op

A

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

SANDRA SAYURI NAKAMURA

Diversidade fenotipica e genotipica em isolados vaginais da levedura

Candida glabrata

Maringa
2012



SANDRA SAYURI NAKAMURA

Diversidade fenotipica e genotipica em isolados vaginais da levedura

Candida glabrata

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacéo
em Ciéncias da Saude do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Estadual de Maringa, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude

Area de concentracdo: Doencas Infecciosas e Parasitarias

Orientador: Prof? Dr.? Terezinha Inez Estivalet
Svidzinski

Maringa
2012



FOLHA DE APROVACAO

SANDRA SAYURI NAKAMURA

Diversidade fenotipica e genotipica em isolados vaginais da levedura

Candida glabrata

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias da Salude do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Maringd, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude pela Comissao Julgadora composta pelos
membros:

COMISSAO JULGADORA
Prof®. Dr®. Terezinha Inez Estivalet Svidzinski
Universidade Estadual de Maringa (Presidente)

Prof®. Dr®. Melyssa Fernanda Norman Negri
Universidade Estadual de Maringa

Prof®. Dr®. Eliana Valéria Patussi
Universidade Estadual de Maringa

Defesa em: Dezembro de 2012.
Universidade Estadual de Maringa


javascript:abreDetalhe('K4733511T2','Melyssa_Fernanda_Norman_Negri',218062)

DEDICATORIAS

A minha amada familia
Ao meu eterno amor Willian



AGRADECIMENTOS

A Deus que sabiamente me guiou onde quer que eu fosse para que este sonho se tornasse

realidade;

Ao0s meus pais, Haruo Mauro Nakamura e Judite Mikie Kikuta Nakamura, um amor
incondicional, sem limite. Jamais mediram esforcos, trabalho, noites sem dormir, dias sem
descanso para a realizagdo deste sonho!!!

Ao meu futuro esposo Willian Fukumoto de Vasconcelos. Um companheiro que junto chorou,
sofreu, estudou, ndo dormiu, ndo comeu, viajou, sentiu saudade, cansaco e agora juntos vamos

sorrir e rir com esta conquista!!!!

Aos meus irmaos Simone Harumi Nakamura e Henrique Massaharu Nakamura, pelo apoio e

incentivo todos os dias.

Aos meus futuros sogros.

Ao meu bebé Nina, um animalzinho que mesmo sem falar a lingua dos homens, me ensinou

que com amor podemos entender qualquer linguagem.

A minha orientadora Dr?. Terezinha Inez Estivalet Svidzinski pela oportunidade, carinho,

amizade. A nossa mae da micologia.

Aos amigos Pat, Janine, Eliane, Eliana, Paulo, Lilian, Fran, Dri, Pamela, Waylla.

Aos amigos, funcionarios e professores que conheci ao longo desta caminhada!!!!Professoras
Dr®. Valéria Patussi e Dr®. Eliana Shimautti, Meire e Celina do laboratério de Citologia
Clinica, a nossa querida Olivia sempre tdo dedicada e paciente!

A CAPES

Muito Obrigada a todos!!!



EPIGRAFE

Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendao uma gota de agua no mar, mas o mar
seria menor se Ihe faltasse uma gota de agua.

(Madre Teresa de Calcuta)



Diversidade fenotipica e genotipica em isolados vaginais da levedura

Candida glabrata

Resumo
Nos ultimos anos tem ocorrido um aumento de infecgbes fungicas em humanos
comprometendo diferentes sitios, incluindo a candidiase vulvovaginal (CVV) que é uma
infeccdo de vulva e vagina que acomete 25% da populagdo feminina em geral. Estima-se que
75% das mulheres terdo pelo menos um episdédio de CVV na vida. A espécie mais comum é
Candida albicans, mas tem aumentado a incidéncia de CVV por Candida ndo-Candida
albicans (CNCA) principalmente Candida glabrata. Apesar disso, os estudos sdo geralmente
voltados para C. albicans enquanto C. glabrata é pouco conhecida, exceto pela sua resisténcia
inata aos azodis. Neste cenario o objetivo deste trabalho foi a avaliagdo genotipica e a analise
de alguns fatores de viruléncia em C. glabrata isoladas de CVV. Foram analisados 60
isolados de C. glabrata pertencentes a um banco de leveduras da micoteca da Universidade
Estadual de Maringa-Maringa, Parand. Apés a identificacdo classica das leveduras foi
realizado o teste de sensibilidade antifingica frente a fluconazol, itraconazol, nistatina e
anfotericina B de acordo com o documento M27-A3. A avaliacdo genotipica foi feita por
PCR-RAPD com os iniciadores OPA18, P4 e OPE18 que mostraram bom indice de
similaridade entre si. Foram determinadas as seguintes caracteristicas fenotipicas:
hidrofobicidade da superficie celular, aderéncia sobre diferentes superficies como
poliestireno, anel vaginal e em células epiteliais vaginais humanas e a capacidade de formar
biofilme. Ndo encontramos nenhuma correlacao entre os fatores de viruléncia analisados, bem
como nao houve grupamento genotipico de relevancia. Ao contrario, chamou a atencdo a
diversidade em todos os resultados, sugerindo uma expressiva plasticidade fenotipica e
genotipica de C. glabrata isolada de CVV. Essa caracteristica, ainda ndo relatada, deve
refletir a alta capacidade de adaptacdo dessa espécie a diferentes pressdes seletivas e

possivelmente justifique o aumento de sua incidéncia.

Palavras- chave: C. glabrata, fatores de viruléncia, biofilme, aderéncia, RAPD



Phenotypic and genotypic diversity in vaginal isolates of Candida glabrata

Abstract

Over the last few years there has been an increase in the number of fungal infections affecting
different sites in human including the vulvovaginal candidiasis (VVC) that is an infection of
vulva and vagina affecting 25% of woman. It is estimated that 75% of women will have at
least one episode of fungal vaginitis. Candida albicans is the most common species, but it has
been increasing the incidence of VVC by non-albicans Candida, especially C. albicans.
Moreover there has been observed an increase in the incidence of vulvovaginal candidiasis in
non-albicans Candida species. C. glabrata is little known except by their innate resistance to
azoles. In this scenario the objective of this study was the genotypic evaluation and the
analysis of some virulence factors in C. glabrata isolated from VVC. We analyzed 60 isolates
of C. glabrata which are maintained in a bank of yeasts at Universidade Estadual de Maringa,
Maringa, Parana. For the genotypic characterization was used the PCR-RAPD assay by using
the primers OPA18, P4 and OPE18, which showed a good similarity index. It was not found
correlation between the analyzed virulence factors as well there was no genotypic grouping of
relevance. The other hand, the diversity of the results was highlighted, suggesting an
expressive phenotypic and genotypic plasticity of C. glabrata isolated from VVC. That
characteristic, which was not related until the present, might reflect the high capacity of
adaptation of this specie to different selective pressure and it probably can justify the increase
of its incidence.

Keywords: C. glabrata, virulence factors, biofilm, adherence, RAPD
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CAPITULO |

CANDIDIASE VULVOVAGINAL

Nos ultimos trinta anos tem aumentado a incidéncia de infeccGes flangicas em
humanos (Lass-Llol, 2009) tanto infecgdes de pele, cabelo, unhas, mucosa quanto infecgdes
sistémicas. Ha indmeros fatores que contribuem, como a propria pratica médica, com
tratamentos que deprimem o sistema imunoldgico do paciente, processos invasivos e uso de
antibioticos de grande espectro de acdo (Hagerty et al., 2003; Kojic e Darouiche, 2004).
Havia um predominio das candidiases causadas por Candida albicans (Calderone, 2002), no
entanto, nas Gltimas duas décadas este quadro vem mudando, sendo cada vez mais frequente
espécies Candida ndo-Candida albicans (CNCA) (Manzano-Gayosso, 2008; Ruan e Hsueh,
2009) como C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (Samaranayake et al, 2002; Bassetti
et al.,, 2006). Contudo, é importante ressaltar que existem variacdes na distribuicdo das
espeécies de acordo com a regido geogréafica (Colombo et al., 2007).

Candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo de vulva e vagina que causa Varios
desconfortos fisicos e econdmicos para a mulher além de interferir na atividade sexual (Sobel
et al., 1998; Eschenbach e David, 2004). Esta infec¢do acomete 25% da populacdo feminina
em geral, e é a segunda maior causa de disturbios genitais femininos (Galle e Gianinni, 2004;
Rosa e Rumel, 2004). Estima-se que cerca de 75% das mulheres terdo ao menos um episodio
de vaginite fangica durante a vida reprodutiva, destas 40 a 50% teriam uma segunda infeccéao
e 5% delas desenvolveriam a forma recorrente (CVVR) (Fidel e Sobel, 1996; Ferrer, 2000;
Schaller, 2006) embora as condi¢des que favorecam a recorréncia sejam ainda desconhecidos.
A CVV € um dos diagnosticos mais frequentes na préatica didria em ginecologia e sua
incidéncia tem aumentado sensivelmente. Representa 20-25% das infeccBes vaginais e é

precedida apenas pela vaginose bacteriana (Corsello et al., 2003).

Candida spp

O género Candida é colonizador ubiquo dos seres humanos e de outros animais de
sangue quente. Esta levedura reside primariamente no trato gastrointestinal, mas também pode
ser encontrada como comensal na vagina, uretra e pele. Pertence ao reino Fungi e ao filo
Deuteromycotina (Sidrim e Roccha, 2004). Este género atualmente possui em torno de 200
espeécies, e caracteriza-se por serem micro-organismos unicelulares, eucariotos. A reproducdo

¢ assexuada, por brotamento. As células sdo globdides, elipsoides ou cilindricas. As espécies
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do género Candida podem apresentar hifas ou pseudohifas (Sidrim e Roccha, 2004). Estudos
indicam que em CVV, Candida albicans é a espécie mais frequente, respondendo por 80 a
90% dos casos (Dan et al., 2002; Richter et al., 2005). Entretanto nos ultimos anos tem se
verificado a crescente incidéncia por espécies CNCA (Martens, et al., 2004, Tamura et al.,
2007; Paiva et al., 2012), principalmente C. glabrata, C. tropicalis, C. guillermondi (Ozcan et
al., 2006) indicando uma tendéncia de mudanca na etiologia da CVV apo6s décadas de

predominio por C. albicans (Martens et al., 2004).

Candida glabrata

Depois de classificada no mesmo género, C. glabrata e C. albicans foram separadas
em espécies distintas. No entanto, entre C. glabrata e Saccharomyces cerevisiae existem
grandes caracteristicas sugerindo assim uma proximidade entre essas espécies (Calderone e
Fonzi, 2001).

C. glabrata apresenta-se apenas na forma leveduriforme, fermenta e assimila glicose e
trealose. Além disso, trata-se de uma espécie hapldide (Fidel et al., 1999). Entre a C. glabrata
e C. albicans ha uma diferenca marcante, a presenca de hifas (Calderone e Fonzi, 2001).

Até alguns anos C. glabrata foi considerada um micro-organismo ndo patogénico. No
entanto, recentemente houve uma mudanc¢a para 0 quadro patogénico (Hajjeh et al., 2004)
tornando-se assim um micro-organismo emergente (Li et al., 2007). C. glabrata se destaca
entre as espécies CNCA, pois é a segunda espécie mais frequente como agente de CVV. Esse
fato confere grande importancia para o estudo dessa espécie e a busca por novas opgdes
terapéuticas devido a sua maior tolerancia aos azois, principalmente o fluconazol (Sojakova et
al., 2004).

Apesar deste cenario, os estudos sobre a etiofisiopatogenia da CVV tém sido
centrados em C. albicans. Pesquisas relacionadas especificamente a C. glabrata em CVV séo
escassos e de extrema importancia. A caracteristica hidrofébica dessa espécie esta
intimamente relacionada com a sua capacidade de aderéncia em dispositivos médicos
(Tamura et al., 2007). Além disso, na maioria dos casos de infec¢do por C. albicans a espécie

mais encontrada em casos de co-infec¢do é C. glabrata.

GENOTIPAGEM
O estudo da epidemiologia molecular é de grande importancia. Uma variedade de
métodos de genotipagem de leveduras estdo disponiveis. Entre outros métodos, a técnica de

Amplificacdo Randdmica de DNA Polimorfico (RAPD) é bastante utilizada e util em estudos
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de microevolugdo, patogenicidade e epidemiologia. Estudos epidemioldgicos recentes vém
mostrando o aumento na incidéncia de C. glabrata em CVV (Mahamouudi et al., 2011).
Entretanto, apesar dessa alta incidéncia, existem poucos relatos na literatura que associam
genotipagem e fatores de viruléncia.

A tipagem molecular deve permitir a discriminagdo de isolados né&o relacionados,
reconhecer a mesma cepa em isolados independentes e finalmente identificar isolados
altamente relacionados, mas nao idénticos como aqueles que se diferem por microevolugdo. A
técnica de RAPD é destaque na tipagem molecular na avaliacdo da relacdo de cepas do género
Candida spp na qual a utilizacéo de iniciadores pequenos, em média 10 pares de bases (Soll,
2000; Koga-Ito et al., 2006) gerando uma arvore filogenética ou dendrograma (Marol e
Yucesoy, 2007) e um indice de similaridade (Sag) que varia entre 0 e 100 no qual valores
entre 0.001 e 0-9 representam coeficientes crescentes de similaridade entre as amostras (Soll,
2000). RAPD é uma técnica comparavel a outras metodologias mais complexas mesmo em
situacdes onde ndo ha evidéncia fenotipica de diferenciacdo entre os mesmos (Koga-Ito et al.,
2006).

FATORES DE VIRULENCIA

O desenvolvimento da CVV é o resultado de uma interessante relacéo parasita/hospedeiro.
Pois além dos fatores inerentes a mulher como AIDS, diabetes mellitus, uso de antibi6tico
terapia ou de anticoncepcionais orais, algumas propriedades intrinsecas das leveduras
consideradas como fatores de viruléncia também estdo envolvidas na sua capacidade de
causar CVV.

Entre outros, a hidrofobicidade de superficie celular (HSC), aderéncia a tecidos humanos,
capacidade de formar biofilme sdo atributos classificados entre 0s mais importantes na
viruléncia de Candida spp (Fidel et al., 1999).

Séo frequentes estudos in vitro sobre leveduras em células epiteliais orais (Polaquini et al.,
2006; Roumen, 2007). No entanto, o comportamento, especialmente de CNCA sobre células
epiteliais vaginais humanas (CEVH), ainda é pouco conhecido e consequentemente, 0s

mecanismos pelos quais a colonizacdo do epitélio vaginal por leveduras evolui para CVV.

HIDROFOBICIDADE DA SUPERFICIE CELULAR
A hidrofobicidade da superficie celular (HSC) é um fator de viruléncia expresso por
leveduras do género Candida spp. A HSC é afinidade ou aversdo que o micro-organismo tem

a agua, que no geral esta relacionada aos mecanismos de aderéncia. Quanto mais hidrofobico
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0 micro-organimo h& uma tendéncia a maior capacidade de ades&o, no entanto esse ndo é o
unico fator envolvido, pois ha interferéncia de outras forcas que podem interferir nesse
processo. A interacdo entre 0 micro-organismo e a superficie em contato sdo dependentes
entre si (Anil et al., 2001).

ADERENCIA E FORMACAO DE BIOFILME

O primeiro passo para o desenvolvimento de uma infeccdo por Candida spp € a
aderéncia na superficie iniciando assim a colonizacdo. A aderéncia atua a favor do micro-
organismo para o estabelecimento da doenca passando de colonizagdo a infeccdo. Inimeros
fatores participam na aderéncia como propriedades protéicas (Chaffin, 2008) e bioquimicas da
membrana celular (Anil et al., 2001). O biofilme é descrito como uma superficie de
associacdo de micro-organismos recobertos por uma matriz que juntos se tornam mais
resistentes a entrada de medicamentos (Baillie e Douglas, 2000; Chandra et al., 2001;
Douglas, 2003); e facilita a distribuicdo de nutrientes (Al-Fattani e Douglas, 2006) e
resisténcia imunoldgica do hospedeiro (Mukherjee e Chandra, 2004) sendo assim considerado
um fator de viruléncia. Em um estudo recente Davit et al. (2010) constataram que a formacao
tridimensional do biofilme esta relacionado com as cepas envolvidas bem como a superficie

de contato.

PLASTICIDADE FENOTIPICA

A doenca causada por C. glabrata e o0 seu tratamento ndo acompanham a mesma
velocidade, devido a escassez de conhecimento sobre a espécie e sua resisténcia inata ao
fluconazol. A mudanca de estado comensal para patoldgico depende de inimeros fatores,
dentre eles a alta capacidade de adaptacdo, ou seja, a plasticidade (Desali, et al., 2011). Desai
et al.,(2011) ao compararem o sequenciamento de C. glabrata e Saccharomyces cerevisiae
mostraram a existéncia de 337 genes ortologos, dentre elas a familia de genes EPA(genes
regulados por &cidos graxos) que codificam proteinas de aderéncia as quais possivelmente
sejam as mesmas utilizadas na interacdo C. glabrata e a célula do hospedeiro. Segundo
Gallegos- Garcia et al. (2012) ao analisarem C. glabrata em diferentes condic6es foi possivel
observar mudangas significativas na expressao dos subtipos dos genes familia EPA. Cepas de
C. glabrata em contato com superficies inanimadas como poliestireno expressam o EPA1 (Li
et al., 2007) ao passo que no contato e aderéncia em célula expressam o EPA6 (Castano et al.,
2005; De Groot et al., 2008), o que lhe confere grande capacidade na instalacdo de uma

infeccdo.
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JUSTIFICATIVA

Estima-se que cerca de 75% das mulheres terdo um episodio de vaginite fungica
durante a vida reprodutiva. A CVV acomete 25% da populacéo feminina em geral. A espécie
mais frequente € C. albicans, no entanto, tem se notado reducéo de casos por C. albicans e
um aumento na ocorréncia de casos por especies CNCA, sendo C. glabrata a segunda espécie
mais encontrada em CVV. Além dos fatores relacionados ao hospedeiro, existem
propriedades intrinsecas das leveduras que promovem sua habilidade de causar CVV. Adesédo
aos tecidos do hospedeiro e a producdo de biofilmes sdo importantes atributos de viruléncia
de espécies de Candida spp. Porém, os mecanismos especificos pelos quais as leveduras
causam CVV ndo estdo completamente compreendidos. Pesquisas relacionadas
especificamente com C. glabrata em CVV sdo escassas, além disso, pouco se sabe sobre sua
epidemiologia molecular relacionando com fatores de viruléncia como a formagdo de

biofilme, hidrofobicidade e aderéncia.

OBJETIVOS
GERAL

O objetivo deste trabalho foi analisar genotipicamente amostras de C. glabrata
isoladas de candidiase vulvovaginal e tentar correlacionar com a capacidade de aderéncia,

formacédo de biofilme e hidrofobicidade da superficie celular.

ESPECIFICOS

Realizar estudos sobre caracterizagdo molecular de C. glabrata isoladas de exudato
vaginal.

Avaliar alguns atributos de viruléncia tais como hidrofobicidade de superficie celular,
capacidade de aderéncia em poliestireno, anel vaginal, células epiteliais humanas, formacao
de biofilme em isolados vaginais de C. glabrata.
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Resumo

Nos ultimos anos tem ocorrido aumento nas infec¢bes fungicas em humanos incluindo a
candidiase vulvovaginal (CVV), uma infeccdo de vulva e vagina que acomete 25% da
populacdo feminina em geral. Estima-se que 75% das mulheres terdo pelo menos um episddio
de CVV na vida. A espécie mais comum é Candida albicans, mas tem aumentado a
incidéncia de CVV por Candida ndo-Candida albicans (CNCA) principalmente C. glabrata.
O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil genotipico e analisar alguns fatores de viruléncia
em C. glabrata isoladas de CVV. Foram incluidos no estudo 60 isolados pertencentes a
micoteca da Universidade Estadual de Maringad-Maringa, Parana. Foi realizado o teste de
sensibilidade antifngica frente a fluconazol, itraconazol, nistatina e anfotericina B de acordo
com o documento M27-A3. A avaliacdo genotipica foi feita por PCR-RAPD com o0s
iniciadores OPA18, P4 e OPE-18. Foi determinada a hidrofobicidade da superficie celular,
aderéncia sobre diferentes superficies e a capacidade de formar biofilme. Nao encontramos
nenhuma correlacdo entre os fatores de viruléncia analisados e ndo houve grupamento
genotipico relevante. A diversidade dos resultados sugere uma expressiva plasticidade
fenotipica e genotipica das leveduras. Essa caracteristica, ainda ndo relatada, deve refletir a
alta capacidade de adaptacdo dessa espécie a diferentes pressbes seletivas e possivelmente

justifique 0 aumento de sua incidéncia.

Palavras- chave: Candida glabrata, RAPD, fatores de viruléncia, biofilme, aderéncia,

antifangicos
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INTRODUCAO

Candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo de vulva e vagina que acomete 25%
da populagio feminina em geral. E a segunda maior causa de distirbios genitais femininos [1,
2]. Estima-se, que 75% das mulheres terdo ao menos um episodio de vaginite fungica durante
a vida reprodutiva, destas 40 a 50% teriam uma segunda infeccéo e 5% delas desenvolveriam
a forma recorrente (CVVR) [3-5].

Numerosos estudos indicam que Candida albicans é a espécie mais frequente,
respondendo por 80 a 90% dos casos de CVV [6-8]. Entretanto nos ultimos anos tem se
verificado a acentuada incidéncia de Candida ndo-Candida albicans (CNCA) [7],
principalmente C. glabrata [7, 9-11]indicando uma tendéncia na mudanca da etiologia da
CVV apos décadas de predominio de C. albicans [7].

E necessario aprimorar o entendimento das razdes porque C. glabrata esta emergindo
como agente de CVV. C. glabrata ¢é eficiente em aderir sobre células epiteliais vaginais
humanas (CEVH) [12] e dispositivos como anel vaginal [13]. Paiva et al. [14] avaliaram
fatores de viruléncia em espécies isoladas de CVV incluindo C. glabrata. Entretanto essa
questdo ainda precisa ser mais bem elucidada, seriam interessantes mais estudos sobre fatores
de viruléncia em C. glabrata de origem vaginal.

Apesar da importancia de C. glabrata na etiofisiopatogenia da CVV muito pouco é
conhecido sobre este cenario, pois os estudos sobre CVV tém sido centrados em C. albicans.
O objetivo deste estudo foi analisar genotipicamente C. glabrata isoladas de amostras
vaginais e avaliar a capacidade de aderéncia, formagdo de biofilme e hidrofobicidade da

superficie celular.
MATERIAS E METODOS

Micro-organismos

Foram analisados 60 isolados clinicos vaginais de C. glabrata de pacientes atendidas
no Laboratdrio de Ensino e Pesquisa da Universidade Estadual de Maringd UEM (UEM) e
que estdo mantidas na micoteca do laboratorio de Micologia Médica da UEM. Essa colecédo
representa 29% das leveduras isoladas de amostras vaginais no periodo.

As leveduras foram conservadas a -20 °C em Sabouraud dextrose caldo (SDC)

contendo 50% de glicerol. Para os ensaios, todos os isolados clinicos foram reativados e a sua
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identificacdo confirmada como C. glabrata pela metodologia classica: fermentacéo,
assimilacdo de carboidratos e morfologia em agar fuba suplementado com Tween 80 a 1%.

Extracdo de DNA gendmico

As leveduras foram cultivadas overnight a 25 °C em meio SDC e o DNA gendmico foi
extraido como descrito por Chong et al. [15], com algumas modificacGes; a quantidade e
pureza foram determinadas por densidade Optica em espectrofotbmetro Azso € Azsor2so,
respectivamente, alem de visualizacdo em gel de agarose a 0,7% em tampao TBE 1X (Tris-
base 90 mmol I*, Acido bérico 90 mmol I, EDTA 2 mmol I pH 8,0).

PCR- RAPD

O DNA genémico foi amplificado usando o0s iniciadores OPA18 (5’
AGCTGACCGT3’), P4 (5-CATCTTCTGGGAGGTAGC-3') e OPE18 (5 GGACTGCAGA
3”) (Gibco BRL), conforme descrito por Lockhart et al. [16]. O volume final da reacéo de
PCR-RAPD foi de 25ul, no qual continham 0,4ul de DNA (10ng pI™), 0,4 pMol I de
iniciador,0,2 mMol I de dNTP (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 1X de tampdo MgCL; e 1,2
unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). As reacGes foram
conduzidas em termociclador (Applied Biosystems). A desnaturacédo inicial ocorreu a 95 °C
por 5 minutos, em seguida foram realizados 42 ciclos cuja temperatura de desnaturacdo era 95
°C por 1 minuto, anelamento 36 °C por 1 minuto e uma temperatura final de extensdo a 72°C
por 5 minutos. Em todas as reac6es foi realizado controle negativo que consiste na auséncia
de DNA gendmico.

O produto da PCR-RAPD foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2% em
tampéo 0,5X TBE (Tris-base 90 mmol I, Acido bérico 90 mmol I, EDTA 2 mmol I pH
8,0) e a corrida eletroforética realizada na seguinte condi¢do: 110V, 60mA por 90 minutos. A
visualizacdo das bandas foi feita em transluminador UV (Loccus Biotecnologia, Br) as
imagens foram capturadas pelo software de captura de imagem (L-Pixlmage, USA). Os géis
foram corados com 1pg ml™ de brometo de etidio (BIOBASIC INC, CA). O padréo de peso
molecular utilizado foi de 100 pb (Invitrogen®, S&o Paulo, Brasil). Somente bandas
reprodutivas e intensas foram utilizadas para a anélise.

Os perfis de PCR-RAPD foram analisados pelo software Bionumerics® versdo 4,6
(Applied Maths). A similaridade foi verificada pelo coeficiente (Sag) entre os padrdes para
cada par de isolados A e B e foi calculada com a formula Spg = 2E/ (2E +a + b), onde E é 0

numero de bandas comuns nos padrdes de A e B, a € o numero de bandas no padréo de a sem
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correlatos em padréo B, e b € o nimero de bandas no padréo B sem correlagdo no padrdo A. A
partir da matriz de similaridade, as unidades foram agrupadas pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-GroupMethod with Arithmetical Average). Um valor da Sag 1,00 indica que
0 padrdo de bandas para a linhagem A ¢ idéntica a B; valores entre 0,80-0,99 representam
isolados clinicos muito semelhantes, mas ndo idénticos, e pode sugerir a microevolucdo de

uma Unica estirpe; valores de Sag menor que 0,80 representam linhagens independentes [15].

Determinacdo da hidrofobicidade em superficie celular (HSC)

A HSC foi determinada pelo teste de adesdo microbiana a hidrocarbonetos (MATH) com
algumas modificacGes [17]. Inicialmente os isolados clinicos foram cultivados em meio YPD
(Yeast-Peptone-Dextrose), composto por extrato de levedura 1%, peptona 2% e dextrose 2%.
As leveduras foram ressuspendidas em tampéao fosfato salina (PBS) em uma densidade Otica
(DO) de 0,5 a 620 nm (Baush & Lomb). A partir desta suspensdo, 1,3 ml foram pipetados
para tubos de vidro e, 100 pl de cada tubo foram distribuidos em microplacas de 96 pocos
(Nunclon, Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark). Foi realizada uma leitura inicial da DO a
620 nm em leitora de microplaca. Ao volume de 1,2 ml restante nos trés tubos, foi adicionado
0,3 ml de n-octano. A mistura foi agitada vigorosamente em vortex por 3 minutos e em
repouso por 15 minutos para separacao das fases. Na sequéncia, 100 pl da fase aquosa inferior
de cada tubo foi cuidadosamente retirado e transferido para pocos de uma nova microplaca e
a leitura final da DO foi obtida sob as mesmas condi¢fes. Tubos sem leveduras serviram
como controle. A porcentagem de HSC foi definida através da férmula %HSC= (1-DO da
fase aquosa final/DO inicial da suspensdo de leveduras) x 100. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. Para a interpretacdo dos resultados adotou-se: Valores < 40%
hidrofobica (HO); entre 40 e 60% hidrofobicidade intermediaria (IN) e > 60% hidrofilica
(HI).

Formacéo de biofilme e avaliacdo da biomassa total

A capacidade de produzir biofilme e avaliacdo da biomassa total foram realizadas
segundo a metodologia descrita por Shin et al. [18], com algumas modificagdes. A partir de
uma cultura recente de cada levedura, em SDA por 18-24horas a 35 °C, foi preparada uma
suspensdo de leveduras em solucdo salina (NaCl 0,85%) estéril (SSE), ajustadas a uma
concentracdo de 3,7x10" (UFC ml™) por meio de contagem em hemocitémetro, e 20 pl da
suspensdo de células foram distribuidos em cada pogo de uma microplaca de 96 pocos,

complementando com 180 pl de SDC com 8% de glicose. Os testes foram realizados em
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quadruplicata, tendo como controle a cepa C. glabrata ATCC 2001. A microplaca foi
incubada em Shaker (Nova Etica, Br) por 60 rpm a 35 °C por 24horas. Em seguida foram
realizadas duas lavagens com agua destilada e feita leitura na leitora de microplacas (Expert
plus-ASYS, UK) a 405 nm. De acordo com a transmitancia encontrada, os isolados clinicos
foram classificados em: 1+ (%T <5); 2+ (%T =20 a 35); 3+ (T = 35 a 50);
4+ (%T > 50).

Aderéncia de C. glabrata

Os ensaios de biofilme e de HSC foram usados para triagem da colecéo de C. glabrata
obtidas de CVV para a realizacdo de ensaios mais especificos. Foram escolhidos quatro
isolados clinicos de acordo com a formacéo de biomassa total e hidrofobicidade, sendo duas
leveduras hidrofdébicas e duas hidrofilicas (uma pouco e outra bastante eficiente para a
producdo de biofilme) em cada categoria, que, juntamente com a cepa ATCC 2001, foram
avaliadas em triplicata nas proximas etapas do estudo. Os isolados de mulheres com sintomas
de CVV receberam a nomenclatura “S” e as leveduras isoladas de mulheres assintomaticas

receberam a nomenclatura “A”.

Aderéncia de C. glabrata em poliestireno

O estudo de aderéncia de C. glabrata sobre microplacas de poliestireno com 96 pogos
(Nunclon, Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark) foi realizado segundo Raut et al. [19], com
algumas modificacdes. As leveduras foram cultivadas em meio de cultura YPD. O nimero de
unidades formadoras de coldnias foi determinado em camara de hemocitémetro em 1x10° ml™
em PBS e 100 pl dessa suspensdo foram incubados, sob agitacdo a 50 rpm em Shaker (Nova
Etica, SP) por 90 minutos a 37 °C. Ap6ds a aderéncia foram realizadas trés lavagens com PBS
a fim de retirar as leveduras fracamente ou ndo aderidas. A avaliacdo da aderéncia foi feita
pela média da contagem das UFC em 10 campos microscopicos (UFC campo™) em
microscopio de luz invertida (Olympus CK 40, objetiva de 40X).

Aderéncia de C. glabrata em anel vaginal

Foi executado o protocolo descrito por Camacho et al. [13] onde, a partir de cultivos
recentes das leveduras em SDA, foram preparadas suspensdes em SSE contendo 2,0x10” UFC
ml™. O anel vaginal (Nuvaring®) foi cortado rigorosamente em tamanhos iguais (0,5 cm).
Cada fragmento do anel vaginal foi colocado em contato com a suspensédo de leveduras sob

agitacdo (1 hora, 120 rpm a 37 °C) e posterior lavagem para separar as leveduras nédo
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aderidas. As leveduras aderidas ao fragmento de anel vaginal foram removidas com o auxilio

de pérolas de vidro e semeadas em SDA para contagem de UFC que desenvolveram.

Aderéncia de C. glabrata em células epiteliais vaginais humanas (CEVH)

CEVH foram obtidas de voluntéria saudavel, com ciclo menstrual regular e em idade
reprodutiva e ndo estava usando nenhum medicamento. O ensaio foi realizado conforme
descrito por lIrie et al. [12] e envolveu cultivo das leveduras em YNB (Yeast Nitrogen Base)
suplementado com galactose. A seguir co-incubacdo de volumes e concentragdes iguais de
leveduras e CEVH 2,0x10° a 30 rpm em agitador Shaker a 37 °C por 1 hora. As células
foram entéo lavadas duas vezes em PBS por centrifugacdo a 1000 g por 10 minutos. Foram
preparadas laminas em duplicata para cada isolado, as quais foram coradas com cristal violeta
e a seguir pela técnica de Papanicolau. Foram consideradas aderidas as leveduras que
apresentavam nitida interacdo com as CEVH, evidenciadas por um halo claro ao seu redor. Os
resultados foram avaliados sob dois parametros: a porcentagem de CEVH que tinham

leveduras aderidas e o namero de leveduras aderidas por CEVH.

Teste de sensibilidade

Microdilui¢do em caldo (MC): foram utilizados os antifingicos fluconazol (Pfizer®),
itraconazol (Janssen), nistatina (Sigma) e anfotericina B (Bristol — Myers Squibb). Solugdes
estoques foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) ou &gua de acordo com a
solubilidade de cada antiflngico e realizadas 10 dilui¢cdes seriadas conforme o documento
M27-A3 do CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute). O meio de cultura utilizado
foi 0 RPMI-1640 (Gibco) tamponado com &cido morfolinopropanosulfénico - MOPS (Sigma)
pH 7,0 e, suplementado com 2% de glicose, como proposto pelo documento EUCAST.

Para o preparo do in6culo as leveduras foram suspensas em SSE e a concentracao
ajustada em espectrofotdmetro para obter a concentracdo final de 0,5 a 2,5 x 10° células mlI™.
O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos (Nunclon, Delta, UK) onde as suspensoes
com leveduras foram testadas com as solucdes antifungicas a 35 °C por 48 horas. Como
controle foi utilizado a cepa padrdo C. glabrata ATCC 2001. A leitura foi realizada em leitora
de microplacas (Expert plus - ASYS) a 490 nm. A concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi
definida como a menor concentracdo do antifungico capaz de promover 50% de inibi¢éo para
os azolicos e 90% de inibicdo para anfotericina B [19]. CIMso e CIMgy foram consideradas

como a concentracgdo capaz de inibir 50% e 90% respectivamente da populagdo estudada.
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A definicdo dos pontos de corte seguiu o determinado no suplemento do documento
M27-A3 — M27-S325 e para os antifungicos nao inclusos, essa interpretacdo foi baseada em
outras referéncias para anfotericina B [20] e cetoconazol [21]. Os resultados foram expressos

em: sensivel (S), sensivel dependente da dose (SDD) e resistente (R).

Andlise estatistica
Para as analises estatisticas foi utilizado ANOVA para a comparacdo dos resultados
dos isolados com o nivel de 95% de confianca. Os testes foram realizados por um software o

Graph Pad Prism® verséo 5,0.

RESULTADOS

PCR-RAPD

Foram gerados trés dendrogramas (Fig. 1-3) de acordo com o tamanho dos fragmentos
amplificados, em pares de bases (pb), pela técnica de PCR-RAPD, com os trés iniciadores
distintos OPA-18, P4 e OPE-18. Os iniciadores OPA-18 e P4 forneceram maior coeficiente de
similaridade (Sag) 0,593+0,191 e 0,564+0,189, respectivamente. O iniciador OPE18
apresentou valor de Sag =0,529+ 0,242. Para a analise dos dendrogramas um Sag de 0,80 € o
limitrofe para relacionar isolados fungicos [15].

N&o houve correlacdo epidemioldgica de acordo com a andlise dos dendrogramas,
entre os isolados estudados para os iniciadores OPA-18 e P4 mesmo com a formacdo de
poucos clusters. Com o iniciador OPE-18 0 Sag foi menor em relagdo aos demais. Ao

correlacionar os trés dendrogramas, ndo foi encontrado nenhuma identidade.

Determinacéo da hidrofobicidade da superficie celular (HSC)

Em uma visdo geral, a populacdo de C. glabrata avaliada mostrou uma tendéncia a
hidrofilia (66,7%). Porém, foram encontrados isolados clinicos com HSC intermediaria e
também hidrofébicos com valores de 23,3% e 10%, respectivamente. Segundo a Figura 4, o
perfil de HSC foi independente se a levedura foi isolada de mulheres com ou sem sintomas de
CVV.

Aderéncia de C. glabrata em poliestireno
O nimero de leveduras aderidas ao poliestireno variou entre 51 e 568 UFC campo™

microscopico. Ao relacionar esses dados com a caracteristica de HSC obteve-se a seguinte
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distribuicdo: HO = 176,2+14,91 UFC campo™, IN = 146,4+23,22 UFC campo’e FI =
135,7+36,63 UFC campo™. Para facilitar a interpretacéo, os resultados de UFC campo™ das

contagens foram agrupados e estdo apresentados na Tabela 1.

Aderéncia de C. glabrata em anel vaginal e CEVH

Em relacéo a capacidade de aderéncia de C. glabrata sobre anel vaginal, os resultados
oscilaram entre 0,83 x 10* e 841 x 10* UFC ml™. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os cinco isolados avaliados (p< 0,0001). Entretanto o resultado desse
parametro ndo apresentou qualquer relagdo nem com a capacidade de formar biofilme sobre
poliestireno, nem quanto @ HSC ou presenga de sintomas da mulher. A Tabela 2 mostra a

comparacao entre os quatro isolados clinicos escolhidos aleatoriamente e a cepa ATCC 2001.

Aderéncia sobre células epiteliais vaginais humanas (CEVH)

O ndmero de leveduras aderidas por cada CEVH variou de 1,04 a 1,31, sem diferencga
significativa (p> 0,05). Por outro lado, a porcentagem de CEVH que permitiram a aderéncia
de C. glabrata oscilou entre 4,5 e 27%, com média de 16,10 +7,82.

A diversidade encontrada entre os quatro isolados clinicos de C. glabrata obtidos de
amostras vaginais, sob cinco parametros fenotipicos, considerados atributos de viruléncia,

podem ser vistos resumidamente na Tabela 2.

Avaliacdo da biomassa total do biofilme
Isolados vaginais de C. glabrata exibiram variabilidade quanto a biomassa total do
biofilme (de + a ++++), entretanto, no geral, a caracteristica é de alta biomassa total, pois a

maioria dos isolados (70%) foi altamente eficiente em formar biofilme (++++).

Teste de sensibilidade

Os resultados quanto a variacdo das CIM, os dados revelam perfil de resisténcia,
principalmente aos azoélicos, dentre eles o fluconazol. Este foi o antifungico que apresentou
maior variabilidade (0,25-64 pg ml™), com CIMs, e CMg elevadas (32 e 64 pg ml™)
respectivamente, refletindo em altos indices de resisténcia (15%) e de sensivel dose-
dependente (73,33%). Comportamento semelhante foi observado para itraconazol. Ja os
poliénicos mostraram taxas de sensibilidade superiores a 90%, especialmente anfotericina B
(Tabela 3).
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DISCUSSAO

Este estudo mostra pela primeira vez a diversidade genotipica e fenotipica de C.
glabrata isoladas de amostras vaginais. Esta analise foi feita tendo como base a analise de
PCR-RAPD e também de alguns atributos de viruléncia. Ambos os parametros exibiram
grande variabilidade entre os isolados, sem tendéncia de agrupamento em relagdo a nenhuma
das caracteristicas avaliadas.

A escassez de publicacbes com esse foco torna dificil uma abordagem comparativa,
porém é possivel discutir nossos achados da seguinte forma: Nenhum atributo da levedura foi
associado quanto ao quadro clinico da mulher, ou seja, as leveduras ndo foram diferentes
conforme a origem, colonizagdo (assintomaéticas) ou infec¢éo (CVV).

A genotipagem com a técnica de Amplificacio Randémica de DNA Polimérfico
(RAPD) ¢ bastante utilizada e, de grande importancia na etiofisiopatogenia de um agravo.
Esta técnica tem sido Util em estudos sobre microevolugdo, patogenicidade e epidemiologia da
candidiase [22]. PCR-RAPD é rotineiramente utilizada para relacionar isolados fungicos [15],
segundo Jain et al., [23] essa técnica fornece informacdes epidemioldgicas equivalentes a
outros métodos moleculares desde que seja calculado o coeficiente Sag. Até onde sabemos,
nosso estudo € inédito na avaliagdo molecular por PCR-RAPD de isolados vaginais de C.
glabrata, com os iniciadores OPA-18, P4 e OPE-18. Segundo Chong et al. [15], quanto
menor 0 Sag, menor sera a correlacdo entre as amostras. Em estudos realizados por Wenjin e
Yifu [24] e Boldo et al. [25] também ndo foram encontrados gendtipos predominantes para a
técnica de PCR-RAPD.

A HSC é um fator de viruléncia expresso por leveduras do género Candida spp. A
HSC ¢ afinidade ou aversdo que o micro-organismo tem a agua, 0 que possivelmente esta
relacionada a fendmenos de aderéncia. O primeiro passo para o desenvolvimento de uma
infeccdo por Candida spp € a aderéncia na superficie iniciando assim a colonizacgéo [26].

Em nosso estudo, com relacdo a HSC, apesar de existirem isolados clinicos
hidrofébicos houve uma tendéncia a hidrofilia (66,7%). Esta caracteristica diverge do que tem
sido observado em estudos prévios com essa espécie, tanto por Paiva et al. [14] com C.
glabrata vaginal, quanto por Camacho et al. [27]. Contudo, ambos estudos empregaram uma
unica amostra deste micro-organismo, isolado da vagina e trato urinario, respectivamente.
Avaliando uma cole¢do maior, este estudo deixou claro que a HSC de C. glabrata de origem
vaginal é independente do quadro clinico, contrariando autores que associam maior viruléncia

de leveduras com caracteristica hidrofobica [28]. Entretanto, conforme a Tabela 1, é possivel
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observar uma relacdo entre a HSC e a capacidade de aderéncia ao poliestireno, confirmando
outros achados encontrados por Paiva et al. [15] e Camacho et al. [25].

De fato os resultados quanto a HSC, muitas vezes parecem conflitantes, porque essa é
uma variavel multifatorial. Conforme descrito por Samaranayake et al. [29], leveduras da
espécie C. glabrata quando cultivadas a 25 °C tendem a ser hidrofdbicas e, quando cultivadas
a 35 °C, tendem a ser hidrofilicas, de acordo com nossos resultados. Essa temperatura foi
utilizada em nosso estudo por ser proxima a temperatura corpérea. O método usado para
determinacdo de HSC também costuma variar, n6s optamos pela afinidade ao hidrocarboneto,
que € muito utilizada [28, 33, 34]. No entanto, fica claro que HSC ndo é o Unico pardmetro a
ser analisado quanto ao arsenal de viruléncia de C. glabrata.

Paralelamente, ficou evidente a grande variacdo quanto a capacidade de aderéncia
dessas leveduras ao poliestireno, apesar da presenca de genes de aderéncia na superficie
celular da levedura e da capacidade de formar biofilme [30], sdo evidentes as propriedades
individuais dessa populacgéo.

A capacidade de aderéncia de C. glabrata sobre anel vaginal variou significativamente
(p < 0,0001) entre os isolados e ndo houve correlagdo entre HSC e quadro clinico. Camacho et
al. [14] concluiram que C. glabrata foi a espécie de Candida isolada de CVV que mais
aderiu no anel vaginal. Dispositivos médicos sdo substratos ideais para servir como
reservatorios de micro-organismos para colonizacdo, que ao formar biofilmes se tornam
importantes para o desenvolvimento de doengas flngicas [31, 32]. Além disso, é conhecido
que as caracteristicas do material como metal e plastico podem interferir nessa propriedade e
consequentemente na colonizagéo e na eficiéncia do tratamento antimicrobiano [31].

Em relagdo a aderéncia sobre CEVH, a quantidade de leveduras aderidas por células e
a porcentagem de CEVH que permitiu a aderéncia de C. glabrata, os resultados reforcam os
achados de Irie et al. [12]. Na verdade embora C. albicans tenha maior capacidade de aderir
sobre CEVH que C. glabrata, aparentemente hd uma compensacdo pelo fato das células
hospedeiras variarem quanto & maior ou menor afinidade pelos diferentes isolados dessa
espécie. Assim, parece que a interacdo agente/hospedeira seja importante nesse mecanismo e
que ha variagdes intra-espécie. Embora dependente do tipo de célula e de seus constituintes C.
glabrata adere bem sobre CEVH [30]. De fato, C. glabrata vem sendo relacionada a alta
capacidade de aderir as células do epitélio urinario [30] bem como em diferentes superficies
inertes [31], confirmando a habilidade dessa espécie em aderir tanto em superficies

hidrofobicas quanto hidrofilicas.



33

J& a formacdo de biofilme estd associada a composicdo da membrana celular e as
interagBes entre as células. Além disso, a expressdo de genes de aderéncia também é essencial
para a formacdo do biofilme, desde que para a instalacio de um quadro patoldgico
primeiramente ocorre a aderéncia do micro-organismo a superficie da celula para posterior
formacéo de biofilme [33].

A alta capacidade de produzir biofilme dessa cole¢do nédo seguiu o padréo observado
por Shin et al., [18], onde os autores observaram que C. glabrata ndo foi eficiente em
produzir biofilme, porém deve ser ressaltado as diferencas quanto a origem dos isolados. Em
estudo anterior, nds também encontramos fraca capacidade de C. glabrata de origem vaginal
formar biofilme [14], entretanto foi o resultado de um Unico isolado clinico. Pathak et al. [34],
analisando isolados clinicos de C. glabrata obtida de candidiase de orofaringe mostraram alta
capacidade de formar biofilme para as leveduras analisadas [34]. A formacédo de biofilme €
influenciada por diversos fatores como as condi¢fes locais, caracteristicas da superficie [35,
36], presenca de enzimas de aderéncia bem como a disponibilidade de substrato, carboidratos
e pH mais ou menos favoravel [37]. Caracteristicas do micro-organismo também devem ser
levadas em conta além do local da infeccdo ou capacidade de aderéncia in vitro [18, 31, 38,
39].

Ficou claro que os atributos de viruléncia isoladamente n&o justificam os relatos
contundentes que C. glabrata é a segunda espécie mais frequente em CVV [7, 9-11, 40, 41].
Assim foi necessario avaliar o comportamento desses isolados vaginais quanto a resisténcia
aos antifangicos. Dentre as drogas analisadas, os poliénicos mostraram maior eficiéncia in
vitro e menor variabilidade, com taxas de sensibilidade superiores a 90%, especialmente
anfotericina B (97%). Porém, n6s encontramos resisténcia inata aos azélicos, como descrito
por Tamura et al.[42] em casos de candidemia. Resultados semelhantes foram encontrados
por Pfaller et al. [43] ao analisarem C. glabrata obtidas de diferentes sitios anatbmicos e
regides geograficas. Os autores relatam que 32,3% dos isolados eram resistentes ao fluconazol
observaram uma queda na susceptibilidade frente ao fluconazol e variagdo das CIM, ao longo
dos anos. E evidente a pressdo que os antifingicos usados em tratamentos exercem sobre as
caracteristicas das leveduras, é possivel que no caso da CVV ocorra exatamente 0 mesmo, ou
seja, a alta frequéncia de C. glabrata em exudatos vaginais ndo esteja relacionada a atributos
de viruléncia, como é o caso de C. albicans, mas sim ao reflexo da pressdo seletiva exercida
pelos antifungicos, principalmente fluconazol, que é largamente utilizado no combate aos
sintomas da CVV [44]. A alta capacidade de C. glabrata em produzir biofilme agrava a

preocupacdo com o tratamento, uma vez que € COnsenso que Micro-organismos organizados
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na forma de biofilme adquiriram maior resisténcia aos antimicrobianos [37]. O biofilme
formado por C. glabrata é tdo resistente aos antifingicos quanto o biofilme formado por C.
albicans [45].

A Tabela 2 demonstra a grande variabilidade quanto a capacidade de aderéncia de C.
glabrata sobre varias superficies, desde abioticas (poliestireno e anel vaginal) quanto bidticas
(CEVH), além disso, essas propriedades ndo guardaram nenhuma correlacdo com HSC ou
capacidade de formar biofilme. Este perfil fenotipico foi confirmado pelos resultados de
RAPD com os trés iniciadores avaliados e, suporta a hipotese da intensa plasticidade entre os
isolados clinicos de C. glabrata, reforcando a idéia de que a coloniza¢do, bem como o
desenvolvimento da doenca, € isolado dependente e esta relacionado a interacdo de cada um
com as células hospedeiras especificamente.

C. glabrata ¢ uma levedura cuja mudanca do estado comensal para patoldgico
depende de inimeros fatores como a alta capacidade de adaptacdo, ou seja, a plasticidade
fenotipica [46]. E possivel que a presenca e expressdo de genes da familia EPA estejam
associados a a alta capacidade de adaptacdo dessa espécie. Segundo Li et al. [47] estes genes
codificam proteinas de aderéncia de acordo com as diferentes superficies de contato

inanimada.

Concluséo

A presenca de sintomas de CVV ndo estd associada a caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de isolados vaginais de C. glabrata. Além disso, ndo ha um perfil definido quanto
aos fatores de viruléncia estudados. Dentre os isolados analisados ndo houve presenca de
leveduras idénticas e nem de um perfil genotipico predominante, demonstrando assim a

grande diversidade fenotipica e genotipica de C. glabrata de CVV.

Os autores declaram que ndo existem conflitos de interesse.
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Figura 1 Dendrograma gerado a partir da amplificacdo do iniciador OPA18 para 60 isolados

de Candida glabrata, pelo agrupamento UPGMA e coeficiente de Dice. Sag= 59,29+£19,19.

S= leveduras isoladas de mulheres com candidiase vulvovaginal; A= leveduras isoladas de

mulheres assintomaticas. A linha vertical divide o dendrograma a partir do nivel de

similaridade de 80%.
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Figura 2 Dendrograma gerado a partir da amplificacdo do iniciador P4 para 60 isolados de
Candida glabrata, pelo agrupamento UPGMA e coeficiente de Dice Sag= 56.46+£18.93. S=
leveduras isoladas de mulheres com candidiase vulvovaginal, A= leveduras isoladas de
mulheres assintomaticas. A linha vertical divide o dendrograma a partir do nivel de
similaridade de 80%.
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Figura 3 Dendrograma gerado a partir da amplificacdo do iniciador OPE-18 para 60 isolados
de Candida glabrata, pelo agrupamento UPGMA e coeficiente de Dice. Spg= 0,529+0,242.
S= leveduras isoladas de mulheres com candidiase vulvovaginal; A= leveduras isoladas de
mulheres assintomaticas. A linha vertical divide o dendrograma a partir do nivel de

similaridade de 80%.
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HIDROFOBICA
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Figura 4 Perfil de hidrofobicidade de leveduras isoladas de candidiase vulvovaginal de
acordo com o quadro clinico da mulher. Os perfis de hidrofobicidade foram classificados em
hidrofébico (<40%), hidrofobicidade intermediéaria (40-60%) e hidrofilica (>60%).
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Tabela 1 Aderéncia de 60 isolados clinicos vaginais da espécie Candida glabrata sobre superficie de
poliestireno de acordo com o padrdo hidrofobicidade da superficie celular (HSC).

Aderéncia UFC Campo'l*

HSC
<100 100-200 >200
Hidrofébico
33,3% 33,4% 33,3%
(n=06)
Intermediario
28,5% 64,3% 7.2%
(n=14)
Hidrofilico
10% 65% 25%
(n=40)

*UFC campo = unidades formadoras de coldnias por campo microscopico (400X).
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Tabela 2 Aderéncia de quatro isolados vulvovaginais de Candida glabrata em diferentes

superficies e a capacidade de formar biofilme bem como sua caracteristica de hidrofobicidade.

C. glabrata isoladas de candidiase vulvovaginal

Aderéncia em

Amostra HSC Biofilme Aderf;:;i M anel vaginal 25;:;133?
P 10°UFC mI*
S10 HI 1+ 1,48+16,99 4,584+0,29 4,5+0,5
S29 HI 4+ 253+32,86 1,47+0,45 21+03
A0l HO 1+ 5045,63 6,50+1,08 14+03
A 22 HO 4+ 291+45,34 1,92+0,44 27+01
ATCC2001 HO 4+ 186,3+30,59 3,90+0,60 14+01

* Numero de unidades formadoras de colénias por campo microscopico

8§ Porcentagem de células epiteliais vaginais humanas que permitiram leveduras se aderirem

S= levedura isolada de mulher com candidiase vulvovaginal; A= leveduras isoladas de mulheres assintomaticas;
HI= Hidrofilica; HO= Hidrofdbica
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Tabela 3 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de quatro antifungicos pelo método de
microdiluicdo em caldo (CLSI) em 60 amostras de Candida glabrata isoladas de candidiase

vulvovaginal
Antifungicos CIMsg CIiMg Variagéo Interpretacéo
(ng/mL) Sensivel SDD* Resistente
Fluconazol 32,0 64,0 0,25 -64 11.67% 73.33% 15%
Itraconazol 0,25 2,0 0,03-8,0 18.33% 60% 21.67%
Nistatina 2,0 4,0 0,05-8,0 90% 10% -
Anfotericina B 1,0 1,0 0,25-4,0 97% - 3%**

CIMsy e CIMgy, foram definidos como a CIM capaz de inibir 50% e 90% de crescimento dos isolados, respectivamente.
Os valores de variagdo correspondem respectivamente a menor e a maior CIM de cada droga.
*SDD: Sensivel dose-dependente

** |solados ndo sensiveis
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CAPITULO III
CONCLUSOES:

1. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas de Candida glabrata isoladas de candidiase
vulvovaginal (CVV) sdo isolados dependentes;

2. O perfil genotipico das leveduras, obtido pela técnica de PCR-RAPD apresentou alta
variabilidade;

3. Houve uma grande variabilidade fenotipica em relacdo aos fatores de viruléncia como
aderéncia, formacéo de biofilme e hidrofobicidade de superficie celular;

4. C. glabrata apresentou diversidade na capacidade de aderéncia tanto em superficie
hidrofobica (anel vaginal, poliestireno) quanto hidrofilica (células vaginais humanas);



45

PERSPECTIVAS FUTURAS

Entender o comportamento de Candida glabrata na formagdo de biofilme é a chave
para o desenvolvimento de medidas preventivas para a candidiase. Estudos adicionais s&o
necessarios para estabelecer quais sdo os fatores que estimulam a expressdo de genes da
familia EPA uma vez que cepas da espécie C. glabrata demonstraram ser isolado dependente.
Além disso, novos estudos sdo necessarios para compreender a grande plasticidade fenotipica
exercida por C. glabrata. Também serd necessario analisar outros fatores de viruléncia em
conjunto com a susceptibilidade in vitro destes isolados frente aos antifungicos disponiveis no
mercado. A realizacdo de estudos de aderéncia em poliestireno, anel vaginal e células
epiteliais vaginais humanas com um numero maior de isolados clinicos, a fim de se observar

um perfil de aderéncia, também é um dado a ser considerado.
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UNITS, SYMBOLS and ABBREVIATIONS
SI (Systeme International) units should be used and should conform with the lists

printed Units, Symbols and Abbreviations - A Guide for Biological and Medical Editors and
Authors 4th edn as published by the Royal Society of Medicine. Nomenclature of disease
should follow the International Classification of Disease, published by the World Health
Organization, as far as possible.

When first mentioned, cumbersome medical names should be abbreviated for later reference
in the text. Latin bi-nominals should abbreviate the genera to the initial letter after the first
mention unless it begins a sentence.

Doses of drugs should be given as unit weight per body weight, e.g. mmol kg-1. Rates should
be expressed with negative indices. Concentrations should be given in terms of molarity, e.g.
mmol I-1, not mM.

Numerals are to be used from 10 upwards; and the 24-hour clock, e.g. 21.00 hours, should be
used.

MATERIALS

The source of all materials used should be given stating company, city and country.

Verification of the identity of living specimens used must take place through sequencing, or
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remain accessible for later reference. Strains should be deposited in one of the major culture
collections, and sequences in a public data bank. Collection and sequence numbers must be
cited in the text. It is recommended that new taxa are deposited in MycoBank. Descriptions of
new taxa must comply with the rules of the International Code of Botanical Nomenclature.
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INTEREST will be considered. Please upload Case Reports in the same format as Original

Articles.
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Letters to the Editor are considered for publication (subject to editing and abridgment) if they

do not contain material that has been submitted or published elsewhere.
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