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Resumo

As infecgOes fungicas invasivas provocadas por Candida spp. constituem uma
importante causa de morbilidade e mortalidade em doentes criticos. Apesar de actualmente
estarem disponiveis novos farmacos, como as equinocandinas e os azoles de espectro
alargado, que aumentaram as opgGes terapéuticas, a resisténcia em ambos os grupos tem sido
reportada.

A associa¢do de antifingicos com diferentes mecanismos de acgdo tem sido utilizada
como terapéutica de salvamento, mesmo sem a existéncia de suporte cientifico. Os estudos
para avaliacdo destas associacOes sao escassos, as metodologias propostas sdao trabalhosas e
morosas e os resultados sdo por vezes contraditorios.

Neste trabalho, é proposto um protocolo citométrico para avaliar o efeito das
associacBes equinocandinas/anfotericina B e equinocandinas/azoles, sobre espécies de
Candida.

A susceptibilidade aos antifungicos, isolados e em associacdo, foi determinada com
recurso a dois marcadores fluorescentes: DiBAC4(3) (anidulafungina/anfotericina B) e FUN-1
(anidulafungina/fluconazole). A soma das razbes entre a intensidade de fluorescéncia das
células tratadas com os antifingicos em associacdo e a intensidade de fluorescéncia das
células tratadas com o antifingico isolado, resultou num indice de fluorescéncia (l¢). Pela
correlagdo com o método cldssico foi possivel classificar a associagdo como: antagonista
quando I¢<1, indiferente quando 1< I; €2, aditiva quando 2< I <4 e sinérgica quando I >4.

Esta metodologia mostrou uma correlacdo estatisticamente significativa com os
métodos classicos: checkerboard e determinacdo de unidades formadoras de coldnias.
Adicionalmente, revelou ser uma técnica simples e rdpida, de elevada sensibilidade e
especificidade para deteccdo de efeitos sinérgicos e antagonistas, mostrando-se uma
excelente alternativa no estudo de associa¢des entre antifingicos. Os casos de antagonismo
foram raros, mas o facto de poderem ocorrer independentemente da espécie levam a
recomendacao da sua avaliagdo in vitro, previamente a sua prescricao clinica.

Assim, encontra-se disponivel um novo método para avaliagdo das associagGes entre

antifungicos, representando um avanco significativo relativamente as metodologias existentes.

Palavras chave: Infec¢Ges fungicas invasivas; Candida spp.; AssociacGes de antifungicos;
Citometria de Fluxo.



Abstract

Invasive fungal infections caused by Candida spp. represent an important cause of
morbidity and mortality in critically ill patients. Although at present novel drugs, such as
echinocandins and extended-spectrum azoles, have widened the range of available
therapeutic options, resistance to both these groups has been reported.

The combination of drugs with different mechanisms of action emerged as a salvage
therapy, even though the lack of scientific support. Studies validating such combinations are
scarce, and the methods of assessment are laborious, time-consuming, and often provide
contradictory results.

In the present study a flow cytometric protocol is proposed to evaluate the effect of
the combination of echinocandins/amphotericin B and echinocandins/azoles, upon Candida
species.

The susceptibility to either isolated or combinated antifungals was determined by flow
cytometry using two fluorescent markers: DiBAC4(3) (anidulafungin/amphotericin B) and FUN-
1 (anidulafungin/fluconazole). An Index of fluorescence (I) was calculated, as the sum of ratios
between the fluorescence of treated cells with the association of antifungals and the
fluorescence of cells treated with each individual antifungal. Comparing to classic method it
was possible to categorize the association as antagonistic when I <1, indifferent when 1< | <2,
additive when 2< I <4 and synergic when |; 24.

This methodology showed an excellent correlation with the classic methods namely,
checkerboard assay and the determination of colony forming units. Furthermore, it is a simple
and relatively fast assay, providing high sensitivity and specificity for the detection of synergic
and antagonistic effects, representing an excellent alternative to assess the effect of antifungal
associations. Although antagonism was rarely observed, it may occur independently of species.
Therefore it is recommended that antifungal combinations should be evaluated before its
clinical use.

In conclusion, a new approach is now available for evaluating antifungal combinations,

which represents a considerable advance to the classic methodologies.

Keywords: Invasive fungal infections; Candida spp.; antifungal associations; Flow cytometry.
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Perfil de susceptibilidade e resultados da associacdo de antifingicos: Um novo método

1. Introducao

1.1. Considerag0es gerais

Nas ultimas duas décadas as Infec¢Ges Fungicas Invasivas (IFls) emergiram
consideravelmente constituindo um importante problema de saldde publica. A taxa de
mortalidade associada a este tipo de infec¢bes é elevada, podendo mesmo atingir os 90%
(Richardson, 2005; Shao et al., 2007). O aumento da incidéncia das IFls deve-se, em grande
parte, ao aumento significativo da populacdo de doentes considerada de risco, a qual inclui
doentes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), doentes neoplasicos ou
transplantados, sujeitos a quimioterapia e/ou terapia imunossupressora (Clark and Hajjeh,
2002; Richardson, 2005). O recurso a uma medicina mais intervencionista e, em particular, o
desenvolvimento de técnicas de suporte de vida, tém também contribuido para uma maior
incidéncia das IFls (Clark and Hajjeh, 2002; Shao et al., 2007).

Acresce a estes factores, o aumento do uso generalizado de antifungicos, para fins
profilacticos ou para fins terapéuticos, o que inevitavelmente conduz a emergéncia de estirpes
resistentes, muitas vezes ocultadas pela ndo execugao de provas de susceptibilidade na rotina
clinica (Pfaller and Diekema, 2007; Richardson, 2005; Sanglard and Odds, 2002).

Todos estes factores promoveram mudangas significativas na epidemiologia destas
infecgBes, dificultando o seu diagnéstico e tratamento (Erjavec et al., 2009).

Apesar de actualmente dispormos de um maior nimero de opc¢Ges terapéuticas, a
emergéncia de estirpes resistentes leva, por vezes os clinicos a prescreverem associacdes de
antifungicos, sem evidéncia de suporte cientifico (Baddley and Pappas, 2005).

Assim, torna-se necessario avaliar de modo eficaz e em tempo util os padrées de

susceptibilidade aos diferentes agentes antiflingicos e a sua actividade combinada in vitro.
1.2. Candidose Invasiva

A doenga fungica invasiva encontra-se vulgarmente associada a infec¢es por fungos
pertencentes aos géneros Candida, Cryptococcus e Aspergillus (Lass-Florl, 2009; Pfaller and
Diekema, 2007; Shao et al., 2007; Tortorano et al., 2006).

As leveduras pertencentes ao género Candida sdo fungos unicelulares, ubiquos,
geralmente considerados patogénios oportunistas (Odds, 1987). Estes microrganismos sado

membros da populacdo microbiana autéctone da pele e mucosas humanas (tracto respiratdrio

1
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superior, tracto gastrointestinal, cavidade oral ou vaginal), podendo passar de colonizadores a
patogénios nestes mesmos locais, ou invadir outros locais como o sangue ou o liquido
cefalorraquidiano (locais normalmente estéreis). Apesar de muitos casos de candidose terem
origem enddgena, estas infeccbes podem também provir de fontes exdgenas (Lass-Florl,
2009).

De entre as espécies de Candida, C. albicans é a espécie mais comum e responsavel
por cerca de metade dos casos de infec¢do, seguindo-se C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei (Pfaller and Diekema, 2007; Shao et al., 2007). A incidéncia de infec¢bes
por Candida, sobretudo espécies ndo albicans, tem aumentado significativamente nos ultimos
anos (Erjavec et al., 2009; Tortorano et al., 2006).

Estudos recentes demonstraram que as leveduras pertencentes ao género Candida
representam a quarta causa de infecges invasivas nos EUA e a oitava na Europa, variando a
taxa de mortalidade inerente entre 30 e 50% (Pfaller and Diekema, 2007; Shao et al., 2007).
Nos hospitais dos EUA a candidemia apresenta-se com uma incidéncia que varia entre 7 a 24
casos por 100 000 habitantes (Diekema et al., 2002; Hajjeh et al., 2004). Em Portugal, dados
obtidos de um estudo sobre fungemia realizado no Hospital de S. Jodo, Porto, mostraram uma
incidéncia deste tipo de infec¢do de 3,17 casos por 1000 doentes/dia, tendo as leveduras sido
0 quarto agente mais frequentemente isolado em hemoculturas: C. albicans (35%), C.

parapsilosis (25,6%) e C. tropicalis (12,8%) (Costa-de-Oliveira et al., 2008).

1.3. Agentes antifliingicos no tratamento da infecg¢ao flingica invasiva

A incidéncia crescente das infec¢Ges fungicas invasivas nas Ultimas duas décadas,
conduziu a alteragdes importantes nas estratégias de terapéutica antifungica (Odds et al.,
2003). Durante muitos anos, a anfotericina B (Anf B) e a 5-fluorocitosina (5-FC) foram os Unicos
agentes antifungicos disponiveis para o tratamento de IFls. Na década de 90, o
desenvolvimento dos triazoles e a apresentacdo lipossémica da anfotericina B representaram
um enorme progresso no tratamento destas infec¢des. Mais recentemente, foi introduzida
uma nova classe de agentes antifliingicos - as equinocandinas (ech) (Bal, 2010).

A terapéutica antifingica, apesar de mais diversificada, hoje em dia apresenta ainda
algumas limitacbes no que respeita a toxicidade sobre as células humanas e a resisténcia,

tanto intrinseca como adquirida, por parte dos fungos (Nishi et al., 2009).
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1.3.1. Mecanismos de acgdo dos principais agentes antiflingicos

Os antifungicos podem ser agrupados em quatro classes de acordo com o seu modo de
acgdo: a) os polienos, que actuam e promovem alteragées ao nivel da membrana fungica, e de
que fazem parte a Anf B e as suas formulagdes lipidicas; b) os derivados dos azoles (azo),
imidazoles e triazoles, os quais inibem a sintese do ergoesterol (principal componente da
membrana celular fungica), sendo exemplos o fluconazole (Flu), voriconazole (Vor) e mais
recentemente o posaconazole (Pos); c) os analogos das pirimidinas que actuam por inibi¢cdo da
sintese de DNA e RNA, onde se encontra inserida a 5-fluorocitosina (5-FC); e d) as
equinocandinas (Ech), de que fazem parte a caspofungina (Cas), anidulafungina (Ani) e
micafungina (Mica), as quais inibem a sintese do 1,3-B-D-glucano, principal componente da
parede celular fungica (Bal, 2010; Ghannoum and Rice, 1999).

De acordo com o ambito deste trabalho apenas serdao descritos os mecanismos de
accdo referentes aos seguintes antifungicos: polienos, triazoles e equinocandinas.

Os polienos tém como principal mecanismo de accdo a ligagdo ao ergoesterol existente
na membrana celular. Desta interaccao resulta a formacgao de canais ou poros, que aumentam
a permeabilidade da membrana e causam instabilidade osmética, com consequente libertacdo
do conteutdo celular (Odds et al., 2003). O seu espectro de accdo in vitro abrange leveduras,
fungos dimérficos e a maioria dos fungos filamentosos oportunistas, sobre os quais exerce um
efeito fungistatico ou fungicida (Odds et al., 2003; Wingard and Leather, 2004).

A Anf B, principal representante deste grupo, é considerada o farmaco padrido para
tratamento da maioria das infec¢Ges fungicas sistémicas. Uma das principais limita¢Ges ao uso
deste farmaco reside na sua toxicidade renal, proporcional a concentragdo utilizada e duragdo
do tratamento, a qual atinge mais de 80% dos doentes tratados (Ostrosky-Zeichner et al.,
2003; Pfaller and Diekema, 2007; Wingard and Leather, 2004).

Recentemente, alguns estudos mostraram haver relagdo entre a pré-exposi¢cao aos
azoles e a resisténcia in vitro a Anf B. Embora a resisténcia a este farmaco seja ainda rara e
pouco relatada, esta questdo tem sido abordada com alguma preocupacdo, dado que a
profilaxia antifungica é feita com Flu e o tratamento, em caso de infeccdo documentada, com
Anf B (Mukherjee et al., 2005).

Relativamente aos azoles, o seu mecanismo de ac¢do envolve o bloqueio da sintese do
ergoesterol, através da inibicdo da enzima lanoesterol 14a-dismetilase (enzima ligada ao
citocromo P-450), com consequente alteracdo da permeabilidade da membrana e inibicdo do

crescimento das células fungicas (Odds et al., 2003; Sheehan et al., 1999).
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Sdo farmacos que de modo geral apresentam um amplo espectro de accdo,
constituindo uma boa alternativa a Anf B e a outros antifingicos cuja toxicidade é elevada,
embora também manifestem efeitos adversos como a inibicdo da sintese de outras moléculas
esterdis (cortisol, testosterona ou colesterol) (Walsh et al., 2002). O Flu possui um amplo
espectro de ac¢do sobre leveduras, apresentando-se pouco eficaz sobre fungos filamentosos. E
considerado o farmaco de eleicdo em terapéutica profilactica. Os seus efeitos adversos sdo
raros e de reduzida gravidade, o que aliado a uma boa absorc¢do oral e penetragdo no sistema
nervoso central, o tornam no antifungico mais utilizado.

Devido ao seu uso frequente em profilaxia, este grupo de antifingicos tem conduzido
a uma maior incidéncia de espécies de Candida ndo albicans e ao aumento da resisténcia em
espécies patogénicas. E ainda descrita resisténcia intrinseca ao Flu em algumas espécies de
Candida, tais como C. krusei (Shao et al., 2007).

Mais recentemente surgiram novos triazoles — o voriconazole e o posaconazole, cujo
espectro de acgdo é bastante alargado. Estes farmacos mostraram-se eficazes sobre muitas
espécies de Candida, incluindo C. krusei, C. glabrata e algumas estirpes resistente ao Flu (Shao
et al., 2007). O Pos apresenta maior actividade do que o Vor entre espécies de Aspergillus e
mantém accdo sobre espécies de Candida, cuja enzima lanoesterol 14a- dismetilase se
encontrada mutada, conferindo resisténcia cruzada ao Flu e ao Vor (Munayyer et al., 2004).

As equinocandinas, constituem o grupo mais recente de agentes antifungicos. O seu
mecanismo de acc¢do passa pela inibicdo da enzima 1,3-B-D-glucano sintase, a qual participa na
sintese de um componente essencial da parede celular de varios fungos. Devido ao seu alvo
molecular, esta classe de antifungicos apresenta potenciais vantagens relativamente as classes
ja existentes. As Ech manifestam actividade fungicida contra muitas espécies de Candida,
incluindo estirpes resistentes aos azoles, e demonstram também alguma actividade sobre
Aspergillus e fungos dimérficos (Bal, 2010; Odds et al., 2003).

Apesar de se tratar de uma classe de antifungicos relativamente recente, ja existem
estudos que descrevem uma menor susceptibilidade a estes farmacos, por parte de espécies

como C. parapsilosis e C. guilliermondii (Bal, 2010; Walker et al., 2010).

1.3.2. Principais mecanismos de resisténcia

O termo “resisténcia clinica” é utilizado para descrever casos clinicos cuja infeccdo
persiste ou progride apesar de instituida terapéutica adequada (Sanglard and Odds, 2002).
De um modo geral, alguns estudos tém reportado uma boa correlacdo entre a

resisténcia clinica e a obtencdo de valores elevados de concentragdo inibitéria minima (CIM)
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(Cameron et al., 1993). Contudo, valores baixos de CIM ndo garantem o sucesso da resposta
clinica, sendo esta dissociacdo mais evidente em doentes imunocomprometidos (Sanglard and
Odds, 2002).

Sdo varios os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia aos antifungicos.
Estes podem incluir alteracdes do alvo molecular do farmaco, diminuicdo da concentracdo
intracelular do farmaco (efluxo), sobrexpressdo da molécula alvo e alteracGes na biossintese
de esterdis (Ghannoum and Rice, 1999).

Relativamente aos polienos, a resisténcia in vitro ndo tem constituido um importante
problema clinico. Embora seja conhecido que espécies como C. glabrata, C. guilliermondii, C.
krusei e C. lusitanae possuam uma maior propensdo para apresentarem resisténcia a Anf B, a
frequéncia com que esta se manifesta parece ser reduzida (Sanglard and Odds, 2002). A
resisténcia a este farmaco em Candida spp. pode surgir como resultado da exposi¢ao prévia
aos azoles, os quais provocam altera¢des dos componentes da membrana celular (Kelly et al.,
1996; Kelly et al., 1997). Tal evidéncia é apoiada pelo facto da maioria das estirpes resistentes
aos polienos apresentarem um teor reduzido de ergoesterol na membrana, alvo deste farmaco
(Vanden Bossche et al., 1994).

Quanto aos azoles sdo quatro os mecanismos de resisténcia descritos em Candida spp.

1) Alteragcdo do alvo de acgdo. Tem sido demonstrado que mutacdes no gene
ERG11, gene que codifica para a enzima lanosterol 14a-dismetilase, impedem a ligacao dos
azoles ao seu alvo de ac¢do. Também a resisténcia intrinseca ao Flu em isolados de C. krusei
tem sido atribuida a diminuicdo da afinidade entre o farmaco e o seu alvo de ac¢ao (Kanafani
and Perfect, 2008; Sanglard et al., 1995);

2) Diminuig¢éGo da concentragdo intracelular do fdrmaco. A expressao de bombas
de efluxo resulta no decréscimo da concentragao do farmaco no seu local de acg¢do. (Sanglard
et al., 2003); (Kanafani and Perfect, 2008);

3) Aumento da expressdo da enzima alvo. Algumas estirpes de Candida com
reduzida susceptibilidade aos azoles, manifestam um aumento da concentragao intracelular da
enzima lanosterol 14a-dismetilase, relativamente as estirpes susceptiveis. Desta forma, o
antifungico ndo consegue inibir eficazmente a sintese do ergoesterol. Contudo, existem poucas
evidéncias da contribuicdo deste mecanismo para a resisténcia global aos azoles em Candida
spp. (Kanafani and Perfect, 2008; Sanglard et al., 1995).

4) Modificagdo de outras enzimas envolvidas na biossintese de esterdis. A
exposicdo aos azoles resulta na deplecdo do ergoesterol da membrana fungica e acumulacdo
de produtos toxicos, levando a inibicdo do crescimento celular. Muta¢des no gene ERG3

impedem a formacgado destes produtos, o que mantém as membranas funcionalmente activas e
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anula a ac¢do dos azoles na via de biossintese do ergoesterol (Kanafani and Perfect, 2008;
Sanglard et al., 2003; Sanglard and Odds, 2002).

Os diferentes mecanismos de resisténcia descritos podem actuar isoladamente ou em
simultdneo nas células fungicas, desempenhando no ultimo caso um efeito aditivo.

Os mecanismos de resisténcia as equinocandinas encontram-se ainda em estudo, visto
tratar-se de uma problematica relativamente recente. Contudo, alguns estudos reportam ja
casos de menor susceptibilidade (valores elevados de CIM), sobretudo em isolados de C.
parapsilosis e C. guilliermondii (Walker et al., 2010). A resisténcia encontra-se associada a
mutac¢des pontuais no gene FKS1, o qual codifica para uma subunidade da enzima 1,3B-D-
glucano sintase. Existem ainda evidéncias de que em C. glabrata e C. guilliermondi a
resisténcia também pode dever-se a muta¢des no gene FKS2 (Perlin, 2007; Walker et al.,
2010).

A quantificacdo da expressdo destes genes em leveduras constitui um instrumento
essencial para investigar os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia e monitorizar a

sua inducdo (Frade et al., 2004).

1.4. Terapéutica antifliingica combinada

A terapéutica antifungica combinada de modo empirico é frequentemente utilizada no
tratamento de IFls em doentes criticos, na tentativa de melhorar o sucesso da resposta
terapéutica (Chamilos and Kontoyiannis, 2006). Limitagdes como a elevada toxicidade e a baixa
tolerancia conduziram ao estudo da eficacia da terapéutica combinada no tratamento e
controlo das infec¢es fungicas invasivas. (Mukherjee et al., 2005). O raciocinio envolvido
baseia-se essencialmente nos mecanismos de ac¢do e respectivos alvos terapéuticos dos
farmacos em estudo. Assim, as combina¢Ges mais légicas seriam aquelas que envolvem
farmacos com diferentes mecanismos de ac¢do (Nishi et al., 2009).

A Unica combinac¢do de antifungicos que mostrou efeito sinérgico foi entre Anf B e 5-
FC, relativamente a Cryptococcus, sendo frequentemente utilizada no tratamento da
meningite criptocécica (Mukherjee et al., 2005). Actualmente, existem varios estudos que
avaliam o efeito da combinacao de Anf B com Flu e Anf B com Ech sobre Candida spp.
(Chamilos and Kontoyiannis, 2006; Jones et al., 2010; Kiraz et al., 2009; Nishi et al., 2009;
Rodriguez et al., 2007; Serena et al., 2008). No entanto, estas combinacdes necessitam de ser
devidamente testadas e validadas, uma vez que alguns dos resultados apresentados sao

contraditorios.
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A combinacdo de antifungicos com diferentes mecanismos de ac¢do podera
representar uma opcgdo terapéutica valida e eficaz. Teoricamente, a interac¢do entre dois
farmacos pode potenciar a actividade antifungica de ambos, reduzindo a concentragdo dos
mesmos, a duragdo do tratamento e consequentemente a emergéncia de resisténcias

(Mukherijee et al., 2005).

1.5. Determinacgdo da susceptibilidade in vitro aos antifingicos

O desenvolvimento e padronizacdo de testes de susceptibilidade aos antiflngicos in
vitro apresenta-se como um requisito importante na previsdo e sucesso da resposta
terapéutica. Apesar da sua importancia, estes testes nem sempre sdo efectuados na rotina
laboratorial, sendo a terapéutica antiflingica estabelecida de modo empirico na maioria dos
casos. Os resultados dos testes de susceptibilidade sdo afectados por uma variedade de
factores, tais como a concentracdo do inéculo, a composicdo e pH do meio de cultura, a
temperatura e duracdo de incubacdo e as propriedades fisico-quimicas do agente antifingico
(Lass-Florl et al., 2010; Ramani et al., 1997). Tal complexidade levou ao desenvolvimento de
um método de referéncia, padronizado pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) nos
EUA — protocolo M27-A3, para leveduras (CLSI, 2008). Este método baseia-se na macrodiluicdo
e permite determinar as CIMs das principais espécies de leveduras oportunistas (Candida spp.
e Cryptococcus spp.), demonstrando uma boa reprodutibilidade (Rex et al., 2001).

Todavia, uma das suas principais dificuldades reside na definicdo do tempo de leitura
do resultado (24 ou 48 horas), o que pode implicar alteragGes significativas nos CIMs.
Simultaneamente, trata-se de um método trabalhoso e moroso e por isso impraticavel na
rotina (Rex et al., 2001).

Apesar das suas limitacOes, este protocolo constitui uma excelente ferramenta para o
desenvolvimento de novos métodos mais adequados a realidade clinica.

Posteriormente, o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), desenvolveu também um protocolo padrdo para leveduras — Edef 7.1 (2008).
Embora, os protocolos CLSI e EUCAST sejam equivalentes, verificam-se algumas diferencas
importantes, como o tempo de incubacdo e a concentracdo do indculo, o que pode
comprometer a sua reprodutibilidade entre diferentes laboratérios (Arendrup et al., 2010).

Surgiram entretanto, alguns testes alternativos que avaliam a susceptibilidade aos
antifungicos in vitro, tais como o método de difusdo em agar e os métodos comerciais: Etest®
(AB BIODISK, Solna, Suécia), Sensitre® (TREK Diagnostic Systems) e Vitek2® (Biomerieux)
(Arikan, 2007; Pfaller et al., 2007).
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O método de difusdo em agar utilizando discos impregnados com antifingicos,
apresenta algumas limitacdes no que respeita a subjectividade envolvida na leitura dos halos
de inibicdo, sobretudo com farmacos fungistaticos.

Por sua vez, o método de difusdo segundo um gradiente de concentragdo do farmaco,
Etest®, é um método caro e apresenta para alguns farmacos uma fraca correlacdo
relativamente ao método de referéncia (CLSI).

O método espectofotométrico, Vitek2® e o método colorimétrico, Sensitre®, apesar da
sua facil execucdo e reprodutibilidade, avaliam um numero limitado de farmacos e encontram-
se ainda em fase de avaliacao.

Todos estes métodos fornecem resultados num periodo de 24 a 72 horas (visto serem
métodos baseados no crescimento microbiano) e nada esclarecem sobre o mecanismo de
ac¢do ou de resisténcia aos farmacos.

Encontram-se ainda disponiveis outros métodos para determinar a actividade dos
antifungicos in vitro, tais como a determinacdo da concentragdo fungicida minima, a
determinacdo de curvas de morte (Time-kill assay) e a quantificacdo do ergoesterol , utilizados

guase exclusivamente em investigacdo cientifica.

1.5.1. Avaliagdo da interacgdo entre antiflingicos in vitro

Apesar da importancia crescente desta tematica, o CLSI ndo desenvolveu ainda um
método de referéncia padronizado para avaliar in vitro o efeito resultante da interaccdo de
antifungicos com diferentes mecanismos de ac¢do. Em estudos ja publicados, os métodos mais
utilizados sdo o checkerboard assay, o time-kill assay e mais recentemente o Etest® (Lewis et
al., 2002).

O método de checkerboard é baseado no protocolo de microdiluicio (M27-A3)
desenvolvido pelo CLSI, no qual sdo determinadas as CIMs de dois farmacos isoladamente e
em associacdo. Este método avalia a evolugdo da CIM individual de cada farmaco na presenca
de um segundo farmaco.

Apesar de ser o método mais utilizado, o checkerboard assay é muito trabalhoso, de
dificil interpretacdo e ndo fornece dados sobre a dindmica de interac¢do dos farmacos.

O método do time-kill assay permite perceber melhor a interaccdo entre dois
antifungicos ao longo do tempo. A estirpe é exposta a diferentes concentra¢des de farmacos

ao longo de um intervalo de tempo, sendo os resultados obtidos com base na determinacao de
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Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs). E um método de dificil execugdo e muito trabalhoso
(Mukherijee et al., 2005).

O Etest® pode ser utilizado de acordo com o protocolo descrito para determinacgdo da
susceptibilidade in vitro aos antifingicos. Neste método uma fita de Etest correspondente a
um dos farmacos da associacdo é colocada sobre a estirpe previamente inoculada na placa de
agar. Apds uma hora de incubacdo, a primeira fita é substituida pelo Etest correspondente ao
segundo farmaco em estudo. Como controlo sdo utilizadas as fitas individuais de ambos os
farmacos. As leituras para determinag¢do das CIMs sdo realizadas as 24 e 48 horas. Trata-se de
um método de simples execucdo, porém os resultados apresentam fraca correlagdo com o
método de checkerboard assay (Lewis et al., 2002).

Todos estes métodos necessitam de um periodo minimo de 24 horas para a leitura e

interpretacdo dos resultados.

1.6. Citometria de Fluxo

A Citometria de Fluxo (CF) tem-se revelado uma técnica com importantes aplicacdes
nas areas da Biologia e Medicina. Na Microbiologia, esta técnica tem mostrado varias
potencialidades, nomeadamente no estudo da susceptibilidade a antimicrobianos (Pina-Vaz C,
2010; Ramani et al., 1997; Rudensky et al., 2005).

A CF permite a contagem, andlise e classificacdo de células suspensas num fluido.
Realiza, simultaneamente, uma analise multiparamétrica de caracteristicas fisicas e quimicas
célula a célula, através de aparelhos de detecg¢do Opticos e/ou electrdnicos (Bergquist et al.,
20009).

Genericamente o processo baseia-se na passagem de um grande numero de particulas
(cerca de 50 000), uma a uma, através de uma fonte de excitacdo (sensor iluminado) e
medicdo da magnitude do impulso gerado pelo desvio dessa luz, utilizando filtros e detectores
apropriados. Quando uma célula é interceptada pelo feixe laser, a luz transmitida (formada por
dois componentes, a luz dispersa e a luz fluorescente) é recolhida por lentes ou espelhos que a
transferem para fotomultiplicadores que, por sua vez, amplificam e convertem o sinal
recebido. Estes sinais sdo avaliados electronicamente, permitindo quantificar células com
caracteristicas idénticas (tamanho e complexidade), construindo-se um histograma da
populacdo analisada. Com esta técnica é ainda possivel inferir sofre a heterogenicidade da
populacdo em estudo (Bergquist et al., 2009).

A CF mostrou ser uma importante ferramenta na redefinicdo do conceito

microbioldgico de viabilidade, alargando as hipdteses de estudo da microbiologia classica.
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Algumas células podem estar metabolicamente activas e capazes de se replicar, enquanto
outras mostram actividade metabdlica com membranas intactas, mas sdo incapazes de
replicar. A capacidade para distinguir diferentes estados fisiologicos é especialmente
importante na avaliagcdo da sobrevivéncia de microrganismos patogénicos (Czechowska et al.,
2008).

E possivel pela utilizagdo da CF com recurso a marcadores fluorescentes que permitem
medir parametros bioldgicos como o conteddo em 4cidos nucleicos, a taxa de respiracao, a
actividade enzimdtica intracelular e a integridade da membrana citoplasmatica ou da parede,
avaliar a os diferentes estados de viabilidade (Czechowska et al., 2008).

Para além de ser uma metodologia automatizada, apresenta a vantagem adicional de
fornecer uma resposta em tempo util, tdo importante em microbiologia clinica.

Alguns citémetros (cell sorters) sdo ainda capazes de separar fisicamente as células
com base em determinadas caracteristicas definidas (Davey, 2002).

Muitos estudos tém apresentado a CF como uma técnica rapida, sensivel e
reprodutivel na determinacgdo da susceptibilidade aos antifingicos em Candida spp. (Pina-Vaz
et al., 2005; Pina-Vaz et al., 2001a; Pina-Vaz et al., 2001b; Rudensky et al., 2005). Em apenas 1
hora é possivel avaliar a susceptibilidade das estirpes (versus as 48-72 horas do método de
referéncia) e ainda inferir sobre alguns mecanismos de ac¢do e resisténcia aos antifuingicos a

que foram expostos (Chaturvedi et al., 2004; Pina-Vaz C, 2010; Pina-Vaz et al., 2001b).

O objectivo do presente trabalho consiste no desenvolvimento de um protocolo
citométrico que permita, de forma simples e rapida, avaliar in vitro o efeito das associa¢oes
entre anfotericina B e equinocandinas e equinocandinas e azoles, sobre Candida spp., e
estabelecer correlagdo com os métodos existentes no sentido de definir os critérios
citométricos necessdrios para caracterizar estas associagdes como sinérgicas, aditivas,

indiferentes ou antagonistas.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Estirpes fungicas

Noventa estirpes de Candida spp., compreendendo 41 C. albicans, 20 C. glabrata, 17 C.
parapsilosis, 7 C. tropicalis, 1 C. guilliermondii, 3 C. krusei e 1 C. lusitanae, provenientes de
hemoculturas de doentes do Hospital de Sdo Jodo, Porto, foram incluidas neste estudo. As
estirpes foram identificadas no sistema semi-automatico Vitek2® (BioMérieux, Paris, Franca),
com as cartas de identificagao “YBC”.

Apds a identificagdo, as estirpes foram congeladas a -80 °C, em caldo de Yeast Peptone
Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) com 20% de glicerol, antes de proceder aos
ensaios, foram sub-cultivadas em Sabouraud dextrose agar (Difco Laboratories, Detroit, M,
EUA) e incubadas a 35 °C, durante 48 horas.

Como controlo das provas de susceptibilidade aos antifiingicos foi incluida no estudo a

estirpe C. albicans 90028 pertencente a American Type Culture Collection (ATCC).

2.2.Farmacos e quimicos

Os antifungicos anfotericina B (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany), fluconazole (Pfizer,
Karlsruhe, Germany), caspofungina (Merck, New Jersey), anidulafungina (Pfizer) e micafungina
(Astellas Pharma, USA), utilizados neste estudo, foram preparados de acordo com as
recomendacdes do CLSI (CLSI, 2008), e mantidos em solucGes stock a -80 °C. Os marcadores
fluorescentes, FUN-1 (2-chloro-4-(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-
1) e DIBAC,(3) (Bis-(1,3-dibutylbarbituric acid)trimethine oxonol) (ambos adquiridos a
Molecular Probes, Europe BV, Leiden, Holanda) foram preparados em tampao fosfato (PBS)

(Sigma) e conservados a -20 °C.

2.3.Avaliagao da susceptibilidade aos antifiingicos pelos métodos classicos

2.3.1. Método de microdiluicdo para avaliagdo de antifiingicos

A avaliagdo da susceptibilidade de Candida spp. foi efectuada por microdiluicdo, de
acordo com o protocolo M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008). Foram determinadas as concentra¢des
minimas inibitérias (CIM) para os seguintes antifungicos: Anfotericina B, Fluconazole, e

Equinocandinas, variando a amplitude das concentrag¢des estudadas de 0,03 a 16 pg/ml; 0,125
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a 64 ug/ml; e 0,015 a 8 pg/ml, respectivamente. Os padrbes de susceptibilidade para o Flu
foram definidos segundo o protocolo M27-A3: as estirpes sdo classificadas como susceptiveis
(S) para valores de CIM < 8 ug/ml, como susceptiveis dose-dependente (S-DD) para CIM entre
16-32 pg/ml e resistentes (R) para CIM > 64 pg/ml. Para as Ech, valores de CIM < 2 pg/ml
foram considerados S, e CIM > 2 pug/ml NS (ndo susceptiveis) (CLSI, 2008). Quanto a Anf B, os
breakpoints ainda nao se encontram definidos, sendo aceite pela maioria dos autores: CIM < 1
ug/ml como S, e CIM > 1 ug/m como R (Sabatelli et al., 2006). A leitura das microplacas para a
determinacdo da CIM foi efectuada, visualmente, as 24 horas para as Ech e as 24 e 48 horas
para a Anf B e Flu, tal como recomendado no referido protocolo. Considerou-se como CIM a
menor concentragao de antifungico capaz de reduzir o crescimento em 50%, no caso do Flu, e

em 100%, no caso da Anf B e Ech.

2.3.2. Método de checkerboard para avaliagdo de associagGes entre antiflingicos

O efeito da associacdo entre equinocandinas e anfotericina B (Ech/Anf B) foi avaliado em
trinta e nove estirpes, e a associa¢do entre equinocandinas e azoles (Ech/Azo) em trinta e seis
estirpes. Nestes ensaios, apenas foram utilizados trés antifungicos: a anidulafungina, como
farmaco representante das equinocandinas, o fluconazole, como farmaco representante dos
azoles, e a anfotericina B. As concentracOes testadas para cada agente antifungico foram de
0,06 a 32 pg/ml para o Flu; 0,06 a 2 ug/ml para a Ani e de 0,015 a 8 pug/ml para a Anf B. As
solucGes dos farmacos foram preparadas em meio de cultura liquido Rosewell Park Memorial
Institute (RPMI) (Sigma, EUA). O primeiro antifungico da combinacédo foi diluido ao longo do
eixo das abcissas da microplaca (farmaco 1), enquanto o segundo antifungico foi diluido ao
longo do eixo das ordenadas (farmaco 2). O indculo de leveduras foi preparado em RPMI, de
acordo com o protocolo descrito para a determinagao da susceptibilidade por microdiluicao.

Apds inoculagdo, as microplacas foram incubadas a 35 °C; as leituras foram efectuadas
visualmente as 24 e 48 horas. Os endpoints foram estabelecidos em concordancia com os
valores definidos para o método de microdiluicio M27-A3.

A avaliagdo da interaccdo entre os antifungicos foi determinada através do cdlculo da
Fractionary Inhibitory Concentration (FIC) para cada um dos farmacos em estudo, cuja soma
origina o Fractionary Inhibitory Concentration Index (FICI) (Kontoyiannis and Lewis, 2003). Os
resultados obtidos foram classificados, de acordo com o FICI, em sinérgicos (FICI <0,5), aditivos
(0,5 < FICI < 1), indiferentes (1 < FICI < 4) ou antagonistas (FICI = 4) (Lewis et al., 2002; White et
al., 1996).
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2.4.Avaliagao da susceptibilidade aos antifiingicos por citometria de fluxo

2.4.1. Incubagao com os antiflingicos

Com base nos resultados da microdiluicdo seleccionaram-se 6 estirpes susceptiveis e 6
ndo susceptiveis as Ech; 6 estirpes susceptiveis e 1 ndo susceptivel a Anf B; e 4 estirpes
susceptiveis e 1 ndo susceptivel ao Flu. As estirpes foram cultivadas em caldo de Sabouraud e
incubadas a 35 °C, com agitacdo (180 rpm), até atingirem a fase exponencial tardia (a qual
corresponde a uma densidade dptica igual a 0,4, determinada pela leitura de absorvancia a um
A = 600 nm). Posteriormente, as células foram centrifugadas (10 min, 2500 rpm), o
sobrenadante rejeitado e os indéculos foram padronizados (0,5 McFarland) em PBS. As
suspensdes celulares, contendo 10° células/ml, foram incubadas com os antifdngicos durante 1
e 2 horas a 35 °C, com agitacdo (180 rpm). Sendo o objectivo categorizar as estirpes e nao
determinar as suas CIMs, as concentracdes avaliadas foram seleccionadas de acordo com os
breakpoints de cada farmaco. Assim, para as Ech foram testadas as concentracées de 1,2 e 4
ug/ml; para Anf B as concentracdes avaliadas foram 0,5, 1 e 2 ug/ml e para o Flu 8, 16 e 64
ug/ml. Como controlo de morte utilizou-se uma suspensdo celular tratada com etanol a 70%
(Merck) e como controlo de viabilidade uma suspensdo celular ndo submetida a qualquer

tratamento. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.4.2 Incubagao com os antifiingicos associados

As estirpes que previamente tinham sido estudadas pelo método de checkerboard, foram
inoculadas em caldo de Sabouraud e incubadas a 35 °C, com agitacdo (180 rpm), até atingirem
a fase de crescimento exponencial. Posteriormente, as células foram centrifugadas (10 min,
2500 rpm), o sobrenadante rejeitado e os indculos foram padronizados (0,5 McFarland) em
PBS. As leveduras, foram incubadas com os antifungicos durante 1 hora a 35 °C, com agitagao
(180 rpm). As concentra¢des testadas foram seleccionadas tendo em consideragdo a CIM
previamente determinada para cada estirpe, correspondendo esta a uma diluicdo abaixo da
CIM (% x CIM). Relativamente a cada estirpe, foram preparadas cinco suspensdes celulares
distintas: células vidveis, células mortas (tratadas com etanol a 70%), células tratadas com % x
CIM do farmaco 1, células tratadas com % x CIM do farmaco 2, e células tratadas com % x CIM

do farmaco 1 + % x CIM do farmaco 2.
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2.4.3. Marcagao das células com os marcadores fluorescentes

A marcagdo das células foi realizada com recurso a dois marcadores fluorescentes:
DiBAC,4(3), um indicador do potencial de membrana ( penetra em células despolarizadas e liga-
se a proteinas intracelulares ou membranares, despoletando um aumento de fluorescéncia);
FUN-1, um fluorocromo indicador da actividade metabdlica (permite distinguir células viaveis
de células nao viaveis) (Pina-Vaz C, 2010).

Apds o tratamento com os antifingicos, as suspensdes celulares foram centrifugadas (10
min, 2500 rpm), o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em PBS (este
passo foi repetido 3 vezes). Para a avaliagdo da susceptibilidade de antifingicos isolados,
procedeu-se a marcagdo das células com DiBAC4(3) 0,5 pug/ml, durante 30 min, a temperatura
ambiente e na auséncia de luz. A optimizacdo das condi¢ées de marcacdo foi previamente
realizada.

Na avaliacdo da associacdo entre antiflingicos, procedeu-se a marcagdo das células com
DiBAC,4(3) 0,5 pg/ml, para a associacdo Ech/Anf B, e FUN-1 0,5 pug/ml, para a associa¢do Ech/
Azo, durante 30 min, a temperatura ambiente e na auséncia de luz (Pina-Vaz et al., 2001b).

Para cada estirpe foi utilizado como controlo: 1) a auto-fluorescéncia (emitida por células
ndo submetidas a qualquer tratamento e ndo marcadas); 2) a fluorescéncia de células viaveis
(emitida por células ndo tratadas, mas marcadas com um marcador fluorescente) e 3) a
fluorescéncia de células mortas (emitida por células incubadas com etanol a 70% e marcadas

com um marcador fluorescente).

2.4.4. Analise citométrica

Apds a marcagao, cerca de 30 000 células foram analisadas no citometro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences, Sydney, Australia). A intensidade de fluorescéncia das células
tratadas com antifungico foi avaliada com o detector de fluorescéncia FL1 (fluorescéncia
verde, 525 nm) para o DiBAC,(3), e FL2 (fluorescéncia amarelo-esverdeado, 575 nm) para o
FUN-1, e comparada com os controlos. Os resultados foram expressos através da percentagem
de células que revelou fluorescéncia elevada em FL1 (idéntica a fluorescéncia apresentada
pelas células mortas) no caso do DiBAC4(3), e pela intensidade média de fluorescéncia das
células tratadas, relativamente a intensidade média de fluorescéncia das células viaveis (ndo
submetidas a qualquer tratamento), em FL2, no caso do FUN-1. As amostras foram analisadas

em triplicado.
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2.5. Determinagdo das Unidades Formadoras de Coldnias nas condi¢oes da analise

citométrica

O numero de células vidveis nas suspensdes celulares tratadas e ndo tratadas com
antifungico, foi determinado através da contagem do numero de unidades formadoras de
coldnias (UFC)/ml, em placas de Sabouraud agar. Para cada amostra e ao fim de 1 e 2 horas de
tratamento, foram realizadas diluicdes seriadas de 1:10, até a diluicdo 103, Em seguida,
inocularam-se 100 ul de cada suspensdo e respectivas diluicdes nas placas de agar, e
incubaram-se a 35 °C. A contagem do numero de UFC foi realizada 24 horas apds a inoculagao.
Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

Relativamente a associacdo entre antifingicos, esta foi avaliada de acordo com os
critérios estabelecidos para o método do time-kill assay. Assim, considerou-se como sinérgico,
qguando se verifica um aumento > 2 log;, na morte das células tratadas com os dois farmacos
em relacdo as células tratadas com apenas um farmaco (sendo esta contabilizada pela
determinacdo da UFC/ml); efeito aditivo, quando se verifica um aumento > 1 mas < 2 logy,
UFC/ml; indiferente, quando hd uma reducdo na morte < 2 log;,, UFC/ml; e antagonista,

guando ha uma reducdo > 2 log;o UFC/ml (Lewis et al., 2002).

2.6. Comparacao entre metodologias

Para a avaliagdo da concordancia entre os métodos citometria de fluxo/checkerboard e
citometria de fluxo/determinacdo de UFCs, resultando em varidveis categdricas as medidas
mais adequadas sao a proporc¢ao de concordancia (PC) e o valor de kappa (k), sendo que estas
duas medidas complementam-se (Sabin, 2002).

A PC corresponde a propor¢do de casos em que ambas as técnicas concordam
relativamente ao numero total de casos. Esta pode variar entre 0 e 1. Sendo que O
corresponde a uma discordancia total e 1 a uma concordancia total (Sabin, 2002).

O valor de k, que corresponde a proporc¢do de concordancia corrigindo o acaso, varia
entre -1 e 1, sendo que 1 corresponde a concordancia total, 0 a concordancia que
esperariamos obter caso as classificagdes fossem feitas ao acaso e -1 a discordancia total. E de
salientar que este é afectado pela prevaléncia e nimero de categorias, o que nem sempre
permite uma comparagdo directa com estudos desenvolvidos noutras popula¢des (Sabin,
2002).

Relativamente a avaliacdo da validade diagnéstica da citometria de fluxo na detecgdo

das diferentes classificagdes foram calculadas a sensibilidade, especificidade, valores
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preditivos, likelihood ratios e validade (com os respectivos intervalos de confianga a 95%) para
cada um dos parametros. Estas medidas foram calculadas para a totalidade dos casos e
parcialmente para os casos em que foi utilizada as associa¢gdes Ani/Anf B e Ani/Flu, e utilizando
o método checkerboard como método de referéncia.

Os valores calculados foram comparados de forma a detectar diferencas entre os
diferentes grupos de classificacdo, os diferentes ambientes de andlise e os dois métodos
avaliados.

Para todas as medidas foi utilizado o SPSS (versdo 17.0) como instrumento de auxilio

no calculo das mesmas.
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3.Resultados

3.1. Avaliacdo da susceptibilidade aos antifliingicos pelos métodos classicos
3.1.1. Método de microdilui¢do para avalia¢ao da susceptibilidade a antifiingicos

Os padrdes de susceptibilidade das estirpes clinicas de Candida spp. (n = 90), aos
antifungicos anfotericina B, fluconazole, micafungina, anidulafungina e caspofungina,
determinados pelo método de microdiluicdo (protocolo M27-A3) (CLSI, 2008), encontram-se

descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Padrdo de susceptibilidade de 90 estirpes do género Candida a anfotericina B (Anf B), fluconazole (Flu),
micafungina (Mica), anidulafungina (Ani) e caspofungina (Cas).

Espécie N Farmaco Limites CIM MG % Estirpes S
C. albicans 41 Anf B 0,06-0,5 0,24 100
Flu 0,25-64 27 45

Mica 0,015-0,03 0,05 100

Ani 0,015-0,25 0,2 100

Cas 0,25-2 0,6 100

C. glabrata 20 Anf B 0,125-0,5 0,2 100
Flu 0,5-8 6,3 74

Mica 0,015-8 0,08 94

Ani 0,016-4 0,43 88

Cas 0,5-8 0,95 88

C. parapsilosis 17 Anf B 0,06-0,5 0,21 100
Flu 0,5-64 12 81

Mica 0,25-8 1,4 87

Ani 0,5-8 2,09 67

Cas 1-8 2 73

C. tropicalis 7 Anf B 0,06-0,25 0,17 100
Flu 0,05-32 8 92

Mica 0,015-0,03 0,07 100

Ani 0,015-0,25 0,12 100

Cas 0,125-4 0,45 85

C. guilliermondii 1 AnfB 0,125 - 100
Flu 4 - 100

Mica 0,5 - 100

Ani 1 - 100

Cas 2 - 100

C. krusei 3 Anf B 0,06-0,125 0,08 100
Flu 16-64 31,3 0

Mica 0,06-0,5 0,17 100

Ani 0,015-0,25 0,25 100

Cas 1-2 1,4 100

C. lusitaniae 1 Anf B 2 - 0
Flu 16 - 0

Mica 0,06 - 100

Ani 0,015 - 100

Cas 1 - 100

N — nimero de estirpes; CIM — concentragdo inibitdria minima; MG - média geométrica; S - susceptivel.
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Todas as estirpes clinicas demonstraram ser susceptiveis a Anf B (CIM < 1 pg/ml), com
excepcdo de C. lusitaniae (CIM de 2 pg/mil).

Valores elevados de CIM para o Flu, foram encontrados principalmente em estirpes de
C. albicans e C. krusei (CIM = 64 pg/ml).

Relativamente as equinocandinas, na maioria das estirpes ndo se verificaram CIM
elevadas (CIM > 2 pug/ml). No entanto, em algumas estirpes de C. parapsilosis e C. glabrata
observaram-se valores de CIM > 2 pg/ml. Constatou-se também que o antifingico Cas

apresenta CIM mais elevadas do que as restantes equinocandinas.

3.1.2. Método de checkerboard para avaliagao de associa¢des entre antifiingicos

Os resultados do método de checkerboard que traduzem os efeitos in vitro das
associagBes entre anidulafungina e anfotericina B (Ani/Anf B), e anidulafungina e fluconazole
(Ani/Flu), em estirpes clinicas de Candida spp. encontram-se apresentados nas tabelas 2a e 2b,
respectivamente.

A associacdo Ani/Anf B exerceu um efeito sinérgico em 43% das estirpes estudadas (17
em 39), aditivo em 36% (14 em 39), indiferente em 13% (5 em 39) e antagonista em 8% (3 em
39). Nas estirpes de C. parapsilosis, esta associa¢cdo actuou de modo sinérgico (44%) ou aditivo
(56%), reduzindo significativamente a CIM da Ani (8 para 2 ug/ml), sem evidéncias de
indiferenca ou antagonismo. Nas restantes espécies em estudo, a percentagem conjunta de
indiferenga e antagonismo nao excedeu os 50% das estirpes.

A associacdo Ani/Flu apresentou efeito sinérgico em 44% das estirpes (16 em 36),
aditivo em 25% (9 em 36), indiferente em 28% (10 em 36) e antagonista em 3% (1 em 36).
Apenas numa estirpe de C. parapsilosis, esta associacdo demonstra um efeito antagonista, ndo
se verificando também reducdo da CIM do Flu nas restantes estirpes da mesma espécie. Em
relacdao as demais espécies em estudo, assiste-se a um sinergismo significativo, acompanhado

de reducdo das CIM de ambos os farmacos em estudo.

3.2. Avaliagdo da susceptibilidade aos antifliingicos por citometria de fluxo

3.2.1 Susceptibilidade a antifingicos isolados

- Equinocandinas

Os resultados da avaliacdao da susceptibilidade a equinocandinas por citometria de fluxo com

DiBAC,4(3) encontram-se representados na figura 1.
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Tabela 2a - Actividade antifungica e efeito da associa¢do anidulafungina (Ani) e anfotericina B (Anf B) nas estirpes clinicas de Candida spp. (n=39).

Ani (ug/ml) Anf B (ug/ml) Efeito da associagdo (%)
Isolado Associagdo Isolado Associagdo
N Limite CIM MG Limite CIM MG Limite CIM MG Limite CIM MG Sinérgico Aditivo Indiferente  Antagonista

C. albicans 14 0,015-1 0,09 0,06-0,125 0,06 0,06-1 0,19 0,015-0,03 0,01 43 21 7 29
C. glabrata 8 0,015-4 0,19 0,06-1 0,07 0,06-0,25 0,17 0,015-0,125 0,02 25 38 25 12
C. guilliermondii 1 1 - 0,25 - 0,125 - 0,03 - 100 - - -
C. krusei 2 0,125-0,25 0,18 0,06-0,125 0,08 0,125-0,25 0,17 0,015 0,015 50 - 50 -
C. lusitaniae 1 0,5 - 0,25 - 2 - 0,25 - - 100 - -
C. parapsilosis 9 1-8 2,9 0,06-2 0,5 0,125-0,25 0,16 0,03-0,06 0,04 44 56 - -
C. tropicalis 4 0,015-1 0,12 0,06-0,5 0,07 0,06-0,5 0,2 0,015-0,03 0,01 50 - 25 25
N — niimero de estirpes; CIM — concentragdo inibitdria minima; MG - média geométrica.
Tabela 2b - Actividade antiftingica e efeito da associagdo anidulafungina (Ani) e fluconazole (Flu) nas estirpes clinicas de Candida spp. (n=36).

Ani (ug/ml) Flu (pg/ml) Efeito da associagdo (%)

Isolado Associagdo Isolado Associagdo

N Limite CIM MG Limite CIM MG Limite CIM MG Limite CIM MG Sinérgico Aditivo  Indiferente Antagonista

C. albicans 16 0,015-0,25 0,05 0,06-0,125 0,03 0,125-64 7,66 0,06-0,125 0,08 38 6 56 -
C. glabrata 9 0,015-4 0,53 0,06-0,25 0,08 4-16 9,33 0,06-4 0,15 78 11 11 -
C. krusei 1 0,25 - 0,06 - 64 - 0,06 - 100 - - -
C. parapsilosis 7 2-8 3,17 0,25-2 0,25 0,125-2 0,79 0,25-2 0,63 29 29 29 13
C. tropicalis 3 0,015-0,25 0,03 0,06 0,06 2 2 0,06 0,06 33 - 67 -

19



Perfil de susceptibilidade e resultados da associacdo de antifingicos: Um novo método

Como as diferentes Ech apresentam padrdes de actividade antifungica semelhante em
Candida spp., seleccionou-se a anidulafungina como farmaco representado desta classe de

antifungicos (Pfaller et al., 2008; Pound et al., 2010).
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Figura 1 — Analise citométrica da estirpe C. albicans 0207 susceptivel (S) a Anidulafungina
(Ani) (A-C) e da estirpe C. parapsilosis 0136 nio susceptivel (NS) a Ani (D-F), apds
tratamento com 1 pg/ml de Ani durante 1 hora e marca¢cdo com DIiBAC,(3). A e D:
“scattergram” complexidade (SSC) versus tamanho (FSC), onde se encontram representadas
as populagdes de células (R). B e E: “scattergram” complexidade (SSC) versus fluorescéncia
(FL1 — 525 nm), onde se encontram representadas as populagdes de células (R) — verificar a
presenca de duas subpopulagdes na estirpe S: R, (verde) representa a subpopulagdo de
células viaveis e R, (vermelho) a subpopulagio de células ndo viaveis. C e F: sobreposi¢do de
histogramas representativos de diferentes populagées celulares: a — auto-fluorescéncia; b —
fluorescéncia de células ndo tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de viabilidade); ¢ —
fluorescéncia de células tratadas com etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo de
morte); d — fluorescéncia de células tratadas com 1 pug/ml de Ani, durante 1h e marcadas
com DiBAC,(3) (correspondendo a populagdo R de cada estirpe).

Pela andlise da figura 1, verifica-se que a populacdo de células de C. albicans
susceptivel (S) a Ani (CIM 0,06 pg/ml) (A) apds 1 hora de incubacdo com 1 pg/ml deste
farmaco, apresenta duas subpopulagées (B) — R; e R, com diferentes intensidades de
fluorescéncia (IF), sendo a IF de R, superior a de R;. Na populacdo de células de C. parapsilosis
ndo susceptivel (NS) a Ani (CIM 4 pg/ml) (D), quando sujeita ao tratamento nas mesmas

condi¢cbes, encontra-se quase totalmente uma populacdo com IF reduzida. Os histogramas
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demonstram que em C a populagdo de células tratadas com antifliingico (d) apresenta dois
picos distintos de fluorescéncia, um (laranja, a direita) que corresponde a cerca de 25% da
populacdo, com IF semelhante a IF do controlo de viabilidade (b) e outro (laranja, a esquerda)
que corresponde a cerca de 75% da populagdo, cuja IF se mostrou ligeiramente superior a IF
do controlo de morte (c); em F a populagdo de células tratadas emite uma IF muito semelhante

a do controlo de viabilidade, parecendo ndo haver entrada de DiBAC4(3) nas células em

analise.
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Figura 2 — Histograma representativo da estirpe C.
albicans 0207 sensivel a Anidulafungina (Ani), apds
tratamento com 1 pg/ml de Ani durante 1 hora (d —
laranja) e 2 horas (e — azul) e marcagdo com
DiBAC,(3), analisada em FL1 (525 nm). a — auto-
fluorescéncia; b — fluorescéncia de células nao
tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de
viabilidade); ¢ — fluorescéncia de células tratadas
com etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo
de morte).
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Figura 3 — Histograma representativo da estirpe C.
albicans 0207 sensivel a Anidulafungina (Ani), apds
tratamento com 1 (d — laranja), 2 (e — azul) e 4 (f -
roxo) pg/ml de Ani durante 1 hora e marcagdo com
DiBAC,(3), analisada em FL1 (525 nm). a — auto-
fluorescéncia; b — fluorescéncia de células nao
tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de
viabilidade); ¢ — fluorescéncia de células tratadas
com etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo
de morte).

A figura 2 demonstra que a IF das células tratadas aumenta ligeiramente com o

aumento do tempo de incubag¢do com o farmaco. Contudo, apds 1 hora de incuba¢do ha uma

diferenga notéria entre a IF das células tratadas (d) e a IF do controlo de viabilidade (b).

Observa-se ainda que o efeito da Ani aumenta quando a sua concentra¢do aumenta, o

que é representado por um aumento subtil (5-10%) da IF nas células tratadas com 1, 2 e 4

ug/ml de Ani (d, e, f, respectivamente) (figura 3).
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Os resultados do estudo da
actividade da Ani por CF, confirmam-
viabilidade

se pelo ensaio de

(determinacdo de UFC) das duas

C. parapsifosis 0136 2h

estirpes S e NS, submetidas a iguais

C. albicans 0207 2h

Anidulafungina (pg/ml)

condicbes de tratamento com Ani

(representado na figura 4).

Figura 4 — Ensaio de viabilidade das estirpes C. albicans 0207

sensivel a Anidulafungina (Ani) e C. parapsilosis 0136 nao

susceptivel a Ani, expostas a diferentes concentragées de Ani (0,

1,2 e 4 ug/ml) durante 1 e 2 horas.
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- Anfotericina B

Os resultados da avaliagdo da susceptibilidade a Anf B por CF com DiBAC,(3) encontram-
se representados na figura 5.
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Figura 5 — Analise citométrica da estirpe C. albicans 0207 susceptivel (S) a Anfotericina
B (Anf B) (A-C) e da estirpe C. lusitanae D51 resistente (R) a Anf B (D-F), apods
tratamento com 1 ug/ml de Anf B durante 1 hora e marca¢io com DiBAC,(3). A e D:
“scattergram” complexidade (SSC) versus tamanho (FSC), onde se encontram
representadas as populagdes de células (R). B e E: “scattergram” complexidade (SSC)
versus fluorescéncia (FL1 — 525 nm), onde se encontram representadas as populacdes
de células (R) — verificar a presenga de duas subpopulagdes: R; (verde) representa a
subpopulagdo de células viaveis e R, (vermelho) a subpopulagdo de células ndo viaveis.
C e F: sobreposicao de histogramas representativos de diferentes populagdes celulares:
a — auto-fluorescéncia; b — fluorescéncia de células ndo tratadas marcadas com
DiBAC,(3) (controlo de viabilidade); c — fluorescéncia de células tratadas com etanol 70%
e marcadas com DiBAC,(3) (controlo de morte); d — fluorescéncia de células tratadas
com 1 pg/ml de Anf B, durante 1h e marcadas com DiBAC,(3) (correspondendo a
populagdo R de cada estirpe).

As populacdes de células A, susceptiveis (S) (CIM 0,25 pug/ml) e D, resistentes
(R) (CIM 2 pg/ml) a Anf B, apds 1 hora de incubag¢do com 1 pg/ml do farmaco em estudo,
apresentam duas subpopulacdes — R; e R, com IF distintas, sendo a IF de R, superior a de R;.

Através da anadlise do histograma C verifica-se que a estirpe S apds 1 hora de incubagdo com o
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farmaco (d) apresenta uma IF muito idéntica a IF do controlo de morte (c); a estirpe resistente,

representada no histograma F, apresenta dois picos diferentes, onde 82% da populagdo

demonstra uma IF superior a do controlo de viabilidade (b) e inferior a do controlo de morte

(c).
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Figura 6 — Histograma representativo da estirpe C.
albicans 0207 sensivel a Anfotericina B (Anf B) apés
tratamento com 1 ug/ml de Anf B durante 1 hora (d
- laranja) e 2 horas (e — azul) e marcagdo com
DiBAC,(3), analisada em FL1 (525 nm). a — auto-
fluorescéncia; b — fluorescéncia de células ndo
tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de
viabilidade); ¢ — fluorescéncia de células tratadas
com etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo
de morte).
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Figura 7 — Histograma representativo da estirpe C.
albicans 0207 sensivel a Anfotericina B (Anf B) apds
tratamento com 0,5 (d — laranja), 1 (e —azul) e 2 (f -
roxo) pg/ml de Anf B durante 1 hora e marcag¢io
com DiBAGC,(3), analisada em FL1 (525 nm). a —
auto-fluorescéncia; b — fluorescéncia de células ndo
tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de
viabilidade); ¢ — fluorescéncia de células tratadas
com etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo

de morte).

A populagdo de células da estirpe S a Anf B tratada com 1 ug/ml deste

farmaco, apresenta uma IF idéntica apds 1 (d) e 2 (e) horas de incubagdo (92,41% e 96,73%,

respectivamente), por sua vez semelhante a apresentada pelas células mortas (figura 6).

Na figura 7, verifica-se que o aumento da concentracdao de Anf B leva a um ligeiro

aumento na IF das células tratadas com 0,5, 1 e 2 ug/ml (d, e, f respectivamente) ao fim de 1

hora de incubacdo (figura 7).
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4 4 \ C. lusitanae D51 2h
\1 —— C. albicans 0207 1h
C. albicans 0207 2h

Os resultados obtidos pela CF

sdao apoiados pelo estudo de
viabilidade (determinacdo de UFC),
observando-se um efeito dose-
dependente na estirpe susceptivel,
semelhante apdés 1 ou 2 horas de

incubagdo com o farmaco (figura 8).

Figura 8 — Ensaio de viabilidade das estirpes C. albicans 0207

sensivel a Anfotericina B (Anf B) e C. lusitanae D51 resistente a
Anf B, expostas a diferentes concentragées de Anf B (0,0,5, 1 e

2 ug/ml) durante 1 e 2 horas.
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Perfil de susceptibilidade e resultados da associacdo de antifingicos: Um novo método

- Fluconazole

Os resultados da avaliagdo da susceptibilidade ao Flu por CF com DiBAC4(3) encontram-

se representados na figura 9.
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Figura 9 — Andlise citométrica da estirpe C. parapsilosis 0204 susceptivel ao
Fluconazole (Flu) (A-C) e da estirpe C. albicans 0223 resistente ao Flu (D-F), apds
tratamento com 16 pug/ml de Flu durante 1 hora e marcagdo com DiBAC,(3). A e D:
“scattergram” complexidade (SSC) versus tamanho (FSC), onde se encontram
representadas as populagdes de células (R). B e E: “scattergram” complexidade (SSC)
versus fluorescéncia (FL1 — 525 nm), onde se encontram representadas as
populagdes de células (R). C e F: sobreposi¢do de histogramas representativos de
diferentes populagGes celulares: a — auto-fluorescéncia; b — fluorescéncia de células
ndo tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de viabilidade); c — fluorescéncia de
células tratadas com etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo de morte); d —
fluorescéncia de células tratadas com 16 pug/ml de Flu, durante 1h e marcadas com
DiBAC,(3) (correspondendo a populagdo R de cada estirpe).

Ambas as populacdes de células S (CIM 1 pug/ml) e R (CIM 64 pg/ml) ao Flu, tratadas
com 16 ug/ml do farmaco em estudo, emitem uma IF préxima da IF apresentada pelo controlo
de viabilidade. Este resultado sugere que o marcador utilizado, DiBAC4(3), ndo marca células

tratadas com Flu, o que é corroborado com o ensaio de viabilidade das estirpes em estudo

(Figura 10).
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] Da andlise da Figura 10,
verifica-se que a actividade

. Catbicans 02231 fungistatica do Flu é dose-dependente,
C. albicans 0223 2h
c parapsitosis 0204 1n | Observando-se um ligeiro aumento
—o— C parapsilosis 0204 2h

2 desta ao fim de 2 horas de incubacao
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0 versus 1 hora.
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Figura 10 — Ensaio de viabilidade das estirpes C. parapsilosis
0204 sensivel ao Fluconazole (Flu) e C. albicans 0223
resistente ao Flu, expostas a diferentes concentracées de Flu
(0, 8, 16 e 32 pug/ml) durante 1 e 2 horas.

3.2.2 Associagoes de antifungicos

Os resultados da associagdo Ani/Anf B sobre a estirpe C. albicans 0215, cujas CIM s&o
de 0,25 ug/ml para a Ani e 0,06 para a Anf B, encontram-se representados na Figura 11. Os
trés tratamentos, C1, C2 e C3, resultam em dois picos distintos de fluorescéncia. Em C1, cerca
de 68% da populagdo de células (M) tratadas com Ani numa concentracdo de uma diluigdo
abaixo da CIM, durante 1 hora, emite uma IF semelhante a do controlo de morte (b). Em C2,
aproximadamente 13% das células tratadas (M) com Anf B numa concentragdo de uma
diluicdo abaixo da CIM, durante 1 hora, emite uma IF ligeiramente inferior a do controlo de
morte (b). Em C3, cerca de 75% da populagdo (M) tratada com ambos os farmacos em
associacdo durante 1 hora, emite uma IF proxima da do controlo de morte (b). Os histogramas
representam assim um exemplo tipico de uma estirpe em que associacdo Ani/Anf B exerceu

um efeito sinérgico.
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Figura 11 - Histograma representativo da estirpe C. albicans 0215, na qual a associagdo

Anidulafungina/Anfotericina B apresentou um efeito sinérgico. Andlise efectuada em FL1 - 525 nm. a — fluorescéncia
de células ndo tratadas marcadas com DiBAC,(3) (controlo de viabilidade); b — fluorescéncia de células tratadas com
etanol 70% e marcadas com DiBAC,(3) (controlo de morte); C1 — fluorescéncia de células tratadas com uma
concentragdo sub-inibitéria de Ani (% x CIM) e marcadas com DiBAC4(3); C2 — fluorescéncia de células tratadas com
uma concentragdo sub-inibitéria de Anf B (% x CIM) e marcadas com DiBAC,(3); C3 — fluorescéncia de células tratadas
com Ani associada com Anf B (% x CIM Ani + % x CIM Anf B) e marcadas com DiBAC,(3). M — % de células
despolarizadas.
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Perfil de susceptibilidade e resultados da associacdo de antifingicos: Um novo método

Na figura 12, encontra-se representado o resultado da avaliacdo da associacao
Anidulafungina/Fluconazole sobre a estirpe C. glabrata 0158, com valores de CIM de 4 pg/ml
para ambos os farmacos testados.

Para a interpretacdo dos resultados com FUN-1 determina-se a razdo entre a
intensidade média de fluorescéncia (IMF) das células tratadas com o antifungico e a IMF das
células ndo tratadas (controlo de viabilidade), sendo esta razdo representada por IMFe.

C3 apresenta um IMF. (8,90) superior as IMF. dos tratamentos C1 e C2 (7,93 e 1,01,
respectivamente), o que evidéncia que na estirpe em estudo a associa¢do Ani/Flu exerceu um

efeito sinérgico.

[=] (=] (=]
g, ) S g
Anidulafungina Fluconazole Anidulafungina/Fluconazole
& & &
:':‘ @ [
Q (=] (=}
23 23 2§ -
3 3 5
S8 8 o3 a
g F.— 7,03 % IMF,_— 1,01 % IMF_ - 8,00
100 102 103 104 100 102 103 10* 300 101 102 10° 10%
FL2 FL2 FL2
Figura 12 - Histograma representativo da estirpe C. glabrata 0158, na qual a associa¢do

Anidulafungina/Fluconazole apresentou um efeito sinérgico. Analise efectuada em FL2 - 575 nm. a — fluorescéncia
de células ndo tratadas marcadas com FUN-1 (controlo de viabilidade); C1 — fluorescéncia de células tratadas com
uma concentragdo sub-inibitéria de Ani (% x CIM) e marcadas com FUN-1; C2 — fluorescéncia de células tratadas
com uma concentragdo sub-inibitdria de Flu (% x CIM) e marcadas com FUN-1; C3 — fluorescéncia de células tratadas
com Ani associada com FLU (% x CIM Ani + % x CIM Anf B) e marcadas com FUN-1. IMF¢ — Intensidade média de
fluorescéncia final.

A partir da analise dos histogramas e com base na classificacdo proposta para o
método de checkerboard, determinou-se um indice de fluorescéncia (If) com o objectivo de
classificar o resultado da avaliacdo das associa¢cdes por CF como sinérgica (Sl), aditiva (AD),

indiferente (1) ou antagonista (A).

Para a associacdo anidulafungina/anfotericina B o indice de fluorescéncia ()

determinou-se da seguinte forma:

M Ani/AnfB M Ani/Anf B
M Ani M Anf B

indice de fluorescéncia =

Onde M corresponde a percentagem de células despolarizadas (marcadas com DiBAC,(3))

resultante dos tratamentos.

Para a associacdo anidulafungina/fluconazole o I determinou-se de igual forma,

substituindo-se M por IMF (Intensidade média de fluorescéncia final):
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Perfil de susceptibilidade e resultados da associacdo de antifingicos: Um novo método

IMFc Ani/Flu IMFc Ani/Flu
IMFc Ani IMFc Flu

indice de fluorescéncia =

De acordo com o I os resultados obtidos sao classificados em: antagonistas para I < 1,
indiferentes para 1 < I < 2, aditivos 2 < I < 4 e sinérgicos | > 4.

Nas tabelas 3 e 4, encontram-se descritos os resultados da andlise citométrica para as
associa¢des Ani/Anf B e Ani/Flu (respectivamente) e a classificacdo dos mesmos segundo os
ensaios de viabilidade (determinagdo de UFCs).

A CF avalia a associacdo Ani/Anf B como sinérgica em 46% (18 em 39) das estirpes,
aditiva em 39% (15 em 39), indiferente em 10% (4 em 39) e antagonista em 5% (2 em 39). Esta
associacdo parece ser mais activa sobre as espécies C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei, no
entanto os dados obtidos ndo sdo suficientes para estabelecer uma correlagdo com as
diferentes espécies.

Relativamente a associagdo Ani/Flu, esta é avaliada como sinérgica em 36% (13 em 36)
das estirpes, aditiva em 39% (14 em 36%), indiferente em 22% (8 em 36) e antagonista em 3%
(1 em 36). Tal como na associa¢do Ani/Anf B, os resultados da avaliacdo desta associacdo ndo

permitem estabelecer uma correlagdo com as espécies em estudo.

3.3. Comparacao entre metodologias

A comparacdo entre a classificacdo das associa¢cdes Ani/Anf B e Ani/Flu obtida por
citometria de fluxo e pelos métodos classicos, checkerboard assay e determinagao de UFC,
encontra-se representada na tabela 5.

Com o objectivo de avaliar a concordancia entre os métodos em estudo, procedeu-se
ao calculo das proporgbes de concordancia (PC) e do kappa (k) (e respectivos intervalos de
confianga a 95%) (representados na tabela 6).

Relativamente a PC entre os métodos CF e checkerboard, verifica-se que apenas na
associacdo Ani/Anf B ocorreu uma concordancia estatisticamente inferior na classificacdo de
indiferente em relacdo as restantes classificagdes. Relativamente ao valor de k ndo se
verificam diferencas entre os grupos.

Quanto a PC entre os métodos CF e determinacgdo de UFCs, verifica-se que na avaliacdo
global a classificacdo de antagonista apresenta uma concordancia inferior quando comparada
com a classificagdo de sinérgico e aditivo. Na associacdo Ani/Anf B observa-se uma
concordancia estatisticamente inferior na classificagcdo de indiferente e antagonista em relagdo

a sinérgico e aditivo. Relativamente ao valor de k ndo se verificam diferengas entre os grupos.
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Perfil de susceptibilidade e resultados da associacdo de antifingicos: Um novo método

As medidas de validade (com os respectivos intervalos de confianga a 95%) para a
deteccdo das diferentes classificacdes (SI, AD, | e A) obtidas pela citometria de fluxo
considerando o checkerboard assay como método de referéncia, encontram-se apresentadas

na tabela 7.

Tabela 3 —Actividade antiflingica e efeito da associagdo anidulafungina (Ani) e anfotericina B (Anf B) nas estirpes
clinicas de Candida spp. (n=39), por citometria de fluxo (CF) e classificagdo da associa¢do pela determinagdo de
unidades formadoras de colénias (UFC/ml).

Associagdo Ani/Anf B
CF (% células mortas) UFC/ml
Estirpe Ani Anf Ani/Anf Classificacdo® Classificagéob
C. albicans 0236 45,04 13,53 22,42 2,15 (AD) 3,78 (AD)
C. albicans 0223 71,23 14,58 69,08 5,71 (SI) 6,73 (SI)
C. albicans 0216 49,68 8,24 25,17 3,56 (AD) 2,84 (AD)
C. albicans 0189 26,33 1,78 24,77 14,86 (SI) 4,70 (SI)
C. albicans OL196 83,45 27,89 33,56 1,61 (1) 1,97 (1)
C. albicans 0207 48,96 10,05 8,13 0,98 (A) 0,98 (A)
C. albicans 0245 48,13 37,13 20,01 0,95 (A) 1,32 (l)
C. albicans 0237 42,59 1,57 44,53 29,41 (SI) 9,12 (SI)
C. albicans 0183 22,69 10,41 13,2 1,85 (1) 1,88 (1)
C. albicans 0222 37,4 8,78 32,65 4,59 (SI) 16,37 (SI)
C. albicans 0215* 68,42 13,05 75,04 6,93 (SI) 9,48 (SI)
C. albicans 0190 19,34 11,08 17,57 2,49 (AD) 2,90 (AD)
C. albicans ATCC 61,34 37,12 53,11 2,30 (AD) 3,76 (AD)
C. albicans 0195 53,12 12,98 17,89 1,72 (1) 2,95 (AD)
C. glabrata OL158 79,44 19,36 75,85 4,87 (SI) 4,94 (Sl)
C. glabrata 0206 35,48 70,21 50,81 2,16 (AD) 3,95 (AD)
C. glabrata 0188 82,83 3,95 58,39 15,49 (SI) 5,31 (SI)
C. glabrata OL163 73,94 15,09 57,93 4,62 (SI) 9,85 (SI)
C. glabrata OL149 75,39 36,95 58,23 2,35 (AD) 3,80 (AD)
C. glabrata 0175 66,85 10,44 63,11 6,99 (SI) 14,44 (SI)
C. glabrata 0180 78,27 3,01 73,13 25,23 (SI) 8,04 (SI)
C. glabrata 0181 59,89 5,66 37,48 7,25 (SI) 5,47 (SI)
C. guilliermondii 33 23,28 2,46 21,11 9,49 (SI) 19,94 (SI)
C. krusei OL16 29,72 4,81 27,58 6,66 (SI) 7,65 (SI)
C. krusei 0234 14,92 2,11 10,53 5,70 (SI) 7,64 (SI)
C. lusitanae D51 79,93 49,79 69,93 2,28 (AD) 3,72 (AD)
C. parapsilosis OL143 72,14 23,71 55,46 3,11 (AD) 3,53 (AD)
C. parapsilosis 0246 67,93 48,06 58,03 2,06 (AD) 3,78 (AD)
C. parapsilosis ATO17 2,94 0,34 0,78 2,56 (AD) 3,44 (AD)
C. parapsilosis OL144 21,15 0,63 16,1 26,32 (SI) 14,01 (SI)
C. parapsilosis 0204 82,33 31,18 80,53 3,56 (AD) 3,26 (AD)
C. parapsilosis 0136 15,58 14,5 16,98 2,26 (AD) 3,88 (AD)
C. parapsilosis Cpo41 8,87 5,98 15,06 4,22 (SI) 8,62 (SI)
C. parapsilosis 0158 45,08 4,92 21,61 4,87 (SI) 12,77 (SI)
C. parapsilosis 056 21,72 11,53 18,67 2,48 (AD) 3,83 (AD)
C. tropicalis OL202 90,22 3,45 89,79 27,02 (SI) 4,65 (SI)
C. tropicalis OL205 70,98 23,04 53,85 3,10 (AD) 14,77 (SI)
C. tropicalis OL193 42,01 11,21 11,01 1,24 (1) 2,00 ()
C. tropicalis 1304 11,54 1,98 3,96 2,34 (AD) 3,96 (AD)
a —% %; b — Lewis et al (2002).

SI-sinérgico; AD — Aditivo; | — Indiferente; A — Antagonista.
*exemplo representado na figura 11.
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Tabela 4 — Actividade antifingica e efeito da associagdo anidulafungina (Ani) e fluconazole (Flu) nas estirpes
clinicas de Candida spp. (n=36), por citometria de fluxo (CF) e classificagdo da associa¢do pela determinagdo de

unidades formadoras de colénias (UFC/ml).

Associagdo Anidulafungina/Fluconazole

CF (IMF) UFC/ml
Estirpe Ani Flu Ani/Flu Classificaggo® Classificagéob
C. albicans 0189 1,10 1,26 2,60 4,44 (SI) 5,05 (SI)
C. albicans 0190 0,48 0,48 1,24 5,13 (SI) 4,40 (SI)
C. albicans 0195 2,70 1,62 2,34 2,31 (AD) 3,59 (AD)
C. albicans 0205 1,68 0,93 0,82 1,36 (l) 1,99 (1)
C. albicans 0207 2,30 1,74 1,55 1,57 () 1,97 ()
C. albicans 0216 4,77 3,16 7,72 4,06 (SI) 11,43 (SI)
C. albicans 0223 1,75 1,39 437 565 (SI) 14,41 (SI)
C. albicans 0236 1,10 1,03 2,17 4,08 (SI) 6,03 (SI)
C. albicans 0237 2,67 1,29 3,50 4,03 (SI) 15,57 (SI)
C. albicans 0245 1,41 1,27 1,34 2,00 () 2,00 (1)
C. albicans OL122 8,00 4,79 569 1,90 () 1,73 (1)
C. albicans OL160 0,38 0,38 0,59 3,09 (AD) 3,64 (AD)
C. albicans OL171 0,48 0,49 0,48 2,00 (1) 1,97 (1)
C. albicans OL172 1,26 0,91 1,68 3,19 (AD) 3,64 (AD)
C. albicans OL196 1,28 1,41 1,28 1,91 () 2,00 (1)
C. albicans ATCC 1,69 1,40 1,79 2,33 (AD) 3,06 (AD)
C. glabrata 0158* 7,93 1,01 890 9,93 (SI) 14,94 (SI)
C. glabrata 0181 2,48 0,51 2,83 6,72 (SI) 9,78 (SI)
C. glabrata 0188 3,77 2,81 7,15 4,44 (SI) 532 (SI)
C. glabrata 0180 0,46 1,02 1,30 4,09 (SI) 2,96 (AD)
C. glabrata 0206 1,88 1,80 2,04 2,22 (AD) 3,71 (AD)
C. glabrata OL149 2,08 1,22 324 4,20 (S) 5,98 (SI)
C. glabrata OL158 1,27 1,01 1,14 2,03 (AD) 2,62 (AD)
C. glabrata OL163 1,78 1,57 1,96 2,35 (AD) 1,87 (1)
C. glabrata OL164 0,96 0,62 1,61 4,29 (SI) 16,80 (SI)
C. krusei OL16 1,10 1,06 1,15 2,13 (AD) 1,97 (1)
C. parapsilosis ATO16 3,10 3,53 4,31 2,61 (AD) 3,63 (AD)
C. parapsilosis Cpo41 1,34 1,11 0,59 0,97 (A) 0,91 (A)
C. parapsilosis 0136 1,64 0,91 0,92 1,57 () 1,98 (1)
C. parapsilosis 0246 1,53 1,72 1,66 2,05 (AD) 3,84 (AD)
C. parapsilosis 056 2,33 4,06 3,07 2,07 (AD) 3,10 (AD)
C. parapsilosis OL143 3,37 4,37 4,96 2,61 (AD) 18,20 (SI)
C. parapsilosis OL144 1,95 1,18 1,94 2,65 (AD) 2,41 (AD)
C. tropicalis OL193 1,12 1,68 1,53 2,27 (AD) 3,02 (AD)
C. tropicalis OL202 0,47 0,75 0,46 1,60 (I 1,91 (1)
C. tropicalis OL295 1,43 0,98 2,57 4,42 (SI) 3,30 (AD)
- lMIFA;F‘zVZZW IMIFA;F"L";{:Z“ ; b— Lewis et al (2002).

S| —sinérgico; AD — Aditivo; | — Indiferente; A — Antagonista.
*exemplo representado na figura 12.

29



Tabela 5 — Comparagao entre a classificagdo obtida pela citometria de fluxo e pelos métodos classicos: checkerboard e determinagdo de unidades formadoras de coldnias (UFCs), para as
associa¢des Anidulafungina (Ani)/Fluconazole (Flu) e para ambas as associagdes.

Checkerboard UFCs
Global Ani/Anf B Ani/Flu Global Ani/Anf B Ani/Flu
SI AD | A Total | SI AD | A Total | SI AD | A Total | SI AD | A Total | SI AD | A Total | SI AD | A Total

S 29 2 0 O 31 16 2 0 O 18 13 0 0 O 13 29 2 0 O 31 18 0 0 O 18 11 2 0 O 13
% AD 4 21 4 0 29 1 12 2 O 15 3 9 2 0 14 2 25 2 0 29 1 14 0 O 15 1 11 1 0 14
=
j;'; | 0 0 11 1 12 0 0 3 1 4 0 0 8 0 8 0 1 11 O 12 0 1 3 0 4 0 0 8 0 8
5
g A 0 0 o 3 3 0 o 0 2 2 0 0 0 1 1 0 0 1 2 3 0 0o 1 1 2 0 0 0 1 1
=
© Total 33 23 15 4 75 17 14 5 3 39 6 9 10 1 36 31 28 14 2 75 19 15 4 1 39 12 13 10 1 36

S| —sinérgico; AD — aditivo; | — indiferente; A — antagonista.

Tabela 6 — Valores de proporgdo de concordancia (PC) e kappa (K) (com respectivos intervalos de confianga (IC) a 95%) relativos a avaliagdo de concordancia entre a citometria de fluxo e
os métodos classicos, checkerboard e determinag¢do de unidades formadoras de coldnias (UFCs).

Checkerboard vs citometia de fluxo UFCs vs citometria de fluxo
Global Ani/Anf B Ani/Flu Global Ani/Anf B Ani/Flu
Valor 1IC 95% Valor 1IC 95% Valor 1C 95% Valor IC95% Valor 1IC 95% Valor 1IC 95%

PCde SI 0.83 0.75-0.92 0.84 0.72-0.96 0.81 0.68-0.94 0.88 0.81-1 0.95 0.88-1 0.79 0.66-0.92
PCde AD 0.68 0.57-0.79 0.71 0.57-0.85 0.64 0.48-0.80 0.81 0.72-0.90 0.88 0.78-0.98 0.69 0.54-0.84
PCdel 0.69 0.58-0.80 0.50 0.34-0.66 0.80 0.67-0.93 0.73  0.63-0.83 0.60 0.45-0.75 0.80 0.67-0.93
PCdeA 0.75 0.65-0.85 0.67 0.52-0.82 1 0.67  0.56-0.68 0.50 0.34-0.66 1

PC total 0.85 0.77-0.93 0.85 0.73-0.97 0.86 0.75-0.97 0.89 0.82-1 0.92 0.83-1 0.86 0.75-0.97
K total 0.78 0.69-0.87 0.76 0.63-0.89 0.79 0.66-0.92 0.83  0.75-0.91 0.87 0.76-0.98 0.79 0.66-0.92

Sl - sinérgico; AD — aditivo; | — indiferente; A — antagonista. Ani — anidulafungina; Anf B — anfotericina B; Flu - fluconazole
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Tabela 7 — Valores das medidas de validade (com respectivos intervalos de confianga (IC) a 95%) para detecgdo das diferentes classificagdes obtidas por citometria de fluxo utilizando o checkerboard como

método de referéncia.

Global Anidulafungina + anfotericina Anidulafungina + fluconazol
Sens Esp VPP VPN LR+ LR- Valid Sens Esp VPP VPN LR+ LR- Valid Sens Esp VPP VPN LR+ LR- Valid
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.1 0.06
88 95 94 91 18.5 92 94 91 89 95 10.4 92 81 100 100 87 NC 0.2 92
St 0.05- 0.01-
81-95 90-100 89-99 85-97 4.7-71.8 0 3 86-98 87-100  82-100 79-99 88-100  2.7-39.0 0 4 83-100 68-94 76-88 0.07-0.5 83-100
0.1 0.2 5.4
A 91 85 72 96 5.9 87 86 88 80 92 7.1 87 100 81 64 100 NC 86
D 0.03- 0.04- 2.4-
85-97  77-93 62-82 92-100 3.1-11.4 04 79-95 75-97 78-98 67-93 83-100 2.4-21.1 06 76-98 68-94 48-80 119 75-97
44.0
73 98 92 94 0.3 93 60 97 75 94 20.4 0.4 92 80 100 100 93 NC 0.2 94
1
6.2-
63-83  95-100 86-98 89-99 314.7 0.1-0.6 87-99 45-75 92-100 68-82 87-100 2.6-159.9 0.1-1.2  83-100 67-93 85-100 0.06-0.7 86-100
0.3 0.3
75 100 100 99 NC 99 67 100 100 97 NC 97 100 100 100 100 NC NC 100
A 0.05- 0.07-
65-85 97-100 01 97-100 52-82 92-100 17 92-100

A — Antagénico, AD — Aditivo, | - Indiferente, SI - Sinérgico / Esp: especificidade, LR+: likelihood ratio positivo, LR-: likelihood ratio negativo , NC: ndo calculdvel, Sens: sensibilidade, Valid: validade, VPN: valor preditivo negativo, VPP: valor preditivo positivo.

Ani/Anf B, a qual é inferior quando comparada com a deteccdo de efeito SI; o valor preditivo positivo de deteccdo de efeito indiferente na associagio
Ani/Anf B é inferior ao da associacdo Ani/Flu. Também a sensibilidade de deteccdo de efeito | na avaliacdo global é inferior quando comparada com a

deteccdo de efeito AD e A.

Através da analise da tabela 7, verificam-se diferengas estatisticamente significativas na sensibilidade de detec¢do de efeito | e A na associagao
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4. Discussao

O tratamento das infec¢des fungicas invasivas representa ainda um verdadeiro desafio
clinico. A emergéncia da resisténcia ao Flu, sobretudo em C. albicans, e a diminuicdo da
susceptibilidade as Ech em algumas espécies, tais como C. parapsilosis e C. glabrata colocam
seriamente em causa a terapéutica empirica e tornam necessdria a avaliacdo da
susceptibilidade, que nem sempre é efectuada nos laboratdérios de rotina (Casalinuovo et al.,
2004; Perlin, 2007). A associa¢do entre antifungicos é por vezes utilizada como terapéutica de
salvamento, mesmo sem a existéncia de suporte cientifico valido que a suporte.

Apesar de existirem métodos padronizados para avaliacdo da susceptibilidade aos
antifungicos in vitro, a existéncia de métodos para avaliacdo da actividade de antifingicos
associados é ainda escassa (Lewis et al., 2002). O método do checkerboard, apesar de todas as
dificuldades inerentes a sua pratica, continua a ser o método mais utilizado para avaliagdo de
associacGes entre antifungicos. Existem alguns estudos que avaliam ainda a correlagdao entre
este método e os métodos time-kill e Etest (Kiraz et al., 2009). No entanto, todos estes
métodos requerem um tempo minimo de resposta que ultrapassa as 24 horas (Lewis et al.,
2002).

A citometria de fluxo com recurso a marcadores fluorescentes ja demonstrou ser uma
excelente ferramenta para avaliagdo da susceptibilidade aos diferentes antifungicos em tempo
atil (Pina-Vaz C, 2010; Pina-Vaz et al., 2001b; Ramani et al., 1997; Rudensky et al., 2005) .

Neste estudo, a avaliacdo da susceptibilidade as equinocandinas, anfotericina B e
fluconazole, foi individualmente efectuada pela utilizagdo do marcador DIBAC4(3). Este
marcador é um indicador do potencial de membrana, que cora células despolarizadas e por
ligacdo a proteinas intracelulares ou membranares, despoleta um aumento da intensidade de
fluorescéncia (Lee and Kwak, 1999). As estirpes susceptiveis a Ani e Anf B, quando tratadas
com estes farmacos e marcadas com DiBAC,(3), manifestaram um aumento da percentagem
de células com elevada intensidade de fluorescéncia, ou seja, despolarizadas. A estirpe ndo
susceptivel a Ani e a estirpe resistente a Anf B, quando sujeitas ao mesmo tratamento, ndo
apresentaram um aumento da percentagem de células despolarizadas relativamente ao
controlo de viabilidade. Estes resultados indicam que o DiBAC4(3) € um bom marcador para
avaliar a susceptibilidade de Candida spp. a Ech e a Anf B. Relativamente as estirpes S e R ao
Flu, quando tratadas com este farmaco e marcadas com DiBAC,(3), apresentaram uma

percentagem de células ndo despolarizadas semelhante ao controlo de viabilidade, ndo
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havendo pois evidéncia de despolarizacio da membrana. Este resultado indica que a
susceptibilidade ao Flu ndo pode ser correctamente avaliada com recurso a este marcador de
fluorescéncia.

Estes resultados levaram-nos a estudar a associacdo Ani/Flu com o marcador de
fluorescéncia FUN-1, previamente descrito como um marcador eficaz para avaliar a
susceptibilidade a cada um dos farmacos isoladamente (Pina-Vaz C, 2010).

O FUN-1 é um marcador de actividade metabdlica, que penetra nas células por difusao
passiva. Nas células vidveis e metabolicamente activas este marcador é convertido em
estruturas cilindricas e intravacuolares de coloracdo vermelha. Em contraste, nas células
metabolicamente inactivas este marcador permanece no citoplasma, o que se traduz por um
aumento da intensidade de fluorescéncia verde (575 nm) (Pina-Vaz et al., 2005; Pina-Vaz C,
2010; Pina-Vaz et al., 2001a). Assim, o FUN-1 permite avaliar a susceptibilidade ao Flu e a Ani.

Em estudos anteriores verificou-se que a susceptibilidade a Anf B ndo pode ser
avaliada com o FUN-1, apesar das células se encontrarem mortas ao fim de 1 hora. Assim para
a associacdo Ani/Anf B foi utilizado o DiBAC,4(3), visto ter sido possivel avaliar correctamente o
efeito de ambos os farmacos quando isolados.

A escolha de um marcador fluorescente adequado é extremamente importante na

avaliacdo do perfil de susceptibilidade aos farmacos por citometria de fluxo.

A seleccdo dos farmacos para associacdo foi feita com base no seu mecanismo de
acgao.

A associacdo anidulafungina/anfotericina B exerceu um efeito sinérgico ou aditivo na
maioria das estirpes estudadas. A Ani actua nas células fungicas por inibicdo da sintese do 1,3-
B-D-glucano. Este mecanismo é diferente do mecanismo de ac¢ao da Anf B, a qual se liga ao
ergosterol existente na membrana celular formando canais ou poros. Assim, é possivel que a
Ani ao inibir a sintese da parede celular, potencie o acesso da Anf B a membrana das células
fungicas (Karlowsky JA, 2006; Kiraz et al., 2009; Nishi et al., 2009).

Relativamente a associacdo anidulafungina/fluconazole, encontrou-se efeitos aditivos
em grande parte das estirpes estudadas. O fluconazole actua por inibicdo da sintese do
ergoesterol. Assim, a Ani podera facilitar o acesso do Flu ao seu alvo de ac¢do (Karlowsky JA,
2006; Nishi et al., 2009; Oliveira et al., 2005).

Estes resultados sdo concordantes com o conceito de que a associacdao de dois
farmacos com diferentes mecanismos de ac¢do potencia a actividade de ambos os farmacos,

permitindo reduzir as suas concentragées (Karlowsky JA, 2006).
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A partir da analise citométrica, foi possivel determinar um indice de fluorescéncia que
combina as intensidades de fluorescéncia das células tratadas com ambos os antifungicos
isoladamente e em associagao.

Quanto a classificacdo das associacdes, obtida pela aplicagdo da férmula do indice de
fluorescéncia, verificou-se que os efeitos sinérgico, aditivo, indiferente e antagonista variam de
estirpe para estirpe, ndo existindo uma correlacdo entre os farmacos associados e a espécie
em estudo. Estes resultados sdo indicativos de que é necessario avaliar o efeito dos farmacos
associados para cada estirpe, sendo para isso necessario a existéncia de um método de

avaliacdo rapido e pratico, que possa ser aplicado na rotina laboratorial.

Os resultados obtidos no calculo da proporg¢ado de concordancia e valores de k, entre o
checkerboard e a citometria de fluxo, para ambas as associa¢des Ani/Anf B e Ani/Flu, sugerem
que a citometria de fluxo representa uma excelente alternativa ao método de checkerboard, o
que é também corroborado pelos valores da PC e k obtidos entre a CF e os ensaios de
determinacao de UFC.

Relativamente as medidas de validade, estas sdo indicativas de que a citometria de
fluxo constitui uma ferramenta de elevada sensibilidade e especificidade para deteccao de
efeitos sinérgico e antagonista, em ambas as associa¢cdes em estudo.

Simultaneamente, a citometria de fluxo é uma técnica simples e de rapida execucdo,
que fornece resultados muito reprodutiveis e de facil interpreta¢cdo, num tempo maximo de 2
horas e que permite ainda inferir sobre o mecanismo de ac¢do/resisténcia aos farmacos em
estudo. Em contraste, o checkerboard assay mostrou-se impraticdvel na rotina laboratorial,
por constituir um método muito trabalhoso e moroso (tempo minimo de execu¢do 24h), cujos
resultados sao de dificil interpretagao.

Deste modo, encontra-se disponivel um novo método para avaliacdo do efeito das
associacGes entre antifingicos, representando um importante avango relativamente a

metodologia classica.
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5.Perspectivas futuras

O aumento exponencial do nimero de doentes imunocomprometidos e em estado
critico, a medicina mais intervencionista e o recurso progressivamente maior a terapéutica
antifungica empirica, tem conduzido ao aumento do ndmero de infecgdes fungicas invasivas,
com prognéstico reservado.

O protocolo citométrico desenvolvido podera ter uma aplicacdo pratica nos casos mais
graves de IFls, sendo uma mais-valia ao tratamento destas infec¢des por fornecer resultados
validos e em tempo util. Pretende-se agora, aplicar este protocolo em casos clinicos onde se
pondere a associacdo de antifliingicos no sentido de suportar tal opcdo clinica.

Tencionamos ainda alargar o estudo da associacdo de antifiingicos a outros farmacos e
a outros microrganismos, nomeadamente ao estudo da associacdo anfotericina B e 5-
fluorocitosina em Cryptococcus spp., agentes importantes de meningite e septicemia,

particularmente em doentes imunocomprometidos pelo virus da Sida.
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