicamento, como a forma
de administracdo e perfil farmacocinético, e/ou ao hospedeiro, mais especificamente, ao
estado imunoldgico que, em situacBes de comprometimento, torna-se mais suscetivel a
colonizagdo dos micro-organismos patogénicos (PFALLER, 2012). Nas ultimas décadas,
pode-se observar um aumento da taxa de resisténcia aos agentes antifngicos, principalmente,
associado ao uso recorrente de agentes azdlicos no tratamento de pacientes
imunocomprometidos (SANGLARD, 2003; JABRA-RIZK et al., 2004).

Kanafani & Perfect (2008) descreveram quatro mecanismos de resisténcia aos azélicos
em espécies de Candida, e mais de um pode estar associado com um determinado isolado
resistente. Esses mecanismos podem ter efeitos aditivos ou causar resisténcia cruzada entre 0s
antifangicos desta classe (PFALLER, 2012).
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A inducdo de bombas de efluxo leva a diminui¢do da concentracdo de farmaco dentro
da célula fungica e € o primeiro mecanismo associado com sensibilidade diminuida ou
resisténcia de Candida spp. a antifingicos azdlicos. A regulacdo positiva de bombas de efluxo
codificadas por genes MDR ou CDR tem sido associada com a resisténcia aos azélicos em
Candida dubliniensis (CdMDR1, CdCDR1). A indugédo das bombas de efluxo codificadas
por genes CDR tende a afetar a acdo de todos os azdlicos. Este mecanismo €, muitas vezes,
suficiente para a resisténcia per si, em certas espécies. Ja as bombas de efluxo codificadas por
genes MDR sdo normalmente seletivas para o fluconazol (PFALLER, 2012). Em C.
dubliniensis um grande numero de isolados parece ter o gene CdCDR1 defeituoso
(SULLIVAN et al., 2004). Outros achados mostram que a resisténcia de C. dubliniensis ao
fluconazol esta associada a uma alta regulacdo de CAMDR1 (MORAN et al., 1998; PEREA et
al., 2002). A delecdo do gene CAMDR 1 em isolados de C. dubliniensis resistentes ao
fluconazol, tornou esses isolados sensiveis a este farmaco (WIRSCHING et al., 2001). Os
antifungicos azolicos atuam inibindo enzima lanosterol 14-a-esterol-demetilase, que é
codificada pelo gene ERG11 (GHANNOUM & RICE, 1999). A superexpressdo desse gene é
observada em isolados menos sensiveis aos azdlicos. Com essa superexpressao do gene
ERG11, tem-se 0 aumento da concentracdo de enzima, consequentemente o aumento de
ergosterol na célula fangica, que esta associado a menor sensibilidade aos azélicos (PEREA et
al., 2002; PINJON et al., 2003). O dltimo mecanismo descrito de resisténcia envolve o
desenvolvimento de desvios de percurso que anulam os efeitos do antifingico. Este
mecanismo tem sido associado com a mutacdo do gene ERG3 em certas cepas de Candida
spp. (PFALLER, 2012). Pinjon e colaboradores. (2003) observaram que cepas de C.
dubliniensis apds exposicdes ao itraconazol, sofrem mutacdes com perda funcional do gene
ERG3, desta maneira, deixando de acumular o metabdlito toxico 14a-metil-3,6-diol, o qual é
acumulado no tratamento com azolicos.

Na Dinamarca, evidenciou-se aumento significativo na taxa de isolados de Candida
spp. menos sensiveis ao fluconazol, com 20,3% em 2004, 28,1% em 2005, 35,3% em 2006,
32,1% em 2007, 27,5% em 2008 e 31,1% em 2009 (ARENDRUP et al., 2011). Ao longo de
varios anos, milhares de amostras de infecgdes sanguineas obtidas aleatoriamente em todo o
mundo foram testadas e foi observado que a taxa de C. albicans resistente ao fluconazol
permaneceu <5% (PFALLER et al., 2002c; HAJJEH et al., 2004; PFALLER & DIEKEMA,
2007; PFALLER et al., 2013). Dados recentes mostram que na Dinamarca (ARENDRUP et
al., 2011) e no Rio Grande do Sul a taxa de C. albicans resistente ao fluconazol foi de 0,6%
(MATTEI, 2013). No entanto, ja foi relatado indice de 9% de isolados de C. albicans
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resistente ao fluconazol nos Estados Unidos (EUA) (ANTONIADOU et al., 2003). Em Santa
Maria, Rio Grande do Sul, foram observados 2,2% de isolados de C.albicans resistentes ao
itraconazol (SANTQOS, 2012).

Em C. dubliniensis foi observada resisténcia ao fluconazol em 7% dos isolados na
Irlanda, nesse estudo ndo foi observada resisténcia cruzada com itraconazol, voriconazol e
ravuconazol, (PFALLER et al., 1999); na Dinamarca a taxa de resisténcia foi de 3,1%
(ARENDRUP et al., 2011) e no Kuwait foi de 2,5%, 7 dos quais ocorreu entre 2008-2010
(KHAN et al., 2012). Pfaller e colaboradores (2001), observaram em isolados de C. albicans,
obtidos dos Estados Unidos, Canada, América Latina e Europa, resisténcia cruzada de
fluconazol e itraconazol com ravuconazol e voriconazol. No Brasil, foi observada resisténcia
cruzada em isolados de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol com cetoconazol,
itraconazol, terbinafina e ravuconazol (SCHEID et al., 2012). Em um estudo multicéntrico foi
observada resisténcia cruzada entre os triazolicos em 2% dos isolados de C. dubliniensis
(PFALLER et al., 2013).

Krcmery & Barnes (2002), realizaram uma revisdo sobre resisténcia e patogenicidade
no género ndo-albicans e observaram que 10-25% dos isolados de C. lusitaniae eram
resistentes ao fluconazol. Além disso, tambeém observaram resisténcia a anfotericina B em
uma pequena proporgdo, 5-20 % em C. lusitaniae e C. rugosa e de 5-10 % de C.
guilliermondii. Na especie C. glabrata, 17,4% dos isolados demonstraram resisténcia a
anfotericina B, e resisténcia ao fluconazol foi observada em 5 a 9% dos isolados de pacientes
com mais de 16 anos (PFALLER et al., 2002c) e 10-15% dos isolados sanguineos (PFALLER
et al., 2002 c; PFALLER et al., 2004). Em uma revisdo sobre a resisténcia nesta espécie,
observou-se que 35% dos isolados de C. glabrata eram resistentes ao fluconazol (KCRMERY
& BARNES, 2002). Na Espanha, 3,7% dos isolados de C. glabrata eram resistentes ao
fluconazol e 18,5% resistentes ao itraconazol (FLOREZ et al., 2009). Enquanto que, no
Brasil, foi relatada taxa de 5,2% de isolados fluconazol-resistentes, 26,3% de isolados
resistentes ao itraconazol e 10,5% resistentes ao voriconazol (SANTOS, 2012). C. glabrata
normalmente ndo é intrinsicamente resistente aos azo6licos, mas possui habilidade de
rapidamente adquirir resisténcia, tanto in vitro quanto in vivo, durante a exposi¢do a estes
antifangicos (BENNETT et al., 2004; BORST et al., 2005).

C. glabrata possui reduzida sensibilidade ao fluconazol e C. tropicalis as
equinocandinas, devido a essa diferenga nos padrdes de suscetibilidade, os tratamentos
antifungicos priméarios devem ser ajustados a epidemiologia local (ARENDRUP et al., 2011).

O fato de C. glabrata ser mais comum no hemisfério norte e C. tropicalis em partes do
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hemisfério sul, € de grande relevancia (ARENDRUP, 2010). Na Andalusia, Espanha, foi
observado 3,3% de isolados de C. tropicalis resistentes ao fluconazol e ao itraconazol
(FLOREZ et al., 2009). Enquanto que na Dinamarca, observou-se 6,7% de isolados resistentes
ao fluconazol (ARENDRUP et al., 2011). No entanto, ao ser feita uma revisao sobre o tema,
essa taxa de resisténcia ao fluconazol aumentou para 10-25% (KCRMERY & BARNES,
2002). No Rio Grande do sul a taxa resisténcia de C. tropicalis ao itraconazol foi de 2,3%
(SANTOS, 2012). Além disso, em um periodo de tempo (2005-2009) foi evidenciada reducao
da sensibilidade dessa espécie a anfotericina B (SANTOS, 2012).

Pfaller e colaboradores (2013), observaram taxa de 2,1% de C. parapsilosis resistentes
ao fluconazol em um estudo avaliava isolados obtidos de varias partes do mundo. Na Europa
a incidéncia de C. parapsilosis resistente ao fluconazol também é baixa. Em estudo realizado
em Portugal, 0,6% dos isolados eram resistentes ao fluconazol, um Unico isolado foi resistente
ao voriconazol e ao posaconazol e dois isolados resistentes a anfotericina B (SILVA et al.,
2009). No mesmo local, foi realizado outro estudo que mostrou um aumento do nivel de
resisténcia de C. parapsilosis depois de exposicdo a azlis, com exce¢do do posaconazol.
(PINTO & SILVA et al., 2009). Além disso, ja foi observada reducdo da sensibilidade a
anfotericina B nesta espécie (SANTOS, 2012).

A resisténcia intrinseca ao fluconazol em C. krusei € bem conhecida e deve-se, em
parte, pela reduzida habilidade dos azolicos inibir a enzima 14a-lanosterol demetilase dessa
espécie (MARICHAL & VANDEN BOSSCHE, 1995; OROZCO et al., 1998). Krcmery &
Barnes (2002), observaram que 75 % dos isolados de C. krusei eram inerentemente ou
secundariamente resistentes ao fluconazol. Além disso, também observaram resisténcia a
anfotericina B em 10-15% nos isolados de C. krusei. No entanto, j& se tem relatos de uma
maior taxa de resisténcia a anfotericina B nessa espécie, 27,8% dos isolados (PFALLER et al.,
2002c), e ao fluconazol, 100% dos isolados. Além disso, 14,3% dos isolados de C. krusei
demonstraram resisténcia ao itraconazol (FLOREZ et al., 2009). No Rio Grande do Sul a taxa
de resisténcia ao fluconazol foi de 100% e para itraconazol 20% (SANTOS, 2012).

A falha clinica devido a isolados de Candida resistentes as equinocandinas é rara, mas
h& relatos de resisténcia adquirida apds exposi¢do aos antifungicos desta classe (PARK et al.,
2005). Em isolados de C. albicans menos suscetiveis a caspofungina, foram identificadas
mutacdes pontuais no gene FKS1, gene que codifica a enzima 1,3-BD-glucana-sintase (PARK
et al, 2005; BAIXENCH et al, 2007; PERLIM, 2007). O mesmo foi observado em isolados
resistentes a micafungina (PFALLER et al, 2013). Isolados de Candida spp. com mutacéo

FKS1 que expressaram resisténcia a caspofungina, também evidenciaram resisténcia cruzada
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com micafungina e anidulafungina (PERLIN et al., 2007). No entanto, j& se tem relato de C.
krusei resistente as equinocandinas (HAKKI et al, 2006) e C. parapsilosis resistente a
anidulafungina, sem alteracdo no gene FKS (PFALLER et al., 2013). Sequenciamento do
gene FKS1 de Aspergillus fumigatus resistente a caspofungina ndo revelou mutacdo no gene,
no entanto, mostrou uma maior expressao FKS1 (3,09 vezes em média) do que nos isolados
wild-type (ARENDRUP et al., 2008).

Até o presente momento, ha poucas hipéteses que propde mecanismos de resisténcia
as equinocandinas que nao sdo mediados por FKS1. Entre essas estdo a superexpressao de
CDR1 e CDR2 (SCHUETZER-MUEHLBAUER et al., 2003); superexpressdo de SBE2, que
codifica uma proteina Golgi envolvida no transporte de componentes pela parede celular
(OSHEROV et al., 2002); alteracdo no fluxo do farmaco (PADERU et al., 2004); inducéo de
respostas ao estresse celular mediadas por Hsp90 (SARKAR et al., 2014), esse possui um
importante papel na mediacdo da resisténcia fungica, na tolerancia as equinocandinas e
potencializa a resisténcia aos azois em C. albicans (SINGH et al., 2009); e mutagdes no gene
ECM33 (afuEcm33), gene que codifica importantes proteinas da parede celular fangica
(ROMANO et al., 2006).

Em estudo realizado por Pfaller e colaboradores (2006a) com 8.197 isolados clinicos
de Candida spp. obtidos de multicentros no periodo entre 2001 a 2004, foi observada reducéo
da suscetibilidade a caspofungina em 0,14% de C. parapsilosis, 0,07% de C. guilliermondii,
0,02% de C. rugosa, 0,01% de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae e C.
tropicalis. Também ja se tem relato de um isolado de C. dubliniensis resistente a
caspofungina (ARENDRUP et al., 2011).

Na avaliacdo de isolados clinicos obtidos a partir de 98 laboratérios em 34 paises foi
observado que 0,02% dos isolados de C. albicans eram resistentes a anidulafungina e sensivel
dose dependente a caspofungina e micafungina, 0,2% eram resistentes a caspofungina e 0,1%
eram resistentes a micafungina. No mesmo estudo, dois isolado resistentes a caspofungina
tambem eram resistentes a micafungina (PFALLER et al., 2013). Axner-Elings e
colaboradores (2011) na Suécia, observaram, através do método Etest, que um em cada dois
isolados de C. guilliermondi era resistente a anidulafungina. Além disso, estudo realizado na
Dinamarca também relatou resisténcia de C. guilliermondii a anidulafungina (ARENDRUP et
al., 2011).

Isolado de C. tropicalis ja foi classificado como sensivel dose dependente a
micafungina (CIM 0,5 pg / mL) e resistente a anidulafungina e caspofungina (CIM >1
pg/mL), com mutacdo FKS1 (AXNER-ELINGS et al., 2011). Em Portugal, relatou-se que
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38% dos isolados de C. parapsilosis ndo eram sensiveis a caspofungina e 29% nao sensiveis a
anidulafungina (SILVA et al., 2009). Enquanto que na Suécia, 11,1% dos isolados eram
resistentes a anidulafungina (AXNER-ELINGS et al., 2011).

Nos Estados Unidos, ja se tem relato de isolados sanguineos de C. parapsilosis
inicialmente suscetiveis ao fluconazol, voriconazol, caspofungina, anidulafungina,
anfotericina B e resistentes a micafungina. E que apds tratamento com caspofungina e
fluconazol, os isolados passaram a ser resistentes ao fluconazol, voriconazol, caspofungina e
micafungina, mas permaneceram sensiveis a anidulafungina e anfotericina B. Uma analise
molecular indicou que os isolados eram da mesma cepa, confirmando que resisténcia cruzada
secundaria aos azolicos e equinocandinas tem emergido (MOUDGAL et al., 2005). Além
disso, foi observado que 38% dos isolados de C. glabrata equinocandina-resistentes eram
também resistentes ao fluconazol (PFALLER et al, 2013). Da mesma forma, ja foi relatado
que varios isolados clinicos de C. albicans ap6s tratamento com fluconazol adquiriram
resisténcia a caspofungina (SARKAR et al., 2014). No entanto, na avaliagdo de trés isolados
clinicos de C. albicans com elevados CIMs para fluconazol, cetoconazol e itraconazol, todos
com superexpressaio CDR1 e CDR2, ndo foi observada alteracdo na suscetibilidade a
caspofungina (SCHUETZER-MUEHLBAUER et al., 2003), o0 mesmo foi observado em 99%
dos isolados de Candida spp. fluconazol-resistentes (PFALLER et al., 2003a).

Neste contexto, onde ha um crescente aumento da resisténcia antifungica, por ter-se
um limitado numero de antifungicos disponiveis e pelo alto custo dos tratamentos por
periodos prolongados em pacientes imunocomprometidos, observa-se a real necessidade de
alternativas que incrementem a eficcia do tratamento das infec¢Ges fungicas (VALE-SILVA
etal., 2010; GARG & SINGH, 2011).

3.6 Agentes Antifungicos

Os antifangicos sdo divididos em varias classes, cada uma atuando em diferentes alvos
para inibir o crescimento ou destruir os fungos patogénicos (KANAFANI & PERFECT,
2008). Os atuais agentes antifungicos para uso sisttmico que estdo disponiveis sdo as
alilaminas (terbinafina), antimetabdlitos (5-flucitosina), azoélicos (cetoconazol, itraconazol,
fluconazol, voriconazol, ravuconazol e posaconazol), inibidores da sintese de glucana
(caspofungina, anidulafungina e a micafungina) e derivados poliénicos (anfotericina B)
(JOHNSON et al., 2004; DERESINSKI & STEVENS, 2003).
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As semelhangas entre as células fungicas e as células dos mamiferos dificultam o
desenvolvimento da terapia antifingica devido aos dois organismos serem eucariotas e
possuirem organelas semelhantes, incluindo também replicacdo do DNA e sintese proteica.
Porém, a presenca de parede celular nos fungos permite que esta se torne um alvo para 0s

antifungicos, sem que comprometa as células mamiferas (PAPPAS et al., 2009).

3.6.1 Azolicos

Os antifungicos azolicos constituem um grupo de farmacos sintéticos caracterizados
por apresentarem um anel imidazoélico ligado por uma ligagdo carbono-nitrogénio com outros
anéis aromaticos (SPINOSA et al., 2002). Exercem sua ac¢do antifungica ligando-se a enzima
lanosterol 14-a-esterol-demetilase (14-a-DM) que esta envolvida na conversdo do lanosterol
em ergosterol. Como consequéncia, tem-se a inibi¢do da producéo de ergosterol, ocasionando,
uma mudanca na estrutura e nas fungdes da membrana celular fungica, inibindo o crescimento
do fungo (KANAFANI & PERFECT, 2008).

Tais agentes sdo fungistaticos e tem um amplo espectro de atividade. Esta classe de
antifungicos esta representada pelos imidazélicos (cetoconazol, miconazol), e os triazélicos
(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol) (SHEEHAN et al., 1999). Os
agentes de uso sistémico sdo bem tolerados e geralmente ndo causam toxicidade grave aos
hospedeiros (DIDOMENICO, 1999). No grupo dos triazolicos é que se encontram
antifangicos com grande eficiéncia e baixa toxicidade, caracterizando-se pela elevada
afinidade pela citocromo P450 fungico e sem afinidade pela citocromo P450 dos mamiferos.
Em geral, os triazélicos demonstraram um espectro de atividade muito mais amplo e reduzida
toxicidade quando comparados aos imidazolicos. No espectro de acdo incluem os agentes da
paracoccidioidomicose,  esporotricose, candidiases, aspergilose, coccidiodomicose,
histoplasmose, criptococose, dermatomicoses e, recentemente das zigomicoses (GOLDANI &
SUGAR, 1994; SUGAR & LIU, 2000; SPINOSA et al., 2002; KONDORI et al., 2011).

Atualmente o mais utilizado € o fluconazol, o qual foi aprovado para uso clinico no
final dos anos 80. Este cobriu muitas deficiéncias dos imidazoélicos por ser altamente solUvel
em agua, ndo ser alterado por mudangas na acidez gastrica e possuir menor risco de
hepatotoxicidade. Além disso, pode ser administrado tanto por via oral, quanto intravenosa,
apresentando boa penetracdo cerebro-espinhal e alcangando niveis de quase 80% no sangue
(COLOMBO et al., 2007). Esta aprovado para uso no tratamento de candidiase vaginal,

orofaringea, esofagica, meningite criptococdcica e na profilaxia para diminuir a incidéncia de
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candidiase em pacientes submetidos a transplantes de medula Ossea (GUBBINS &
ANAISSIE, 2006).

No entanto, seu uso tem sido desafiado pela emergéncia da resisténcia aos azolicos.
Embora C. albicans seja a levedura mais comumente isolada, e geralmente é sensivel ao
fluconazol, este antifingico apresenta restricbes no tratamento de candidiases, sobretudo
aquelas causadas por C. krusei e C. glabrata (COLOMBO et al., 2007).

O voriconazol, aprovado em 2002, possui boa disponibilidade oral e parenteral, sua
absorcdo ndo é afetada pelo pH gastrico (JEU et al., 2003). E um triaz6lico de segunda
geracdo, eficaz contra espécies de Candida, incluindo C. glabrata e C. krusei (PFALLER et
al., 2002c). Possui potente acdo fungicida contra fungos filamentosos como Aspergillus e
também tem sido recomendado para as hialohifomicoses causadas por fungos do género
Fusarium. A sua atividade contra leveduras é principalmente fungistatica embora tenha sido
relatado que alguns isolados de Candida spp. sio refratarios ao voriconazol (QUINDOS et al.,
2007). O voriconazol ainda ndo é o azdlico ideal porque ainda apresenta interacGes
medicamentosas e efeitos colaterais classicos dos azélicos, apesar da eficécia, seguranca e
amplo espectro (GUPTA et al., 2005). Esta associado com transaminases elevadas, distarbios
visuais e fotossensibilidade em criancas de 9 meses a 15 anos (WALSH et al., 2002). Além
disso, a penetracdo desse antifungico no sistema nervoso central (SNC) em recém-nascidos é
desconhecida. Estudos sugerem que a dosagem de voriconazol ndo se correlaciona com as
concentragdes séricas da droga. Recomenda-se uma dose inicial de 7 mg / kg, via intravenosa
a cada 12 horas (KARLSSON et al., 2009; NEELY et al., 2010)

O posaconazol é um antinfungico de amplo espectro, ativo contra Candida spp.,
Aspergillus spp., Cryptococcus spp., zigomicetos e Fusarium spp. (GREENBERG et al.,
2006; RAAD et al., 2006, PFALLER et al., 2013) e espécies de Candida resistentes ao
fluconazol (JOHNSON & KAUFFMAN, 2003). Estad recomendado no tratamento de
infeccbes fungicas invasivas em pacientes imunocomprometidos que sdo refratarios ou
intolerantes aos agentes antifungicos anfotericina B, fluconazol e itraconazol (HACHEM et
al., 2000). Os estudos farmacocinéticos demonstraram que o posaconazol é ativo por via oral
e possui meia-vida de aproximadamente 25h (COURTNEY et al., 2003). Em contraste com
outros azélicos, posaconazol inibe poucas enzimas do citocromo P450 o que determina
menores interacbes medicamentosas, fato de importancia em pacientes imunocomprometidos
sob complexas terapias (WEXLER et al., 2004). Para a profilaxia da aspergilose invasiva em
adultos com a doenca do enxerto-versus-hospedeiro posaconazol tem sido recomendado como

primeira escolha (ULLMANN et al., 2007). Além disso, € muito eficaz na prevencdo de
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infeccbes fungicas em pacientes pediatricos apds o transplante alogénico de células tronco
hematopoiéticas (DORING et al., 2014). Possui maior efeito inibitdrio in vitro contra fungos
filamentosos do que voriconazol, itraconazol e anfotericina B (PFALLER et al., 2002b).
Posaconazol possui boa atividade contra Zigomicetos e € 0 mais ativo entre os azolicos
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2009; SPREGHINI et al., 2010; KONDORI et al., 2011;
DROGARI-APIRANTHITOU et al., 2012) constituindo-se em uma nova perspectiva para o
tratamento de zigomicoses. Sua atividade in vivo foi demonstrada contra varios modelos de
Zigomicetos (SUN et al., 2002; SCHALK et al., 2006).

A ampla utilizacdo destes agentes, especialmente do fluconazol, deu origem a
preocupacGes a respeito da emergéncia de resisténcia a esta classe de antifungicos
(CHARLIER et al., 2006). Como resultado, a vigilancia da resisténcia aos azolicos entre as
espécies de Candida estd sendo, a cada dia, mais necessaria (PFALLER &DIEKEMA,
2002a).

3.6.2 Equinocandinas

Esta classe de antifingico possui um amplo espectro de acdo e tem como alvo o
complexo enzimatico B-1,3-D-glucana sintase, necessaria para a sintese de polimeros 3-1,3-
D-glucano, que é um componente essencial da parede celular de muitos fungos (DOUGLAS,
2001; DENNING, 2003). Glucana sintase € um complexo enzimatico com pelo menos duas
subunidades, Fksp e Rholp (KONDOH et al., 1997). A subunidade Fksp, € codificada por trés
genes relacionados - FKS1, FKS2 e FKS3- e catalisa a transferéncia de moléculas de aglcar a
partir de moléculas doadoras ativadas para moléculas receptoras especificas formando
ligacbes glicosidicas (SAWISTOWSKA-SCHRODER et al, 1984; TANG & PARR, 1991,
KONDOKH et al, 1997).

As equinocandinas séo agentes licenciados para o tratamento de candidiase invasiva
pelo Food e Drug Administration (FDA) (BRIELMAIER et al., 2008). Tais agentes possuem
um perfil farmacol6gico seguro por agirem em um alvo ndo encontrado em células de
mamiferos (PATTERSON, 2000).

Quimicamente, as equinocandinas sdo lipopeptideos semi-sintéticos com estrutura
quimica de hexapeptideos ciclicos ligados a uma cadeia lateral de acido graxo (KURTZ et al.,
2001), é soluvel em agua (DENNING, 2003). Todas as preparaces de equinocandinas
apresentam-se na forma intravenosa. A caspofungina é sollivel em &gua e metanol, e
ligeiramente soltvel em etanol (CASPOFUNGIN ACETATO). A micafungina é soltvel em
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agua (DENNING, 2003), ao contrario da anidulafungina que € ligeiramente soltvel em etanol
(VAZQUEZ & SOBEL, 2006).

Estudos observaram uma potente atividade in vitro das equinocandinas frente a
maioria das espéecies de Candida, incluindo aquelas com elevado nivel de resisténcia aos
azollicos (TAWARA et al., 2000). Raramente tem sido reportada resisténcia adquirida ou
reducdo da suscetibilidade para as equinocandinas, e quando registrada, na maioria dos casos
esteve associada com mutacao no gene FKS1 (LAVERDIERE et al., 2006).

O protdtipo para anidulafungina (LY303366) foi identificado em 1974 (NYFELER &
KELLER, 1974). Porém, somente em 2009, a anidulafungina passou a ser comercializado no
Brasil, para o tratamento de candidiase invasiva e em pacientes ndo neutropénicos
(BORMANN & MORRISON, 2009). Possui atividade antifungica in vitro contra uma ampla
gama de espécies de Candida, incluindo C. glabrata e C. krusei, as quais possuem resisténcia
inata ou induzida aos azélicos (PFALLER et al., 2008a,b). E ativa contra Aspergillus spp.,
mas, é inativa contra Cryptococcus neoformans e zigomicetos (COHEN-WOLKOWIEZ et al.,
2006). Ndo é metabolizada pelo figado e nem excretada pelo rim (DOWELL et al., 2007); o
fato de sofrer degradacdo quimica no sangue limita sua interacdo com outros medicamentos
tornando desnecessario 0 ajuste da dose em pacientes com insuficiéncia hepatica ou renal
(DOWELL et al., 2004; DAMLE et al., 2009). Nao foram observados eventos adversos
atribuiveis a anidulafungina em criancas e neonatos (COHEN-WOLKOWIEZ et al., 2011).

A caspofungina foi a primeira equinocandina ser comercializada no Brasil no ano
2000 (BORMANN & MORRISON, 2009). O seu prototipo (MK991) foi relatado em 1989
(MASUREKAR et al., 1992). O acetato de caspofungina, originalmente desenvolvido na
Merck Research Laboratories, € um lipoppeptideo semi-sintético derivado da penumocandina
Bo, produto da fermentacéo do fungo Glarea lozoyensis. Esta equinocandina foi aprovada para
uso clinico constituindo-se num fungicida com minima toxicidade para o hospedeiro
(GEORGOPAPADAKOU, 2001).

A caspofungina é ativa no tratamento de infec¢bes por Candida spp. e Aspergillus
spp.. As concentracdes inibitorias minimas sdo maiores para A. terreus e A. nidulans. N&o
possui atividade contra Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp, Rhizopus spp. e
Fusarium spp. (DODDS et al., 2006). Foi aprovada para uso em candidemia e outras
infeccdes invasivas causadas por Candida, além de candidiase esofagica, aspergilose invasiva
em pacientes que sdo refratarios ou intolerantes a outras terapias padrdes (KARTSONIS et al.,
2003; ESPINEL-INGROFF, 1998). Também se mostrou eficaz no tratamento de pacientes

com candidiase esofagica fluconazol resistentes (KARTSONIS et al., 2002).
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Devido ao seu mecanismo de acdo diferenciado, ndo é previsto multi resiténcia com
outras classes de antifungicos como os azo6licos (ANDRIOLE et al., 1999; KARTSONIS et
al., 2003) e poliénicos (KARTSONIS et al., 2003). Sua atividade in vitro é similar frente a
isolados de Candida sensiveis ou resistentes ao fluconazol (BACHMAN et al., 2002). No
entanto, mecanismos de resisténcia tem sido identificados, e cresce o nimero de relatos de
casos de falhas na terapia com caspofungina (WALKER et al., 2010). Em Candida spp. a
suscetibilidade a caspofungina varia de C. albicans como o mais sensivel, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii como sendo menos sensiveis
(BARCHIESI et al., 2006; CANTON et al., 2006; PFALLER et al., 2006a).

A micafungina (FK463) foi identificada em 1990 (IWAMOTO et al., 1994) como um
derivado da FR901370, um componente natural isolado de culturas de Coleophoma empedri
(TAWARA et al., 2000). Tal composto tem elevado peso molecular e ndo possui boa
absorcéo oral (HIEMENZ et al., 2005).

Em 2010, a micafungina foi aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
para 0 uso no Brasil. Esta também foi designada para o tratamento de candidiase invasiva,
para profilaxia de individuos submetidos a transplantes de células hematopoiéticas e infec¢des
por Aspergillus (BORMANN & MORRISON, 2009).

A micafungina apresenta atividade fungicida contra Candida spp. e atividade
fungistatica contra Aspergillus spp. Isto é conseqiiéncia da maior distribui¢do de B-1,3-D-
glucano na parede celular de Candida spp. do que em Aspergillus spp. A micafungina nédo
exerce nenhuma atividade contra zigomicetos e Cryptococcus, pois tais fungos sdo
desprovidos de B-1,3-D-glucano em sua parede celular. Apresenta, ainda, potente atividade
contra as formas micelianas de Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e
Coccidioides immitis (NAKAI et al., 2002).

Segundo Maesaki e colaboradores (2000), a micafungina apresentou atividade
antifungica em camundongos infectados por C. albicans resistentes aos azoélicos. Esta
equinocandina demonstrou atividade contra biofilmes de Candida spp. e reduziu a aderéncia
de cepas de C. albicans sensiveis e resistentes ao fluconazol em células epiteliais (BORG-
VON et al., 2002). Micafungina demonstra atividade contra Candida spp, incluindo isolados
resistentes aos azoélicos (IKEDA et al., 2000; TAWARA et al., 2000). Os efeitos colaterais séo
raros, mesmo em doses até 15 mg/Kg e caracterizam-se por aminotransferases
alanina/aspartato elevadas, hipocalemia, hiperbilirrubinemia e hipertensdo (; HERESI et al.,
2006; SMITH et al., 2009; ARRIETA et al., 2011).
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A atividade fungicida das equinocandinas sobre Candida spp. elegeu estes
antifungicos como preferenciais para tratamento das candidiases sistémicas. Os breakpoints
espeécie-especificos constantes no documento M27-S4 (2012), foram estabelecidos com base
nos cutoffs epidemiologicos (epidemiological cutoff values ou ECV) e evidenciam as naturais
diferencas entre as espécies de Candida. O cutoff epidemiolégico tem sido sugerido como um
indicador confiavel para discriminar cepas ndo sensiveis a um determinado antimicrobiano,
tomando-se por base o perfil de suscetibilidade natural daquela espécie. Numa distribuicao de
CIMs para um grande numero de isolados, o cutoff epidemioldgico é a moda das CIMs para
determinado antifingico. N&o é considerado um breakpoint porque ndo prediz sucesso ou
insucesso terapéutico mas permite separar cepas desprovidas de mecanismos de resisténcia
(wild type strains) daquelas onde ha mecanismos funcionantes (non-wild type strains). Na
interpretacdo da suscetibilidade as equinocandinas deve-se enfatizar que o documento M27-
S4 ndo incluiu C. dubliniensis, portanto, a inexisténcia de breakpoints espécie-especificos a
esta espécie, impde a utilizacdo dos breakpoints gerais estabelecidos pelo documento M27-S3
(2008).

Atualmente, a suscetibilidade a caspofungina é a mais dificil de ser interpretada devido
a inexisténcia de indicadores confidveis, mesmo para micro-organismos incluidos na M27-S4.
Recentemente, Espinel-Ingroff et al. (2013) ao tentar estabelecer novos cutoffs
epidemiol6gicos para a caspofungina, com base na técnica CLSI M27-A3, detectaram
excessiva variabilidade intra e interlaboratorial, impossibilitando tais definicdes. Ao mesmo
tempo advertiram que mesmo 0s breakpoints espécie-especificos constantes na M27-S4
deveriam ser revistos exceto para C. parapsilosis e C. guilliermondii, os quais mostraram-se
estaveis. A variabilidade das CIMs para a caspofungina é um problema ja conhecido o qual
impediu 0 EUCAST de definir breakpoints a esta equinocandina. Frente a estas dificuldades,
Pfaller et al. (2014b) propuseram a utilizagio da micafungina como indicador da
suscetibilidade a caspofungina, similarmente ao fluconazol como indicador da suscetibilidade
aos azolicos. A grande variabilidade das CIMs de caspofungina poderia explicar o
significativo aumento das CIMs no grupo 11 (C. dubliniensis fluconazol-resistente), uma vez
gue resisténcia cruzada entre azolicos e equinocandinas ndo era esperada. Por outro lado em
biofilmes de C. albicans previamente expostos ao fluconazol, foram observadas reducdo da
atividade das equinocandinas. Também foi observado que varios isolados clinicos de C.
albicans apds tratamento com fluconazol também evidenciaram maior resisténcia a
caspofungina, embora ndo ocorrendo em C. glabrata e C. dubliniensis. Este fenbmeno de

exposicdo ao fluconazol repercutindo em resisténcia a caspofungina, esta relacionado a
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inducdo de respostas ao estresse celular mediadas por Hsp90 (SARKAR et al., 2014). Hsp90
possui um importante papel na mediacdo da resisténcia flangica, na tolerancia as
equinocandinas e potencializa a resisténcia aos azélicos em C. albicans (SINGH et al., 2009);

fato similar pode ter ocorrido com os achados do presente estudo.
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4.1 RESUMO

C. dubliniensis, desde sua identificacdo, tem sido mais frequentemente isolada de individuos
com candidiase de orofaringe infectados pelo virus HIV e, em geral, é confundida com C. albicans. A
maioria dos isolados dessa espécie é sensivel ao fluconazol, no entanto, a facilidade com que adquirem
resisténcia a esse antifingico, torna preocupante infecgdes por essa espécie. Neste trabalho foi
avaliado o perfil de suscetibilidade de isolados de C. albicans (GI) C. dubliniensis fluconazol sensiveis
(GlI), e isolados de Candida dubliniensis fluconazol resistentes (GllIl), frente a anidulafungina,
caspofungina, micafungina, voriconazol, itraconazol e posaconazol. C. albicans (GI) foi considerada
100% sensivel aos antifingicos com base nos documentos M27-S4 e M27-S3. C. dubliniensis sensivel
(GI) foi considerado 100% sensivel as equinocandinas, voriconazol, itraconazol, com base no M27-
S3 e 100% sensivel ao posaconazol com base no cutoff epidemiol6gico. C. dubliniensis resistente
(GHII) foi 100% sensivel as equinocandinas, voriconazol, 100% resistente ao itraconazol com base no
M27-S3. Com base nos cutoffs epidemioldgicos, 4,54% foram considerados resistentes a
anidulafungina, 31,8% resistente a micafungina, 22,7% resistente ou ndo sensiveis ao voriconazol e
100% sensivel ao posaconazol. A avaliacdo da suscetibilidade aos antifungicos é um tema complexo e,
no momento em que redefinicBes das CIMs definidoras de sensibilidade ou resisténcia estdo sofrendo

intensas revisdes, nota-se dificuldades nas interpretacfes de tais testes.

Palavras-Chaves: Candida dubliniensis, resisténcia antifingica, fluconazol, agentes antiflngicos.
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4.2 INTRODUCAO

As espécies do género Candida estdo entre os patdgenos fungicos que mais
frequentemente causam infeccbes em seres humanos (PFALLER & DIEKEMA, 2004).
Candida albicans é a espécie mais prevalente do género, todavia, C. dubliniensis ¢ um
patdgeno emergente, sendo isolado principalmente da cavidade oral de pacientes infectados
pelo HIV e eventualmente envolvida em candidiases sisttmicas em pacientes
imunocomprometidos (COLEMAN et al., 1997; SULLIVAN et al., 1999).

Nos ultimos anos, a crescente utilizacdo de agentes antifingicos tem favorecido a
emergéncia de leveduras resistentes, com repercussdes nas falhas terapéuticas e aumento dos
custos hospitalares. Este quadro imp8e que medidas de vigilancia da suscetibilidade ou de
investigacGes sobre a magnitude da resisténcia sejam tomadas (O’RIORDAN et al., 2005;
TARDIVO et al., 2005; SOUZA et al., 2010).

Ainda que primariamente sensivel aos antifangicos, C. dubliniensis caracteriza-se pelo
rapido desenvolvimento da resisténcia ao fluconazol (MORAN et al., 1997; MORAN et al.,
1998; SCHEID et al., 2012). Ha sugestdes de que C. dubliniensis se torne resistente ao
fluconazol durante o curso da antifungicoterapia, tornando-se um agente patogénico
relativamente mais resistente e, consequentemente, mais dificil de tratar (MORAN et al.,
1997; KIRKPATRIC et al., 1998; PEREA et al., 2002). O aumento da viruléncia em isolados
gue tornam-se resistentes € também um ponto que, embora polémico, tem argumentos fortes,
pois conforme demonstrado por Zepelin et al. (2002), os isolados resistentes demonstraram
maior aderéncia as células epiteliais e aumento na atividade de exo-enzimas como as
proteases.

O fluconazol é o antifingico mais utilizado nas candidiases, no entanto, seu uso tem
sido desafiado pela etiologia das candidiases onde um numero de espécies fungicas € cada vez
maior, bem como pela emergéncia da resisténcia aos azélicos (COLOMBO et al., 2007).

Recentemente a interpretacdo dos testes de suscetibilidade passou a considerar
breakpoints espécie-especificos frente a cada agente antifungico; entretanto, tais breakpoints
inexistem para C. dubliniensis (CLSI, M27-S4, 2012). Este fato torna a interpretacdo dos
testes de suscetibilidade de C. dubliniensis problematico, sobretudo quando a resisténcia a
azoélicos estiver presente. No ambito da espécie C. dubliniensis fluconazol-resistente
desconhece-se a extensdo da resisténcia cruzada com o posaconazol bem como a
suscetibilidade destes isolados frente as equinocandinas. O presente estudo foi objetivado a

investigar estas relagdes a luz dos documentos que norteiam a interpretacéo dos testes.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Micro-organismos

Todos os isolados clinicos de C. dubliniensis foram previamente identificadas pela
amplificacdo aleatdria acido polimérfico desoxirribonucleico (ADN) (RAPD), utilizando os
primers CDU (50 GCG ATC CCC A-30) (SULLIVAN et al., 1995) e B-14 (50-A GAT CAA
GTC C-30) (BAUER et al., 1993). Isolados de Candida foram obtidas de pacientes com
diferentes formas clinicas da candidiase, incluindo candidiase orofaringea, candidiase
vulvovaginal, intertriginosas, e envolvimento ungueal. A maioria dos isolados de C.
dubliniensis obtidos de pacientes com SIDA com candidiase orofaringea; dois isolados foram
de candidiase vulvovaginal (pacientes com SIDA) e uma cepa foi isolada a partir da flora
normal do escarro de um paciente sem SIDA. Essas cepas foram isoladas de servigos
hospitalares diferentes, localizadas em seis cidades brasileiras. Todas as amostras foram
mantidas na colecdo estoque do Laboratorio de Pesquisas Micologicas (LAPEMI),
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria Cidade, Brasil).

Candida albicans (n=22) constituiu-se no Grupo I; C. dubliniensis foram distribuidas
em dois grupos: Grupo Il (n=22) ou grupo FS (fluconazol-sensivel) e Grupo Il (n=22) ou
grupo FR (fluconazol-resistente). O Grupo Il foi derivado do Grupo Il apds exposicdo a
concentracgdes crescentes de fluconazol, conforme a técnica de inducéo da resisténcia proposta
por Fekete- Forgacs et al., (2000). Como controle foram utilizadas: C. albicans ATCC 90028
e C. krusei ATCC 6258

4.3.2 Agentes antifungicos

Os agentes antifungicos avaliados foram anidulafungina e voriconazol (Pfizer, Inc,
New York, NY), caspofungina (Merck Research Laboratories, Rahway, NJ), micafungina
(Fujisawa Pharmaceutical Co Ltd, Osaka, Japdo), fluconazol (Sigma Chemical Co, St. Louis,

MO), itraconazol (Jansen Pharmaceutica) e posaconazol (Shering-Plough).

4.3.3 Testes de suscetibilidade in vitro

Os testes de suscetibilidade foram realizados de acordo com a técnica de microdiluicao
em caldo M27-A3 (CLSI, 2008a).
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As solugdes estoques dos agentes antifungicos foram preparadas em agua destilada
esteril e conservadas a -70°C. As solugdes intermedidrias foram preparadas em Caldo RPMI
1640 tamponado com MOPS de acordo com a técnica empregada. As faixas de concentracdes
dos antifangicos testados foram de: 0,004pg/mL - 2,048ug/mL para anidulafungina e
micafungina e de 0,03125ug/mL - 16pg/mL para caspofungina. Para os azélicos as faixas
testadas foram de: 0,007 pg/mL - 512 pg/mL para fluconazol; 0,002 pg/mL - 64 pg/mL para
itraconazol; 0,002ug/mL - 4,096 pug/mL para voriconazol e posaconazol.

O crescimento dos micro-organismos foi visualmente monitorado, tendo a
concentracdo inibitéria minima (CIM) definida como a menor concentracdo necessaria para
inibir 80% do crescimento dos fungos, em relagdo aos seus respectivos controles.

Recentemente, estudos foram conduzidos para redefinir cutoffs epidemioldgicos,
incluindo-se micro-organismos ndo considerados na M27-S4. Para C. dubliniensis os cutoffs
epidemiolégicos foram: fluconazol (0,5 pg/L), posaconazol (0,25 pg/L) e voriconazol (0,03
pg/L) e para C. albicans frente ao posaconazol foi de 0,06 pg/L (ESPINEL-INGROFF et al.,
2014). Em adicdo, Pfaller et al. (2014a) estabeleceram cutoffs epidemioldgicos para
anidulafungina (0,125 ug/L) e micafungina (0,125 pg/L).

As interpretagbes das CIMs foram assim realizadas: a) C. albicans frente a
anidulafungina, caspofungima, micafungina, fluconazol e voriconazol com base no M27-S4
(CLSI, 2012); b) C. albicans frente ao itraconazol com base no M27-S3 (CLSI, 2008b); c) C.
albicans frente ao posaconazol, de acordo com o cutoff epidemiolégico (ESPINEL-INGROFF
et al., 2014); d) C. dubliniensis frente ao itraconazol conforme M27-S3; e) C. dubliniensis
frente ao fluconazol e voriconazol segundo M27-S3 e pelos cutoffs epidemioldgicos
(ESPINEL-INGROFF et al., 2014) e o posaconazol somente pelo cutoff epidemiolégico
(ESPINEL-INGROFF et al., 2014); f) C. dubliniensis frente a anidulafungina e micafungina
com base na M27-S3 e pelos cutoffs epidemioldgicos (PFALLER et al., 2014a) enquanto que
C. dubliniensis frente a caspofungina somente segundo M27-S3 (CLSI, 2008b).

Para analise estatistica foi utilizado teste de Mann-Withney para comparagéo entre 0s
grupos sensiveis e resistentes dentro de cada espécie estudada. E para comparacfes entre 0s
antifangicos foi utilizado Anova seguido de Tukey. O software utilizado foi GraphPad Prisma

7, com nivel de significancia de 0.05%.

44 RESULTADOS



42

As tabelas 1 e 2 apresentam os parametros de suscetibilidade dos 3 grupos estudados
frente aos antifungicos (intervalos de CIMs, CIM50, CIM90 e médias geométricas das CIMs).

Os grupos | e Il mostraram-se sensiveis ao fluconazol; o grupo C. dubliniensis
fluconazol-sensivel (G 1) foi significativamente mais sensivel do que o grupo C. albicans (G
1) (p < 0,05). Apos 15 dias de exposicdo a concentragdes crescentes de fluconazol, todos os
isolados de C. dublininensis puderam ser classificados, com base nos breakpoints
estabelecidos pelo documento M27-S3 (2008) bem como nos cutoffs epidemiologicos
definidos por Espinel-Ingroff et al. (2014), como resistentes ao fluconazol. O grupo de C.
dubliniensis fluconazol-resistente (G I11) foi significativamente mais resistente ao fluconazol
do que os grupos | e Il (p < 0,001).

Frente ao itraconazol, os grupos de C. albicans (G I) e C. dubliniensis (GIl), com base
nos breakpoints do M27-S3, mostraram 100% sensibilidade. Com base nos mesmos
breakpoints o grupo formado por C. dubliniensis fluconazol-resistente (GIII) passou a ser
100% resistente a este triazolico. As comparac@es entre 0s grupos evidenciaram diferencas
significativas entre o grupo Ill e os demais (p < 0,05), mas ndo entre os grupos | e Il (p >
0,05).

Nos ensaios com o voriconazol o grupo | (C. albicans) foi considerado 100% sensivel
como base nos breakpoints estabelecidos pelo documento M27-S4. Na inexisténcia de
breakpoints espécie-especificos para C. dubliniensis, os grupos Il e Il foram classificados
com base no documento M27-S3 (2008) e nos cutoff epidemiolégicos. Pelos critérios do M27-
S3 os grupos Il e 111 sdo 100% sensiveis ao voriconazol. Com base no cutoff epidemioldgico o
grupo Il (C. dubliniensis fluconazol-sensivel) é 100 % sensivel; ja o grupo Il evidenciou 17
(77,2%) isolados sensiveis e 5 (22,7%) ndo sensiveis ou resistentes. As comparacdes entre 0s
3 grupos frente ao voriconazol evidenciaram diferencas significativas entre si, onde, com base
nas médias geométricas verificou-se GIl < Gl < GIIl. O grupo Il evidenciou média
geométrica 14,4 vezes maior do que a média geométrica do grupo II.

Na inexisténcia de breakpoints para o posaconazol, utilizou-se o cutoff epidemioldgico
(ESPINEL-INGROFF et al., 2014). Com cutoff epidemioldgico de 0,06 pg/mL todos o0s
isolados de C. albicans (G I) foram considerados sensiveis. Para C. dubliniensis, o cutoff
epidemioldgico de 0,25 pg/mL indicou que todos os isolados de C. dubliniensis (G 1l e I1I)
permaneceram sensiveis ao posaconazol. J& as comparagdes entre 0s grupos, evidenciaram
gue o GII (C. dubliniensis fluconazol-sensivel) foi significativamente mais sensivel que os
grupos | e Il (p < 0,05). O grupo C. dubliniensis fluconazol-resistente (G IlI) foi

significativamente mais resistente do que o grupo | (C. albicans) (p < 0,05).
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Frente a anidulafungina o grupo | (C. albicans) foi 100% sensivel como base nos
breakpoints estabelecidos pelo documento M27-S4. O grupo C. dubliniensis fluconazol-
sensivel (GII) também pdde ser considerado 100% com base nos breakpoints do documento
M27-S3 bem como no cutoff epidemiologico (PFALLER et al., 2014). Com base no
documento M27-S3, o grupo Il pdde ser considerado como 100% sensivel; todavia ao
utilizar-se o cutoff epidemioldgico, 21 (95,45%) dos isolados foram considerados sensiveis e
apenas 1 (4,54%) como ndo sensivel a anidulafungina. A média geométrica das CIMs de
anidulafungina referente ao grupo Il foi 3 vezes maior do que a média geométrica
evidenciada pelo grupo Il (C. dubliniensis fluconazol-sensivel) (p < 0,05). As comparacdes
entre as CIMs dos grupos | e 11 ndo indicaram diferencas significativas.

Nos testes com micafungina o grupo de C. albicans (Gl) foi 100% sensivel como base
nos breakpoints estabelecidos pelo documento MZ27-S4; o grupo Il (C. dubliniensis
fluconazol-sensivel) foi julgado 100% sensivel a micafungina com base no documento M27-
S3; entretanto, a interpretacdo pelo cutoff epidemioldgico revelou 2 (9,09%) isolados como
ndo sensiveis a micafungina. Tomando-se por base os breakpoints do documento M27-S3,
todos os isolados do grupo Il podem ser considerados como sensiveis a micafungina, mas
utilizando-se o cutoff epidemioldgico (PFALLER et al., 2014) 7 (31,8%) isolados podem ser
classificados como ndo sensiveis a micafungina. A comparacao estatistica entre 0s 3 grupos
indicou que o grupo C. dubliniensis fluconazol-sensivel (GIl) foi significativamente mais
sensivel a micafungina do que os grupos | e 1l1.

Frente a caspofungina, o grupo de C. albicans (Gl) foi 100% sensivel a caspofungina,
com base no M27-S4 (2012). Os grupos Il e 1l podem também ser classificados como 100%
sensiveis se utilizarmos os parametros do documento M27-S3(2008). Cabe ainda destacar que
o Grupo Il foi significativamente mais sensivel do que o Grupo Il (p < 0,05) mas diferencas

significativas ndo foram detectadas entre as CIMs dos grupos | e 11.
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Tabela 1 —Suscetibilidade (ug/mL) in vitro de C. dubliniensis sensiveis e resistentes ao
fluconazol frente a equinocandinas e triazolicos.

Antifangicos Grupos Intervalosdas CIMs  CIM50 CIM90 MG
Anidulafungina FS 0,004-0,032 ** 0,008 0,032 0,01
FR 0,008-0,256 0,032 0,064 0,03
Caspofungina FS 0,0625-0,5 **** 0,125 0,25 0,12
FR 0,250-1,00 0,50 1,00 0,533
Micafungina FS 0,004-0,128 * 0,032 0,0625 0,03
FR 0,016-0,250 0,064 0,128 0,055
Voriconazol FS 0,002-0,016 **** 0,004 0,008 0,0045
FR 0,008-0,512 0,016 0,256 0,025
Posaconazol FS 0,002-0,004 **** 0,002 0,004 0,0022
FR 0,008-0,125 0,008 0,032 0,011
Itraconazol FS 0,008- 0,125 **** 0,03 0,06 0,026
FR 4,00 - 16,0 8,00 16,0 10,96
Fluconazol FS 0,125-0,50 **** 0,25 0,50 0,20
FR 64,0-128 64,0 128 87,7

CIM 50 = Concentracao inibitéria minima capaz de inibir 50% dos isolados do grupo testado.
CIM 90 = Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir 90% dos isolados do grupo testado.
MG= Média geométrica; FS= Fluconazol sensivel; FR= Fluconazol resistente
xRk ek kexkk diferenca estatistica entre C. dubliniensis sensivel da C. dubliniensis resistente frente ao

antiflngico testado.
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Tabela 2 —Suscetibilidade (pg/mL) in vitro de C. albicans sensiveis ao fluconazol frente as
equinocandinas e triazélicos.

Antifungicos  Grupos Intervalos das CIMs CIM50 CIM90 MG
Anidulafungina FS 0,008-0,064 0,016 0,064 0,025
Caspofungina FS 0,0625-0,250 0,125 0,250 0,154
Micafungina FS 0,016-0,064 0,032 0,064 0,042
Fluconazol FS 0,125-2,00 0,50 2,00 0,476
Itraconazol FS 0,030 - 0,125 0,060 0,125 0,084
Voriconazol FS 0,016 — 0,125 0,030 0,0625 0,042
Posaconazol FS 0,008 — 0,030 0,016 0,030 0,019

CIM 50 = Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir 50% dos isolados do grupo testado.
CIM 90 = Concentragdo inibitéria minima capaz de inibir 90% dos isolados do grupo testado.
MG= Média geométrica.

4.6 DISCUSSAO

C. dubliniensis foi reconhecida como uma nova espécie de Candida em decorréncia
dos trabalhos de Sullivan et al. (1995) ao caracterizarem isolados de C. albicans oriundos da
orofaringe de pacientes com SIDA. Em 1997 Moran et al. relataram a facilidade de C.
dubliniensis tornar-se resistente ao fluconazol o que foi corroborado por outros autores,
caracterizando-se como um fenémeno associado a isolados oriundos de pacientes infectados
pelo HIV ou como resultado do prolongado uso do fluconazol (RUHNKE et al., 2000;
PEREA et al., 2002).

Na microbiota fungica da boca, C. albicans é a espécie predominante enquanto C.
dubliniensis é considerada um componente menor. Apesar de C. albicans evidenciar maior
viruléncia do que C. dubliniensis, as proteinases de C. dubliniensis s&o menos afetadas pelos
antirretrovirais inibidores da protease do que as de C. albicans. A emergéncia de C.
dubliniensis pode ter sido consequéncia da baixa imunidade dos pacientes com SIDA
associada ao tratamento com antirretrovirais inibidores da protease o que favoreceu o
desenvolvimento desta espécie, podendo ser identificada (SULLIVAN et al., 1995, PEREA et
al.,, 2002; LORETO et al., 2010). As similaridades biologicas entre C. albicans e C.

dubliniensis justificam a incluséo de C. albicans no presente estudo.
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A padronizagédo dos testes de suscetibilidade para fungos leveduriformes permitiu o
monitoramento da emergéncia da resisténcia bem como a deteccdo do fendmeno da
resisténcia cruzada entre antimicoticos da mesma classe ou entre classes distintas (PFALLER
et al., 2007). A avaliacdo da suscetibilidade de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol frente
as equinocandinas e ao posaconazol ainda ndo foi investigada. Este estudo, objetivado a esta
questdo, discute também as dificuldades de interpretacdo de tais testes, uma vez que as CIMs
definidoras de sensibilidade ou resisténcia estdo sofrendo intensa revis&o.

Atualmente a interpretacdo dos testes de suscetibilidade de fungos leveduriformes
fundamentados na técnica de microdiluigdo em caldo proposta pelo CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute) repousa sobre 3 documentos : M27-A3 (2008) que define as
condicdes para realizacdo dos ensaios, o documento M27-S3 (2008) que estabelece o0s
breakpoints para os principais antifingicos e o documento M27-S4 (2012) que propde 0s
novos breakpoints espécie-especificos para o fluconazol, voriconazol e as equinocandinas
para as 6 espécies do género Candida; todavia, C. dubliniensis ndo foi incluida no M27-S4
(2012). Neste contexto, no presente estudo, a interpretacdo das CIMs de C. albicans é
definida pelo M27-S4 exceto nos testes com itraconazol que utilizou-se 0 M27-S3, uma vez
que este triazélico nao foi incluido no M27-S4; breakpoints para o posaconazol ainda nédo
foram incluidos em nenhum destes documentos.

Conforme o0 M27-S3, nos testes com itraconazol os grupos fluconazol-sensiveis (Gl e
GII) foram interpretados como sensiveis ao itraconazol; por outro lado, o GllI foi resistente a
este triazolico. Este fendmeno de resisténcia cruzada entre fluconazol e itraconazol tem sido
frequente e esta bem documentado através de estudos prévios (CARTLEDGE et al., 1997 e
CUENCA-ESTRELLA et al., 1999).

Frente ao voriconazol e posaconazol o grupo de C. dubliniensis fluconazol-resistente
(G ) foi classificado como sensivel a estes triazdlicos, conforme M27-S3 e cutoff
epidemioldgicos, respectivamente, embora tenha se registrado significativo aumento nas
CIMs. A resisténcia cruzada do fluconazol com voriconazol e posaconazol € menos acentuada
do que com o itraconazol e também varia em funcdo das espécies de Candida envolvidas. C.
albicans e C. parapsilosis manifestam o mesmo perfil aqui observado para C. dubliniensis
enquanto que C. glabrata e C. tropicalis evidenciam resisténcia cruzada mais intensa
(SANGUINETI et al., 2005). Segundo alguns autores o aumento das CIMs ja se constitui num
sinalizador para a resisténcia a az6licos (CUENCA-ESTRELLA et al., 1999; STEVENS &
STEVENS, 1996).
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Como a classe dos azolicos compartilha os mesmos mecanismos de acdo e de
resisténcia, a resisténcia cruzada € um fendmeno esperado. Segundo Pfaller & Diekema
(2007) menos de 50% dos isolados de Candida spp. resistentes ao fluconazol mantém-se
sensiveis aos novos triazélicos. De modo geral, a sensibilidade do Grupo Il ao voriconazol e
posaconazol contraria o postulado por Pfaller & Diekema (2007) mas estd de acordo com o
estudo de Lockhart et al. (2012) onde isolados de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol
foram 100% sensiveis ao voriconazol e posaconazol.

A atividade fungicida das equinocandinas sobre Candida spp. elegeu estes
antifungicos como preferenciais para tratamento das candidiases sistémicas. Os breakpoints
espécie-especificos constantes no documento M27-S4 (2012), foram estabelecidos com base
nos cutoffs epidemiologicos (epidemiological cutoff values ou ECV) e evidenciam as naturais
diferencas entre as espécies de Candida. O cutoff epidemioldgico tem sido sugerido como um
indicador confiavel para discriminar cepas ndo sensiveis a um determinado antimicrobiano,
tomando-se por base o perfil de suscetibilidade natural daquela espécie. Numa distribuicdo de
CIMs para um grande numero de isolados, o cutoff epidemioldgico é a moda das CIMs para
determinado antifingico. N&o é considerado um breakpoint porque ndo prediz sucesso ou
insucesso terapéutico mas permite separar cepas desprovidas de mecanismos de resisténcia
(wild type strains) daquelas onde h&4 mecanismos funcionantes (non-wild type strains). Na
interpretacdo da suscetibilidade as equinocandinas deve-se enfatizar que o documento M27-
S4 ndo incluiu C. dubliniensis, portanto, a inexisténcia de breakpoints espécie-especificos a
esta espécie, impde a utilizacdo dos breakpoints gerais estabelecidos pelo documento M27-S3
(2008).

Frente as equinocandinas, o grupo | (C. albicans) foi sensivel as 3 equinocandinas; da
mesma forma os grupos Il (C. dubliniensis fluconazol-sensivel) e o grupo 111 (C. dubliniensis
fluconzol-resistentes), conforme o M27-S3. Cabe salientar o significativo aumento das CIMs
no grupo Il frente a caspofungina, o que nédo era esperado.

Recentemente, estudos foram conduzidos para redefinir cutoffs epidemioldgicos,
incluindo-se micro-organismos ndo considerados na M27-S4. Para C. dubliniensis os cutoffs
epidemiolégicos foram: fluconazol (0,5 pg/L), posaconazol (0,25 ug/L) e voriconazol (0,03
Mg/L) e para C. albicans frente ao posaconazol foi de 0,06 pg/L (ESPINEL-INGROFF et al.,
2014). Em adicdo, Pfaller et al. (2014a) estabeleceram cutoffs epidemioldgicos para
anidulafungina (0,125 pg/L) e micafungina (0,125 pg/L). Tomando-se por base estes cutoffs

epidemioldgicos, as interpretacdes alteram-se significativamente pois a resisténcia a
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equinocandinas manifesta-se nos grupos Il e 111 de C. dubliniensis, fato ainda ndo descrito em
nenhum estudo, o que requer cautelosa interpretacao.

Atualmente, a suscetibilidade a caspofungina é a mais dificil de ser interpretada devido
a inexisténcia de indicadores confiaveis, mesmo para micro-organismos incluidos na M27-S4.
Recentemente, Espinel-Ingroff et al. (2013) ao tentar estabelecer novos cutoffs
epidemiolodgicos para a caspofungina, com base na técnica CLSI M27-A3, detectaram
excessiva variabilidade intra e interlaboratorial, impossibilitando tais definicdes. Ao mesmo
tempo advertiram que mesmo 0s breakpoints espécie-especificos constantes na M27-S4
deveriam ser revistos exceto para C. parapsilosis e C. guilliermondii, os quais mostraram-se
estaveis. A variabilidade das CIMs para a caspofungina é um problema j& conhecido o qual
impediu 0 EUCAST de definir breakpoints a esta equinocandina. Frente a estas dificuldades,
Pfaller et al. (2014b) propuseram a utilizacdo da micafungina como indicador da
suscetibilidade a caspofungina, similarmente ao fluconazol como indicador da suscetibilidade
aos azdlicos. A grande variabilidade das CIMs de caspofungina poderia explicar o
significativo aumento das CIMs no grupo 111 (C. dubliniensis fluconazol-resistente), uma vez
que resisténcia cruzada entre azolicos e equinocandinas ndo era esperada. Por outro lado em
biofilmes de C. albicans previamente expostos ao fluconazol, foram observadas reducdo da
atividade das equinocandinas. Também foi observado que varios isolados clinicos de C.
albicans apo6s tratamento com fluconazol também evidenciaram maior resisténcia a
caspofungina, embora ndo ocorrendo em C. glabrata e C. dubliniensis. Este fenémeno de
exposicdo ao fluconazol repercutindo em resisténcia a caspofungina, esta relacionado a
inducdo de respostas ao estresse celular mediadas por Hsp90 (SARKAR et al., 2014). Hsp90
possui um importante papel na mediacdo da resisténcia flangica, na tolerancia as
equinocandinas e potencializa a resisténcia aos azoélicos em C. albicans (SINGH et al., 2009);
fato similar pode ter ocorrido com os achados do presente estudo.

Finalmente, é oportuno considerar que a avaliacdo da suscetibilidade dos fungos
leveduriformes a antifungicos € um tema complexo e, no momento em que redefini¢des estdo

em curso, as dificuldades de interpretagdo tornam-se mais agudas.
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5. DISCUSSAO

C. dubliniensis tem uma distribuicdo global e estd principalmente associada com
candidiase oral em infectados pelo virus HIV (virus da imunodeficiéncia humana)
(SULLIVAN et al.,, 1995). Embora a maioria dos isolados de C. dubliniensis serem
suscetiveis aos azdlicos, cepas resistentes foram recuperadas de cavidade oral de pacientes
infectados com o HIV, com candidiase orofaringea e exposicdo prévia ao fluconazol
(MORAN et al.,, 1997; KIRKPATRIC et al.,, 1998). O uso indiscriminado de agentes
antifangicos azolicos pode ter contribuido para o desenvolvimento de microrganismos
altamente resistentes, principalmente em espécies que sdo mais propensas a desenvolver
resisténcia a agentes como o fluconazol (MARTINEZ et al., 2002). Testes de susceptibilidade
antifangica revelaram altos niveis de resisténcia aos azélicos entre isolados de C. dubliniensis
em comparacdo com C. albicans (CHUNCHANUR et al., 2009). A substituicdo de C.
albicans por C. dubliniensis é conhecida por ocorrer em pacientes tratados com fluconazol. A
pressao antiflngica exercida por esta droga influéncia a ecologia microbiana nestes pacientes,
espécies que sdo mais capazes de se adaptar a pressdo antifungica persistem sobre aqueles que
sdo reprimidas pelo tratamento (HAMZA et al., 2008).

Neste estudo, nos investigamos a atividade in vitro das equinocandinas frente duas
espécies distintas (C. dubliniensis e C. albicans) e atividade das equinocandinas e azo6licos
frente a isolados de C. dubliniensis sensiveis (FS) e resistentes (FR) ao fluconazol. Em muitos
estudos, tem-se observado a potente atividade das equinocandinas contra varias espécies de
Candida tais como, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. dubliniensis
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; PFALLER et al., 2011b; GARCIA-AGUDO et al.,
2012). Além disso, esta classe de antifungicos ja demonstrou atividade contra C. dubliniensis
com menor sensibilidade ao fluconazol (PFALLER et al.,, 1999). No presente estudo
observamos uma excelente atividade das trés equinocandinas contra C. albicans e C.
dubliniensis FS. Considerando os breakpoints estabelecidos pela M27-S4 e M27-S3, 100%
dos isolados foram suscetiveis a esses antifungicos, e uma menor sensibilidade a esses
antifangicos foi observada em C. dubliniensis FR, mas ainda assim, 100% dos isolados
permaneceram suscetiveis. O mesmo ja foi observado em isolados de C. glabrata resistente ao
fluconazol (MARIO et al., 2012). Krause e colaboradores (2004) em uma comparacdo de
fluconazol com anidulafungina, verificaram uma melhoria da taxa de sucesso do tratamento

com o uso de anidulafungina, mesmo nos casos envolvendo espécies fluconazol sensiveis, tais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chunchanur%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19805956

55

como C. albicans e C. tropicalis. Além disso, anidulafungina tem sido mostrada ativa contra
biofilmes de Candida spp. (PEMAM et al., 2008).

Em contraste com nosso estudo, Muller e colaboradores (2001) observaram maiores
CIMs para micafungina em isolados de C. dubliniensis do que em C. albicans. No entanto, em
conformidade, micafungina manteve-se ativa contra essas duas espécies de Candida. Estudos
relatam a micafungina como tendo melhor atividade, que as demais equinocandinas, contra C.
lusitaniae (CANTON et al., 2013), C. parapsilosis e C. guilliermondi (AXNER-ELINGS et
al, 2011). Além disso, a micafungina tem demonstrado atividade contra Candida spp.
resistentes aos azolicos (IKEDA et al., 2000; TAWARA et al., 2000)

A caspofungina demonstra atividade contra isolados de C. dubliniensis sensiveis e
resistentes ao fluconazol (PFALLER et al., 1999; PEREA et al., 2002). Neste estudo foi
observado um aumento das CIMs para C. dubliniensis resistente ao fluconazol, mesmo com
esse aumento, a caspofungina permaneceu ativa frente a esse grupo, apresentando-se em
conformidade com os estudos prévios. Essa diminui¢do da sensibilidade a caspofungina em
espécies como C. albicans e C. krusei € atribuida a muta¢6es no gene Fks1, gene que codifica
a enzima 1,3-BD-glucana-sintase (PARK et al., 2005). No entanto, ja se tem relato de C.
krusei resistente as equinocandinas (HAKKI et al., 2006) e C. parapsilosis resistente a
anidulafungina (PFALLER et al, 2013), sem alteracdo no gene Fks, mostrando assim que
devem existir outros mecanismos de resisténcia ligados as equinocandinas.

Em biofilmes de C. albicans que foram primeiramente expostos ao fluconazol, foram
observadas diminuicdo da eficacia das equinocandinas. A diminuicdo da atividade antiflngica
do fluconazol foi dependente da concentracdo do mesmo, em concentracdes elevadas,
observou-se uma maior resisténcia a caspofungina. Além disso, foi observado que varios
isolados clinicos de C. albicans ap6s tratamento com fluconazol também evidenciaram maior
resisténcia a caspofungina, mas o mesmo ndo foi observado C. glabrata e C. dubliniensis.
Este fendbmeno esta relacionado a inducdo de respostas ao estresse celular mediadas por
Hsp90 (SARKAR et al., 2014). Hsp90 possui um importante papel na mediacdo da resisténcia
fangica, na tolerancia as equinocandinas e potencializa a resisténcia aos azolicos em C.
albicans (SINGH et al., 2009).

Os azolicos, tem demonstrado boa atividade frente aos isolados de Candida spp. e
Aspergillus spp. (PFALLER et al., 2013) e em espécies de Candida resistentes ao fluconazol
(JOHNSON & KAUFFMAN, 2003). Itraconazol, voriconazol e posaconazol séo ativos contra
isolados de C. dubliniensis sensiveis ao fluconazol (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003;
PFALLER et al., 2004b; ESPINEL-INGROFF et al., 2005), e isolados de C. dubliniensis
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resistente ao fluconazol (MORAN et al., 1997, KIRKPATRICK et al., 1998). Mas, estudos ja
observaram resisténcia cruzada entre os triazolicos em isolados de C. dubliniensis (SCHEID
et al., 2012; PFALLER et al, 2013). Neste estudo, foi bem evidenciada resisténcia cruzada de
fluconazol com itraconazol nos isolados de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol. O que
vai de conformidade com estudos realizados por Cartledge e colaboradores (1997) e Cuenca-
Estrella e colaboradores (1999), mas contraria o estudo documentado de Perea e
colaboradores (2002), onde ndo foi observada resisténcia cruzada com itraconazol em
isolados de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol. A resisténcia cruzada com voriconazol
ndo foi observada se utilizarmos os parametros do documento M27-S3, ocorrendo somente
uma diminuicdo da suscetibilidade para esse antifingico. No entanto, quando utilizado o
cutoff epidemioldgico, € observada resisténcia cruzada com voriconazol em 22,7% dos
isolados, o posaconazol foi 100% ativo frente aos grupos estudados, com base nos cutoff
epidemioldgico.

Estudos moleculares mostraram que 0 mecanismo de resisténcia priméaria de isolados
de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol obtidas in vitro é a regulacdo positiva dos
principais mediadores Mdrlp (MORAN et al., 1998; PEREA et al., 2002), os genes MDR1
parece ser especifico para fluconazol, enquanto que genes CDR parecem remover da célula
fangica uma gama de antifngicos azolicos (SANGLARD et al., 1995; MORAN et al., 1998;
WHITE et al., 1998). A regulacdo positiva concomitante dos genes CDR e ERG11 foi
encontrado em isolados de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol (PEREA et al., 2002). A
resisténcia cruzada de fluconazol com outros azolicos € um achado incomum em isolados de
C. dubliniensis resistentes (SULLIVAN et al., 2004). Tem-se relatos Aspergillus fumigatus,
isolado de paciente com fibrose cistica em tratamento com itraconazol, multi-resistente aos
azélicos (itraconazol, posaconazol, voriconazol, ravuconazol), mas suscetiveis a anfotericina
B e caspofungina (ARENDRUP et al., 2008).

As infecgdes causadas por espécies menos frequentes de Candida tém aumentado nos
ultimos anos (DIEKEMA et al., 2009) e tem-se tornado uma importante causa de infec¢fes
hospitalares, afetando principalmente pacientes imunocomprometidos (STEFFAN et al.,
1997). Estas infeccdes mostram uma alta taxa de mortalidade (STEFFAN et al. 1997; ST-
GERMAIN et al., 2001; PEMAN et al., 2005). Assim, ao invés deste estudo definir
conhecimentos, levanta-se questionamentos da falta de defini¢bes para espécies importantes
como C. rugosa, C. lusitaniae, C. nivariensis e C. bracarensis. E oportuno enfatizar que
fungemia devido a espécie C. rugosa pode estar associada com uma alta taxa de mortalidade

(BHERA et al., 2010) e continua a ser uma causa frequente de infeccdo da corrente sanguinea
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(MINCES et al., 2009). Estudos sugerem que isolados C. rugosa podem apresentar
sensibilidade diminuida ao fluconazol e ao voriconazol (PFALLER et al., 2006b; PFALLER
etal., 2010),

Outra espécie importante é C. lusitaniae que tem sido associada com uma alta taxa de
mortalidade (CLANCY et al., 1996) e com candidemia, principalmente em pacientes com
doencas malignas hematoldgicas, também foi classificado como um agente de surtos
nosocomiais (ATKINSON et al., 2008; DIMOPOULOS et al., 2008). C. lusitaniae possui
propensdo a desenvolver resisténcia a anfotericina B durante a terapia (PAPPAGIANIS et
al.,1979; MINARI et al., 2001; FAVEL et al., 2003) e resisténcia aos azolicos (NGUYEN et
al 1996; MINARI et al., 2001; LOCKHART et al., 2012) e a caspofungina (DESNOS-
OLLIVIER et al., 2011) também ja foram relatadas.

Na mesma linha de reduzida sensibilidade e sérias dificuldades terapéuticas e com
crescentes taxas de mortalidade, inclui-se C. nivariensis e C. bracarensis, dois novos
patdgenos emergentes (ALCOBA-FLOREZ et al., 2005; WARREN et al., 2010). Candida
nivariensis tem sido relatada como fluconazol resistente (FUJITA et al., 2007) e € importante
ressaltar que essa espécie tem sido descrita com menor sensibilidade a agentes antifingicos
azdlicos e flucitocina, quando comparado com C. glabrata (BORMAN et al., 2008). Para C.
bracarensis, ja foi-se observado um isolado com elevado CIM para anfotericina
(LOCKHART et al., 2009).

Além do exposto acima, com 0s novos breakpoints estabelecidos questiona-se ainda
como fica a interpretacdo dos testes comercialmente disponiveis (E-test, sensititre yeast-one)
e anteriormente aprovados para uso clinico, pois, por ocasido de sua aprovacdo baseou-se na
correlacdo com os breakpoints gerais da M27-S3. Logo, é preciso que sejam avaliados e
comparados por métodos de referéncia para comprovar a confiabilidade dos resultados das
CIMs (BOURGEOIS et al., 2014).



6. CONCLUSAO

A avaliagdo da suscetibilidade de C. dubliniensis aos antiflngicos permitiu verificar

que:

- C. albicans foi sensivel as equinocandinas, voriconazol, itraconazol e ao posaconazol, com
base nos documentos M27-S4, M27-S3 e no cutoff epidemioldgico, respectivamente.

- C. dubliniensis fluconazol sensivel foi sensivel as equinocandinas, voriconazol e itraconazol
com base no M27-S3 e sensivel ao posaconazol com base no cutoff epidemioldgico. No
entanto, ao considerar cutoff epidemioldgico para micafungina, observou-se 9,09% de
isolados nédo sensiveis a esse antifungico.

- C. dubliniensis fluconazol resistente foi sensivel as equinocandinas, ao voriconazol, porém
foi 100% resistente ao itraconazol com base no M27-S3 e foi sensivel ao posaconazol com
base no cutoff epidemioldgico. Ao considerar os cutoffs epidemioldgicos para anidulafungina,
micafungina e voriconazol observou-se 4,54%, 31,08% e 22,7% de isolados ndo sensiveis a
esses antiflngicos, respectivamente.

- Anidulafungina e micafungina apresentaram menores CIMs do que caspofungina. Entre os
azélicos as menores CIMs, foram observadas para o0 posaconazol.

- Ao interpretar as CIMs, tomando-se por base os cutoffs epidemioldgicos, houve diferenca
nas interpretagdes dos perfis de suscetibilidade, isolados anteriormente classificados como

sensiveis passaram a ser classificados como resistentes.
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8 LISTA DE ANEXOS

Tabela 1. Suscetibilidade (ug/mL) de isolados de Candida dubliniensis sensiveis ao
fluconazol frente a anidulafungina (ANF), caspofungina (CPF), micafungina (MCF),
voriconazol (VRC), posaconazol (POSA), itraconazol (ITZ), fluconazol (FLU).

Isolados CIMANF CIMcpr  CIMMCF  CIMVRC CIMposA  CIMITRA  CIMFLU

Cdo1S 0,004 0,0625 0,0040 0,004 0,002 0,008 0,125
Cd02S 0,004 0,0625 0,0160 0,008 0,004 0,015 0,250
Cd03S 0,004 0,0625 0,0160 0,004 0,002 0,008 0,250
Cd04S 0,008 0,0625 0,0320 0,004 0,002 0,008 0,125
Cd05S 0,016 0,1250 0,0320 0,004 0,002 0,015 0,125
Cd06 S 0,008 0,1250 0,0160 0,004 0,002 0,008 0,125
Cd07S 0,016 0,1250 0,0625 0,008 0,002 0,015 0,500
Cd 08 S 0,016 0,1250 0,0160 0,008 0,002 0,030 0,250
Cd09S 0,008 0,1250 0,0160 0,004 0,002 0,060 0,125
Cd10S 0,004 0,2500 0,0320 0,004 0,002 0,125 0,125
Cd11S 0,032 0,5000 0,1250 0,002 0,002 0,125 0,125
Cd12sS 0,032 0,5000 0,0625 0,008 0,002 0,015 0,250
Cd13S 0,016 0,2500 0,0320 0,004 0,002 0,008 0,250
Cd14S 0,032 0,1250 0,0625 0,002 0,002 0,060 0,250
Cd15S 0,008 0,0625 0,0320 0,016 0,004 0,060 0,250
Cd16S 0,016 0,1250 0,0320 0,004 0,004 0,060 0,500
Cd17S 0,008 0,0625 0,0320 0,002 0,002 0,030 0,250
Cd18S 0,008 0,0625 0,0080 0,004 0,002 0,015 0,125
Cd19S 0,016 0,1250 0,1250 0,004 0,002 0,060 0,500
Cd20S 0,008 0,1250 0,0625 0,004 0,002 0,030 0,125
Cd21S 0,016 0,1250 0,0320 0,004 0,002 0,060 0,125
Cd22S 0,008 0,0625 0,0320 0,008 0,002 0,030 0,500

CIM: Concentracao Inibitéria Minima, Cd: Candida dubliniensis, S: Sensiveis.
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Tabela II: Suscetibilidade (ug/mL) de isolados de Candida dubliniensis resistente ao
fluconazol frente a anidulafungina (ANF), caspofungina (CPF), micafungina (MCF),
voriconazol (VRC), posaconazol (POSA), itraconazol (ITZ), fluconazol (FLU).

Isolados CIMANF CIMcCPF CIMMcrF CIMvRC CIMposA CIMiTz CIMFLZ

Cd0O1R 0,032 0,25 0,016 0,016 0,016 16,0 64,00
Cd02R 0,016 0,25 0,128 0,008 0,008 16,0 64,00
CdO3R 0,008 0,25 0,016 0,016 0,008 4,00 128,0
Cd04R 0,016 1,00 0,128 0,064 0,008 16,0 64,00
CdO5R 0,016 0,50 0,016 0,064 0,008 8,00 128,0
Cd 06 R 0,032 0,50 0,064 0,016 0,008 16,0 128,0
Cd07R 0,032 0,50 0,064 0,008 0,016 16,0 128,0
Cd 08 R 0,064 0,50 0,128 0,016 0,008 8,00 128,0
CdO09R 0,032 1,00 0,064 0,032 0,008 8,00 128,0
Cd10R 0,032 1,00 0,256 0,008 0,008 8,00 64,00
Cd11R 0,032 1,00 0,064 0,512 0,125 16,0 64,00
Cd12R 0,016 0,50 0,032 0,032 0,008 8,00 128,0
Cd13R 0,032 0,50 0,064 0,016 0,008 8,00 64,00
Cd14R 0,064 0,50 0,128 0,256 0,032 8,00 64,00
Cd15R 0,016 0,50 0,032 0,032 0,008 16,0 128,0
Cd16 R 0,064 0,50 0,064 0,016 0,016 8,00 64,00
Cd17R 0,064 0,50 0,128 0,016 0,008 16,0 128,0
Cd18R 0,016 0,50 0,016 0.008 0,008 8,00 64,00
Cd19R 0,256 1,00 0,128 0,256 0,032 16,0 64,00
Cd20R 0,032 1,00 0,064 0,008 0,008 16,0 64,00
Cd21R 0,032 0,50 0,032 0,008 0,008 16,0 64,00
Cd22R 0,008 0,25 0,016 0,008 0,008 8,00 128,0

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima, Cd: Candida dubliniensis, R: Resistente.
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Tabela I11: Suscetibilidade (ug/mL) de isolados de Candida albicans sensiveis ao fluconazol
frente a anidulafungina (ANF), caspofungina (CPF), micafungina (MCF), voriconazol (VRC),

posaconazol (POSA), itraconazol (ITZ), fluconazol (FLU).

Isolados CIMANF  CIMcprF CIMMCF CIMVRC CIMpPOSA CIMITZ CIMFLZ
Ca0l1S 0,064 0,1250 0,064 0,0625 0,030 0,0625 0,250
Ca02S 0,064 0,1250 0,064 0,1250 0,030 0,1250 1,000
Ca03S 0,064 0,1250 0,064 0,0625 0,008 0,0300 0.500
Ca04S 0,064 0,2500 0,064 0,0625 0,030 0,0625 0,250
Ca05S 0,016 0,2500 0,032 0,1250 0,030 0,1250 1,000
Ca06 S 0,032 0,1250 0,032 0,0300 0,030 0,1250 0,125
Ca07S 0,032 0,1250 0,032 0,0300 0,016 0,0300 0,500
Ca08 S 0,064 0,1250 0,064 0,0625 0,030 0,0625 0,500
Ca09S 0,032 0,1250 0,032 0,0300 0,030 0,1250 0,500
Cal0S 0,016 0,1250 0,032 0,0300 0,016 0,1250 0,125
CallS 0,016 0,2500 0,064 0,0625 0,016 0,0625 0,500
Cal2sS 0,016 0,2500 0,064 0,0625 0,030 0,0625 1,000
Cal3S 0,064 0,2500 0,064 0,0300 0,030 0,1250 2,000
Cal4dsS 0,016 0,2500 0,032 0,0625 0,016 0,0625 0,125
Cal5S 0,016 0,2500 0,064 0,0300 0,030 0,1250 0,500
Cal6S 0,032 0,1250 0,064 0,0300 0,016 0,0625 0,125
Cal7s$S 0,032 0,1250 0,032 0,0160 0,008 0,0625 2,000
Cal8S 0,016 0,0625 0,032 0,0160 0,032 0,1250 2,000
Cal9S 0,016 0,1250 0,064 0,0300 0,008 0,1250 2,000
Ca20S 0,016 0,1250 0,016 0,0300 0,008 0,0625 0,500
Ca2l$S 0,016 0,1250 0,032 0,0160 0,008 0,1250 1,000
Ca22S 0,016 0,1250 0,064 0,0625 0,030 0,1250 0,250
Ca23S 0,016 0,1250 0,032 0,0300 0,030 0,1250 0,250
Ca24S 0,032 0,2500 0,064 0,0625 0,016 0,0625 2,000
Ca25S 0,016 0,1250 0,032 0,0625 0,016 0,0625 0,250
Ca26S 0,008 0,1250 0,032 0,0160 0,008 0,0625 0,250
Ca27S 0,032 0,2500 0,064 0,1250 0,030 0,1250 0,500
Ca28S 0,032 0,1250 0,032 0,0625 0,030 0,1250 0,500
Ca29S 0,032 0,1250 0,032 0,0625 0,016 0,0625 0,250
Ca30S 0,016 0,2500 0,016 0,0160 0,016 0,1250 0,250

CIM: Concentracéo Inibitoria Minima, Ca: Candida albicans, S: Sensiveis.



