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RESUMO

Ao longo dos anos, observamos um aumento notavel na incidéncia de candidemia, sendo
esta uma infeccdo fungica invasiva associada a morbidez substancial, mortalidade e
custos de saude elevados. As espécies de Candida estdo entre os dez principais agentes
patogénicos que causam infec¢des sanguineas. O surgimento de espécies de Candida
esta relacionado a fatores bem definidos, como um aumento continuo em condi¢cdes
imunossupressoras como a AIDS e outras doencas predisponentes, fatores incluindo
transplante de oOrgaos, leucemia, antibioticos de largo espectro, cateteres internos,
diabetes e uso indevido de drogas intravenosas. Dessa maneira, a gravidade da
candidemia estd associada a uma interacdo entre a resisténcia aos medicamentos
antifangicos, a viruléncia e os tracos de evasao imune. O trabalho objetiva diagnosticar os
casos de candidemia em pacientes criticos da Unidade de Saude Pdublica Terciéria,
propor nova metodologia para detec¢do rapida de alteracdes espectrais que determinam
resisténcia antifingica. Durante o estudo foram isoladas 59 leveduras advindas de
pacientes internados em UTIs da Unidade de Saude, onde os isolados mais frequentes
foram, vinte (33,8%) leveduras do complexo C. parapsilosis, sendo dezessete (28,8%) C.
parapsilosis stricto sensu, duas (3,3%) C. orthopsilosis e uma (1,6%) de C. metapsilosis.
As demais leveduras isoladas foram, dezesseis (27,1%) de Candida albicans, treze (22%)
C. glabrata, dez (16,9%) de C. tropicalis, todas as leveduras foram identificadas atraves
da espectrometria de massas pela técnica MALDI-TOF MS. Todas as 20 leveduras do
complexo Candida parapsilosis foram testadas frente a 11 diferentes concentracfes de
cada uma das trés equinocandinas (Anidulafungina, Caspofungina e Micafungina),
totalizando 33 condi¢cdes experimentais distintas por levedura e 660 analises em toda
populacdo avaliada. O TSA pelo MALDI-TOF MS pode fornecer uma alternativa adequada
e pode ser usado para selecionar isolados sensiveis ou resistentes, além reduzir o tempo

de incubacao para algumas horas.

Palavras-chave: Equinocandinas; Resisténcia antifungica; Leveduras.



ABSTRACT

Over the years, we have seen a resulting increase in the incidence of candidemia, which is
an invasive fungal infection associated with substantial morbidity, mortality and high health
costs. Candida species are among the top ten pathogens that cause blood infections. The
emergence of Candida species is related to well-defined factors, such as a continuous
increase in immunosuppressive conditions such as AIDS and other predisposing diseases,
factors including organ transplantation, leukemia, broad-spectrum antibiotics, internal
catheters, diabetes and drug misuse intravenous. Thus, the severity of candidemia is
associated with an interaction between resistance to antifungal drugs, virulence and traits
of immune evasion. The work aims to diagnose candidemia cases in obliged patients from
the Tertiary Public Health Unit, to proposing a new methodology for rapid detection of
changes spectral factors that determine antifungal resistance. During the study, 59 yeasts
from patients admitted to the ICU of the Health Unit were examined, where the most
frequent checks were twenty (33.8%) yeasts of the C. parapsilosis complex, of which
seventeen (28.8%) were C. parapsilosis stricto sensu, two (3.3%) C. orthopsilosis and one
(1.6%) of C. metapsilosis. The remaining yeasts were, sixteen (27.1%) of Candida
albicans, thirteen (22%) C. glabrata, ten (16.9%) of C. tropicalis, all yeasts were identified
through mass spectrometry using the MALDI technique -TOF MS. All 20 yeasts of the
Candida parapsilosis complex were tested against 11 different debtors of each of the three
echinocandins (Anidulafungina, Caspofungina and Micafungina), totaling 33 different
experimental conditions for yeast and 660 analyzes in the entire evaluated population.
TSA by MALDI-TOF MS can provide a suitable alternative and can be used to select

choose or resistant, in addition to reducing the incubation time to a few hours.

Key-words: Echinocandins; Antifungal resistance; Yeasts.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, observamos um aumento notavel na incidéncia de
candidemia, sendo esta uma infeccdo fangica invasiva associada a morbidez
substancial, mortalidade e custos de salde elevados. As espécies de Candida estédo
entre os dez principais agentes patogénicos que causam infec¢cdes sanguineas. As
mudancas na distribuicdo das espécies e a mudanca para isolados mais resistentes
sao cada vez mais descritas (Pulcrano et al., 2013).

Apesar da introducédo de novos agentes antifingicos, esta infeccdo continua a
ser uma doenga grave associada a mortalidade. Por isso, as mudangas nas praticas
clinicas j& ocorrem com terapias antimicoticas profilaticas e empiricas em pacientes
de alto risco. No entanto, essas estratégias podem estar vinculadas para uma
mudanca nas espécies de Candida ndo-albicans e o surgimento de isolados com
susceptibilidade a fluconazol reduzida, razdo pela qual se faz necesséario conhecer
epidemiologia em nosso ambiente (Vella et al., 2013).

O surgimento de espécies de Candida estd relacionado a fatores bem
definidos, como um aumento continuo em condicfes imunossupressoras como a
AIDS e outras doencas predisponentes, fatores incluindo transplante de 6rgéaos,
leucemia, uso de antibiéticos de largo espectro, catéteres vasculares internos,
diabetes e uso indevido de drogas intravenosas. As infec¢des flngicas causadas por
leveduras do género Candida sdo mais frequentes em pacientes
imunocomprometidos, devido as manifestacdes clinicas requererem um tratamento
de acordo com o sitio de infeccdo e as caracteristicas dos pacientes. Dessa
maneira, a gravidade da candidemia esta associada a uma interacdo entre a
resisténcia aos medicamentos antifingicos, & viruléncia e aos tracos de evasao
imune (Vella et al., 2013).

Dentre as espécies isoladas em infec¢des fungicas a mais incidente aos seres
humanos é a Candida albicans; no entanto, na América Latina vem sendo relatado
aumento na incidéncia de candidemia por espécies de Candida nao-albicans, tendo
como principal isolado clinico o complexo C. parapsilosis. As infeccbes por C.
parapsilosis estdo relacionadas ao uso de dispositivos médico-hospitalares, como
catéteres, proteses e sondas uma vez que os isolados desta espécie possuem

grande capacidade de aderir a essas superficies e em conjunto com outros
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microrganismos se agrupam e formam o biofilme (Lanternier; Lortholary, 2010;
Romeo et al.,, 2013). Demais espécies como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis,
entre outras, estdo relacionadas a candidemia (Giolo; Svidzinski, 2010).

O diagndstico laboratorial pode ser realizado a partir da amostra de sangue
para verificar a presenca de leveduras através de microscopia direta e realizar seu
isolamento em cultura. Entretanto, esses procedimentos estdo sendo
complementados por métodos proteémicos, como estratégia de diagnostico rapido
através da técnica de Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (Pulcrano, et al., 2013; Vella, et al., 2013).

Além da necessidade de identificacdo de isolados de Candida a nivel de
espécie, devido a resisténcia intraespecifica a um ou multiplos medicamentos, torna-
se necessario determinar os padrdes de sensibilidade/resisténcia deste patdgeno
aos agentes antifungicos. Desta forma, isolamento e identificacdo de espécies
Candida causadoras de candidemia e determinacdo de suas susceptibilidades a
drogas antifUngicas se faz importante para garantir a eficacia das estratégias
terapéuticas norteadas por vigilancia epidemiologica. Apesar de muitos estudos,
ainda existe a falta do conhecimento de fatores de risco para espécies associadas a
resisténcia antifingica em diferentes locais, o que permitiria definir melhor o
tratamento em pacientes susceptiveis ha farmacos menos toxicos e com maior
eficacia (Pfaller et al., 2013).

Dessa maneira, o diagnostico laboratorial desempenha um papel fundamental
no diagnédstico de infecgBes fungicas. A rapida disponibilidade de resultados deve
permitir administracdo precoce de tratamento antimicrobiano direcionado e também
reducdo do tempo de internamento e custos associados. Uma terapia adequada
também limita o uso de antifungicos e o desenvolvimento de resisténcia. Varios
estudos mostraram que o uso de MALDI-TOF MS diminui o tempo para a
identificacdo do organismo associado a uma terapia antibidtica efetiva (Pfaller et al.,
2013).

Com isso, estudos vém empregando a investigacdo epidemiol6gica
combinada com a epidemiologia molecular, sendo util para a identificagcdo de
comunidade ou Infecgbes Relacionadas com Assisténcia a Saude (IRAS) a fim de
encontrar a fonte de transmissdo e surtos. Dessa maneira, 0 meétodo de
genotipagem que tem sido empregado para estudar a epidemiologia molecular de
espécies de Candida (Pfaller et al.,2013).
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Observa-se que a disseminacgdo dos determinantes de resisténcia antifingica,
vem sendo considerada uma ameaca para a populagédo e uma prioridade entre os
desafios da saude mundial. Diante disso, se faz necessario investimentos em
educacdo, saude publica e saneamento. Com a mudanca da epidemiologia e o
aparecimento da resisténcia antifangica essas informac¢des, podem planejar
estratégias para a prevencdo de infeccdes e prevencdo da disseminacdo da
resisténcia (Vella et al., 2013).

Diante disso, o trabalho objetiva diagnosticar os casos de candidemia em
pacientes criticos da Unidade de Saude Publica Terciaria e propor nova metodologia
para deteccdo rapida de alteragcbes espectrais que determinam resisténcia

antifangica

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. INFECCOES RELACIONADAS COM ASSISTENCIA A SAUDE POR
LEVEDURAS DO GENERO Candida

Ao longo dos anos, observa-se uma crescente incidéncia de infecgbes
pormkkkmdo género Candida, tendo como um dos principais fatores o aumento de
pacientes imunodeprimidos graves. Epidemias de aquisicdo Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), transplante de 6rgaos, quimioterapia e outros
fatores iatrogénicos contribuiram para criar uma populacdo de individuos
extremamente vulneraveis a infec¢bes fangicas em particular A previsdo do
resultado clinico de uma infec¢do fangica sistémica é quase sempre uma tarefa
muito dificil e a resisténcia a drogas antifingicas € apenas um dos muitos fatores
gue contribuem para o fracasso terapéutico (Pfaller et al., 2013; Silva et al., 2015).

Na verdade, em adicdo aos fatores relacionados ao hospedeiro (por exemplo,
estado imune, local e gravidade de infec¢ao), a identificacdo adequada do agente
causador da doenca se torna um fator muito importante. No entanto, como muitas
vezes acontece em laboratorios de microbiologia clinica, algumas espécies de

fungos séo incorretamente identificadas, especialmente quando sao utilizados
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sistemas fenotipicos automatizados (Ghannoum et al., 2009; Idelevich et al., 2014;
Lima-Neto et al.,2014; Wang et al., 2014).

Com isso, nos ultimos anos, observa-se uma importante mudanca na etiologia
da candidiase invasiva em diferentes grupos de pacientes e condicdes hospitalares
distintas. Os motivos desta mudancga nao estdo completamente compreendidos, mas
vérios fatores foram associados a candidemia dependendo das espécies envolvidas.
Candida albicans ainda é a principal espécie patogénica do género. Entre as
espécies de Candida ndo-albicans isolada, destaca-se a Candida glabrata que
surgiu como um dos agentes patogénicos oportunistas mais importantes, capaz de
infectar uma variedade de locais do corpo. Enquanto Candida parapsilosis
representa muitas vezes a segunda espécie de Candida mais comumente isolada
das culturas de sangue em muitas areas do mundo, especialmente nos Paises sul
americanos, europeus e paises mediterranicos da Africa (Pfaller et al., 2013).

Outras espécies como Candida kefyr, Candida rugosa, Candida guilliermondii
e Candida famata raramente sdo encontrados em amostras clinicas, embora se
tenha varios casos clinicos que descrevem as infeccbes causadas por essas
espécies incomuns de Candida. Uma caracteristica importante de algumas espécies,
como C. glabrata e C. krusei, € a sua menor susceptibilidade a fluconazol e outros
agentes antifiingicos, o que pode dificultar a abordagem terapéutica da candidemia
(Xiao et al., 2014).

Além disso, a candidemia ndo s6 aumenta a mortalidade do paciente, mas
também estende o periodo de permanéncia hospitalar e aumenta o custo dos
cuidados médicos. Apesar da introducdo de novos agentes antifingicos, a infeccéo
continua a ser uma doenca grave associada a mortalidade. Por isso, as mudancas
nas praticas clinicas ocorrem com terapias antimicoticas profilaticas e empiricas em
pacientes de alto risco (Pfaller et al., 2013).

E notéria a preocupacio de médicos e profissionais da saide com o quadro
clinico dos pacientes com Infec¢cfes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) por
alguma espécie do género Candida, ja que sdo agentes comensais, causadores de
infecgbes oportunistas principalmente em recém-nascidos, como também adultos
internados em UTI. Segundo Silva et al. (2015), espécies de Candida tem sido o
terceiro microrganismo isolado de sangue responsavel por causar sepsis em

neonatos.
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Embora a espécie C. albicans seja o agente etioldégico mais comum e mais
patogénico aos seres humanos outras espécies de interesse clinico vém sendo
isoladas. Dentre as espécies envolvidas as mais prevalentes sdo C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (Giolo; Svidzinski, 2010; Silva et al.,
2015). Segundo Xiao et al. (2014), o isolamento das espécies fungicas varia de
acordo com a regido, onde na América do Norte a espécie mais isolada é a C.
albicans seguida de C. glabrata. Na Europa, Australia, América Latina e Asia as
espécies mais isoladas sdo C. parapsilosis e C. tropicalis. Na India, a maior
prevaléncia de candidemia é por espécies de C. tropicalis (Xiao et al., 2014). O
aumento de espécies do género Candida, esta relacionado as condi¢cdes do parto,
prematuridade e suas consequéncias, presenca de equipamentos invasivos e uso de
antibioticos de amplo espectro; porém, o maior e principal fator € a colonizagéo
prévia por Candida spp. em pacientes com risco elevado de desenvolver candidemia
(Giolo; Svidzinski, 2010; Miranda et al., 2012).

2.2. COMPLEXO Candida parapsilosis

A Candida parapsilosis foi isolada pela primeira vez por Ashford como uma
espécie de Monilia que era incapaz de fermentar maltose a partir das fezes de um
paciente com diarréia em Porto Rico em 1928 (ASHFORD et al., 1928). A espécie foi
nomeada Monilia parapsilosis para distingui-lo do isolado mais comum, Monilia
psilosis, conhecido na atualidade como C. albicans. Inicialmente C. parapsilosis foi
identificada como o agente de um caso fatal de endocardite em um usuario de
drogas intravenosas em 1940 (Joachim; Polayes, 1940).

C. parapsilosis € um patébgeno humano oportunista, cuja incidéncia em
candidiase clinicamente diagnosticada aumentou dramaticamente no passado.
Devido a sua distribuicdo mundial e seu papel relevante como agente etioldgico de
candidiase invasiva, atualmente surgiram muitos estudos relacionando essa
levedura para esclarecer sua ecologia, epidemiologia, mecanismos viruléncia e
biologia molecular. No passado, as caracteristicas genéticas de C. parapsilosis
foram amplamente investigadas por causa da heterogeneidade intrinseca e incomum

frequentemente demonstrados por isolados clinicos que ha muito tempo foram
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classificados em trés bittipos diferentes chamados grupos |, 1l e Ill (Tavanti et al.,
2005).

No entanto, o uso da sequéncia de multilocus (MLST) mostrou que as
diferencas genéticas entre esses grupos estavam marcadas demais para continuar a
considerar este fungo e seus bi6tipos como uma unica e homogénea espécie de
Candida. Foi, portanto, decidido para trata-los como um complexo critico ao qual as
duas novas propostas espécies pertencentes a Candida orthopsilosis e Candida
metapsilosis (Tavanti et al., 2005).

Por ser um agente comensal, infec¢cdes por C. parapsilosis estdo relacionadas
com a capacidade que esse microrganismo possui de crescer na nutricdo parenteral,
formar biofilmes em catéteres e outros dispositivos implantados, para propagacéo
nosocomial por transporte de maos e persisténcia no ambiente hospitalar.
(Hinrichsen et al., 2018).

As espécies do complexo C. parapsilosis demonstram semelhancas
fenotipicas, no entanto, possuem diferencas em relacdo a viruléncia, sendo
correlacionada com caracteristicas epidemiologicas. Dessa maneira, o complexo C.
parapsilosis tem sido uma das principais espécies em estudos epidemioldgicos e
analises baseadas em DNA, os quais mostram que 1-10 % das infeccdes e
colonizacfes sao causadas por C. metapsilosis e C.orthopsilosis. Dentre os estudos
que avaliam a viruléncia do complexo C. parapsilosis, observa-se que a C.
metapsilosis tem sido a espécie que possui menor invasao e a menor prevaléncia
em infec¢cdes humanas, enquanto que C. orthopsilosis e a C. parapsilosis strictu
sensu sdo capazes de invadir, colonizar e de infectar de forma mais grave o
hospedeiro. Das trés espécies, a C. parapsilosis € o patégeno mais frequente
isolado em infeccdes invasivas. E importante ressaltar que o complexo C.
parapsilosis é considerado o segundo agente de candidemia mais importante na
América Latina (Goncalves et al., 2010; Bertini et al., 2013; Cordeiro et al., 2014).

A literatura atual contém poucos dados relativos as distribuicbes e
susceptibilidades aos antifingicos destas espécies de Candida. O surgimento de
cepas de C. parapsilosis com sensibilidade reduzida aos azoélicos e que podem ser
transmitidas por todo o ambiente hospitalar pode estar relacionada com a utilizacéo
extensiva de fluconazol em combinagdo com a higiene das maos inadequadas e
cuidados com o cateter venoso central em uma populacdo de pacientes internados

em UTlIs. Além disso, sabe-se que a formacao do biofilme apresenta niveis elevados
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de resisténcia aos antifUngicos mais comumente utilizados. Cerca de 60% das
infeccbes hospitalares estdo associadas a microrganismos oportunistas que
possuem capacidade de adeséo e formacédo de biofilme em dispositivos médicos e

implantes cirargicos (Pires et al., 2011; Silva et al., 2013; Xiao et al., 2014).

2.3. DIAGNOSTICO MICOLOGICO

O diagnéstico clinico e laboratorial deve ser rapido e confiavel, tendo em vista
a gravidade de uma candidemia, para que o tratamento possa ser iniciado
oportunamente na tentativa de minimizar as elevadas taxas de mortalidade.
(Hinrichsen et al., 2008; Mikulska et al., 2010; Dannaoui, 2013; Hazen, 2013).

A identificacdo convencional se baseia em caracteristicas morfoldgicas. Os
meios de cultivo utilizados sdo agar Sabouraud dextrose (ASD) para isolamento. As
amostras clinicas sdo semeadas em duplicata na superficie do meio agar Sabouraud
suplementada de 20 mg/L (a 2%) de cloranfenicol contido em placas de Petri,
mantidas a temperatura de 25° C e 37° C por até 15 dias, para posterior
identificacdo, taxondmica, as leveduras produzem col6nias glabras, de coloracao
branca ou bege, com textura cremosa e superficie lisa (Sidrim; Rocha, 2004; Boff et
al., 2008; Soares et al., 2011).

O diagnostico através do exame direto e cultura se torna fundamental e auxilia
na escolha terapéutica para o paciente, sendo o isolamento do agente a partir da
hemocultura o padrdo ouro. Os métodos utilizados para a identificacdo e
diferenciacdo das leveduras sao: (1) observacdes morfologicas; (2) testes
bioguimicos como auxonograma que averigua a assimilacao de fontes de carbono e
nitrogénio e zimograma que observa a fermentagdo de carboidratos; (3)
desenvolvimento em meios cromogénicos e (4) analises moleculares. As andlises
moleculares sdo consideradas padrdo ouro devido a alta sensibilidade e
especificidade para a resposta. No entanto, sado necessarios profissionais
especializados e a aquisicdo de equipamentos onerosos. A identificacdo através de
meios cromogénicos € bastante eficiente, principalmente quando se tem mais de
uma espeécie envolvida na amostra, no entanto a interpretacdo € subjetiva, o que
pode comprometer a qualidade do resultado (Boff et al., 2008; Soares et al., 2011,
Andrade et al., 2012).
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A completa identificagdo taxondmica e fenotipica é demorada, podem levar
varios dias para que o laudo laboratorial seja liberado, e devido a essa morosidade
nos ultimos anos se incorporou a espectrometria de massas para identificacdo de

isolados clinicos, possibilitando um resultado rapido e confiavel (Yaman et al., 2012).

2.4. IDENTIFICACAO POR MALDI-TOF MS

Nos ultimos 15 anos, o MALDI-TOF MS vem evoluindo cada vez mais se
tornando uma ferramenta indispensavel para microbiologistas e pesquisadores,
mostrando ser um avanco para a tecnologia. Tornou-se um método que analisa uma
variedade de macromoléculas de origem biolégica a partir de células e tecidos. Sua
alta precisado e sensibilidade, o tornou um método fisico-quimico promissor para 0s
laboratorios clinicos a fim de facilitar a identificacdo de biomoléculas em amostras
complexas, incluindo peptideos, proteinas, oligossacarideos e oligonucleotideos.
Frequentemente, observa-se um enorme aumento da proteOmica, utilizando a
técnica do MALDI-TOF MS para identificacdo proteica, podendo ser utilizada
também como biomarcadores de doenca (Nomura, 2015; Suarez et al., 2015).

O principio do MALDI-TOF MS era que moléculas de massas com cerca de
500-1000 Da nao pudessem ser isoladas fora dos ambientes naturais, nem utilizar
andlises & vacuo em um espectrémetro de massas, sem excessiva fragmentagéo. A
primeira tentativa de identificar microorganismos usando a espectrometria massa foi
realizada em 1975 por Anhalt e Fenselau . No entanto, essas experiéncias sofreram
resultados irreproduzidos devido as variabilidades causadas por condicbes de
crescimento. Durante o final da década de 1960, Beckey introduziu a primeira
técnica a Field Desoportion (FD) abrindo o inicio da Mass Spectrometry (MS) ou
espectrometria de massas de moléculas biorganicas. Vastola e Pirone em 1966, ja
tinham demonstrado espectros de compostos organicos, através do Time of Fligth
(TOF) espectrometro de massa de tempo de voo.

Assim, no ano de 1974 R. Marcfarlane publicou o principio da dessor¢ao,
através de um bombardeamento de moléculas organicas com fissdo de produtos do
Plasma Desoportion (PD). Surgiram assim, as primeiras tentativas de utilizar
radiacdo a laser a fim de gerar ions para a espectrometria de massa, essas analises

foram publicadas apenas alguns anos apos a invenc¢do do laser. Posteriormente, A.
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Benninghoven em 1975 propds o Secondary lon Mass Spectrometry (SIMS). A
tentativa mais antiga de identificagao foi relatada por Anhalt e Fenselau no ano de
1975, eles fizeram uma combinacéo de pirdlise e espectrometria de massas, a fim
de identificar bactérias Gram-negativas, sendo analisadas apenas moléculas de
baixo peso. Em 1981, M. Barber introduziu o SIMS de compostos organicos
dissolvidos em glicerol, através do Fast Atom Bombardment (FAB). Com as
primeiras tentativas de dessorver amostras organicas através da irradiacéo a laser
foi que surgiu o conceito de uma matriz, a fim de facilitar a dessorcao e o surgimento
da nuvem de ions (Marvin et al., 2003; Hillenkamp e Peter-Katalinic, 2007).

Em 1980, foi possivel analisar moléculas grandes como proteinas intactas
utilizando espectrometria de massas. Paralelo a esses pesquisadores, Hillenkamp e
Kaufman desenvolveram o Laser Micropobe Mass Analyser (LAMMA), sendo
composta por um laser de rubi de dupla frequéncia com um comprimento de onda de
344nm no ultravioleta (UV) proximo (Marvin et al., 2003; Hillenkamp e Peter-
Katalinic, 2007). As primeiras publicacbes sobre o MALDI-TOF MS se deram por
volta dos anos 80 por Tanaka e colaboradores.

Os espectros gerados pelo LAMMA apresentaram ruidos os quais
desencadearam a descoberta do MALDI em 1984. O maior marco para o
desenvolvimento da tecnologia foi dado em 1987 por Tanaka et al. (2002), que
conseguiram ionizar grandes moléculas por laser através de uma matriz composta
por particulas de cobalto e glicerol. Antes sem utilizacdo de uma matriz, a ionizacao
de moléculas nao volateis ou de grande peso molecular ndo era possivel. Em 1996,
Claydon et al. mostraram que o fingerprints de células bacterianas intactas, podiam
ser obtidas de uma forma simples e rapida (Claydon et al., 1996; Marvin et al., 2003;
Hillenkamp e Peter-Katalinic, 2007; Nomura et al., 2015). Por volta de 1998, foram
realizadas outras publicacdes sobre o MALDI-TOF MS pelos pesquisadores Karas e
Hillenkamp (Marvin et al., 2003; Hillenkamp e Peter-Katalinic, 2007).

A demonstragdo da ionizacdo de proteinas através da combinacao de feixes de
laser de determinado comprimento de onda e de uma matriz conferiu prémio Nobel
de quimica para Koichi Tanaka em 2002. A matriz foi o componente principal para o
avanco do MALDI-TOF MS, ja que por ser de natureza acida, ajuda a romper as
células e extrair proteinas, separar as moléculas de proteinas que sdo aderidas,
além de absorver a energia do laser a provocando a dessor¢cdo das moléculas
(Tanaka, 2002; Hillenkamp e Peter-Katalinic, 2007).
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Os fundamentos da técnica de MALDI-TOF MS sdo a desabsorcéo/ionizagédo
de moléculas organicas intermediadas por uma matriz quimica. A matriz € um
composto organico capaz de absorver radiacdo na regido do espectro onde o laser
opera. ApoOs a cristalizacdo da matriz junto a amostra, a placa € introduzida no
espectrobmetro de massas, onde é bombardeada com breves pulsos de laser, forma
ions na fase gasosa com a fragmentacdo minima e uma ionizacado suave, seguido
de aceleracéo de particulas em um vacuo através de um campo eletromagnético. Os
ions sdo separados de acordo com a "massa”, onde a quantidade de tempo que
cada particula demora a atingir o detector “voando” através de um tubo, depende da
razao entre a massa e a carga, ou o chamado "Time of Flight", e os resultados sao
exibidos como uma série de linhas (espectro), que correspondem a diferentes
fragmentos que se fragmentam da molécula original (Tanaka, 2002; Nomura, 2015;
Suarez et al., 2015).

A analise dos microrganismos consiste de trés etapas: primeiro ocorrera a
ionizacao e dessorcdo de amostra onde a amostra e a matriz sdo depositadas sobre
um suporte de metal (alvo), havendo a cristalizacdo ap6s evaporacéo dos solventes.
Por conseguinte, é submetido a um disparo de Feixe de laser de UV. A matriz tem
como funcéo absorver energia do laser, 0 que provoca a vaporizacao (dessorcao) da
amostra e ionizacdo permitindo a formacdo de ions de diferentes massas. A
segunda etapa, o0 voo, onde as moléculas ionizadas sédo, entdo, aceleradas e
separadas em uma coluna ou tubo de voo sob vacuo. A aceleracdo € proporcional
as moléculas dependente da carga (z) e inversamente proporcional a sua massa
(m). O que permite individualizar moléculas de amostra de acordo com a razédo de
m/z. A terceira etapa, a deteccdo, onde a informacdo produzida é convertida em
uma corrente elétrica e entdo, o sinal é amplificado e digitalizado de acordo com o
tempo de voo (TOF). O resultado gerado é um espectro de massas que é
interpretado em forma de um gréafico. Assim, o eixo das abscissas corresponde a
massa-carga (m/z) e o eixo y a intensidade no sinal (Marvin et al., 2003; Bougnoux
et al., 2013).

Ao analisar o padrdo de fragmentos € possivel deduzir a massa molecular da
molécula. ApOs a andlise das proteinas constituintes das cepas, o espectro de
massa € gerado e interpretado como um fingerprint celular ou impresséao digital de
peptideos e proteinas, 0s quais sdo Unicos para o organismo a ser analisado e

também pode ser denominado como mapeamento de massa dos peptideos. Esta
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abordagem se tornou bastante eficaz na identificacdo de proteinas, e se baseia na
medicdo precisa da massa de um grupo peptidico derivado de uma proteina
especifica seguida por protedlise. O espectro de massas de peptideos identificados
€ exclusivo para cada tipo de microrganismo (Yaman et al.,, 2012; Hraback et al.,
2013; Panda et al., 2015).

Esta técnica vem sendo empregada para identificacdo de leveduras onde,
guantifica em segundos com precisdo proteinas em abundancia com massa entre
2.000 a 20.000 Da (valores definidos pelo operador) presente na amostra como
exemplo para identificacdo de leveduras. As proteinas detectadas correspondem as
proteinas celulares fangicas, nhomeadamente as proteinas ribossomais, embora
outras proteinas citosolicas altamente abundantes também podem ser detectadas
(Marvin et al., 2003; Martines-Lamas et al., 2011; Alanio, 2013; Nomura, 2015;
Suarez et al., 2015).

Com sistemas comercialmente disponiveis a identificacdo € entdo determinada
usando o software desenvolvido que compara o perfil espectral do microrganismo
com uma base de dados de referéncia. Atualmente existem quatro sistemas de
MALDI-TOF MS comercialmente disponiveis para a identificacdo microbiana: Bruker
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics), bioMérieux VITEK MS (bioMérieux), Ettan
MALDI-TOF (Amersham Biosciences) e ASTA MicrolDSys system (ASTA Inc.,
Suwon, South Korea). Uma vez que o espectro obtido por MALDI-TOF MS
geralmente ndo € completamente idéntico aos da base de dados, um "valor score"
(Bruker) ou "valor confianca" é atribuido com base nas semelhancas do organismo
de testado com os espectros de referéncia (Hraback et al., 2013).

O MALDI-TOF MS foi recentemente descrito como uma revolucdo por permitir
uma identificagdo rapida e precisa de bactérias e fungos, e esta se tornando uma
importante e ferramenta cada vez mais disponivel em laboratérios de microbiologia
clinica. Pode ser utilizado para a identificacdo de bactérias, tais como varios
microrganismos Gram-positivos e Enterobacterias, bem como para a identificagéo de
bactérias ndo fermentadoras e micobactérias. Além disso, muitos géneros de
diferentes fungos filamentosos incluindo a maioria dos dermatofitos
(Epidermophyton, Trichophyton e Microsporum) e zigomicetos (Rhizopus, Mucor,
Rhizomucor, Cunninghamella e Lichtheimia), além de leveduras de interesse clinico
(Candida spp., e Cryptococcus spp.) sao identificados com sucesso por MALDI-TOF

MS. Outros géneros de fungos como Aspergillus, Fusarium e Penicillium também
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tém sido identificadas com sucesso por essa técnica (Yaman et al., 2012; Hraback et
al., 2013; Panda et al., 2015).

2.5. SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

Concomitante ao aumento no numero de infeccdes de etiologia fungica
observa-se que o aumento no uso de antifingicos. Diante disso, é observado a
importdncia de realizar testes de susceptibilidade antifangica in vitro para
diagnosticar isolados clinicos que possuem mecanismos de resisténcia a
antifingicos de diferentes formulacdes (Posteraro e Sanguinetti, 2014). O controle
do foco da doenca é um pré-requisito para uma melhora clinica do hospedeiro, ja
que alguns fatores de risco e complicacGes da infeccdo tornam a terapéutica de
dificil acesso. Adicionalmente, dependendo do status imunologico e da idade do
paciente, seja ele idoso, adulto ou neonato, a instituicdo terapéutica sera
diferenciada (Wang et al., 2014).

Sabe-se que a profilaxia antifangica € de grande importancia para pacientes
com alto risco de infeccbes oportunistas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos ou com doencas de base. Essa terapia precoce se torna uma
estratégia importante devido o diagnostico ser dificil e habitualmente obtido
tardiamente, além disso, em alguns casos ha falta de infraestrutura laboratorial.
Estudos mostram que a escolha inadequada do esquema antimicético leva ao
aumento da taxa de morbimortalidade em pacientes sépticos, portanto, o tratamento
deve ser iniciado logo apés a identificacdo do microrganismo. Fatores como agentes
microbianos que sdo encontrados na natureza em forma de vida livre, em
reservatorios animais ou fazendo parte da microbiota do hospedeiro, além do
tratamento prolongado, dificultam a escolha do farmaco adequado (Fleming et al.,
2014; Seghir et al., 2014).

A partir do conhecimento sobre a patogenicidade da levedura, novas
terapéuticas tém sido estudadas para auxiliar o tratamento das infecgbes. Os
antifingicos de escolha para o tratamento das candidiases podem ser administrados
na forma oral e intravenosa, dependendo do farmaco escolhido para a terapéutica.

Sendo assim, a escolha de um farmaco para o tratamento € instituida pelo clinico,
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que avaliard a resposta imunolégica do paciente frente & infeccdo (Pfaller et al.,
2008; Ramesh et al., 2011, Fu et al., 2012; Shibata et al., 2012).

Portanto, o diagnodstico rapido e preciso indica o melhor antifingico a ser
utilizado no tratamento dessas infeccbes oportunistas. A determinacdo da melhor
terapéutica € dada a partir da realizacdo de testes de sensibilidade antifingica in
vitro, o que ira determinar a resisténcia ou sensibilidade do fungo frente a um painel
de moléculas bioativas, que propiciard uma terapia antifungica eficaz (Seghir et
al.,2014). O desenvolvimento de um agente antifungico é um desafio porque ha
poucos alvos potenciais de acdo que ndo sejam compartilhados entre os fungos e a
espécie humana. O antifingico ideal deve ter um amplo espectro de atividade, ter
acao fungicida ao invés de fungistatica, estar disponivel em formulacdes oral e
parenteral, causar poucas interacbes medicamentosas, ser seguro em doses
eficazes, ter baixo custo-efetivo e ser estavel a resisténcia microbiana. Além disso,
as terapias antifungicas atualmente disponiveis dependem da melhora da deficiéncia
imunologica, o que em muitos pacientes ndo acontece (Seghir et al., 2014; Shibata
et al., 2012).

Outros fatores para as limitacfes da terapéutica incluem caracteristicas fisico-
quimica dos farmacos, que precisam ser altamente lipossolUveis para penetrar a
parede do fungo, além das propriedades farmacocinéticas, especialmente
relacionadas ao metabolismo e toxicidade e das propriedades farmacodinamicas,
uma vez que as diferencas entre as células eucaridticas do fungo e a do hospedeiro
Sao pequenas, 0 que contribuem para existéncia de reagcdes adversas (El-Mashald,
Mahmoud, 2011; Rodrigues et al., 2011; Wilke 2011).

Dentre os antifungicos utilizados para o tratamento de infeccfes sistémicas se
destacam os poliénicos (anfotericina B e anfotericina B com formulacdes lipidicas),
derivados azolicos (itraconazol, fluconazol, posaconazol e voriconazol), fluocitocina e
as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina; Posteraro e
Sanguinetti, 2014).

Durante muitos anos o farmaco de escolha para tratamentos de infecgbes
fungicas sistémicas foi a anfotericina B, que por apresentar baixa absorcao oral é
utilizada unicamente pela via intravenosa. Apresenta elevada nefrotoxicidade aos
pacientes, devido esse motivo atualmente vem sendo cada vez mais substituido
pelos azolicos e equinocandinas para o tratamento dessas infec¢des (Cortés; Russi,
2011; Wilke, 2011).
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Devido o elevado numero InfecgBes Fungicas Invasivas (IFIs), e 0 aumento da
resisténcia antifungica, a realizacdo de testes de susceptibilidade in vitro tém se
tornado um teste preditivo de grande valor terapéutico, ja que tais testes possibilitam
a selecdo de agentes eficazes a fim de combater os fungos causadores de IFls. Os
testes de susceptibilidade antifingica sdo padronizados internacionalmente pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e sdo baseados na medicdo do
crescimento fungico em diferentes concentracdes do farmaco, de modo a determinar
faixas de referéncias para a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de um
determinado isolado clinico. Dessa maneira, o valor in vitro é determinado a fim de
prever a eficacia terapéutica. Esses valores in vitro foram definidos a partir de
correlagdes in vivo, 0os quais determinam os pontos de corte (breakpoints) para a
interpretacdo dos resultados dos isolados clinicos, fornecendo um indicador util a fim
de orientar uma escolha terapéutica adequada (CLSI, 2008; Marinach et al., 2009;
Pfaller; Diekema, 2012).

De acordo com o documento M27-A3, a CIM é definida como a menor
concentracdo do antifingico capaz de promover aproximadamente 50% de inibicdo
do crescimento para as equinocandinas em relacdo ao inoculo ndo exposto. O
documento M27-A3 recomenda que a leitura do teste para espécies de Candida seja
realizada apds 24 horas frente as equinocandinas, porémapdés 48 horas frente aos
azollicos, devido ao crescimento indefinido (denominado trailing) que seria uma
inibicdo parcial promovida pelo farmaco ao decorrer das primeiras horas do teste em
todas as concentragcOes estabelecidas. Esse tipo de ocorréncia pode ser observado
em alguns isolados clinicos, que com 24 horas parecem sensiveis e com 48 horas
apresentam-se como resistentes.

Portanto, pesquisas apontaram que isolados com esse tipo de comportamento
devem ser classificados como sensiveis ao invés de resistentes devido ao
crescimento indefinido dos mesmos. No ano de 2012 foi determinado através do
guarto suplemento do documento M27-A3, denominado M27-S4, que os valores dos
resultados para leitura dos testes com as equinocandinas serdo categorizados como
sensivel (S), resistente (R) ou intermediéario (I). Além dessa mudanga, o suplemento
M27-S4 estabeleceu breakpoints espécie-especificos para cada espécie de Candida
(Eschenauer et al., 2007; CLSI, 2008; CLSI, 2012; Pfaller e Diekema 2012; Pfaller et
al., 2013).
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2.6. EQUINOCANDINAS

O surgimento das equinocandinas veio a propor um mecanismo de ac¢ao unico,
tendo uma grande eficacia in vivo. A identificacdo dessa classe de antifungicos deu-
se no ano de 1974 com a anidulafungina. Investigacdes posteriores levaram em
1979 a descoberta da caspofungina, e a ultima molécula a ser sintetizada foi a
micafungina em 1990, a partir do composto FK463. Esses farmacos s6 foram
aprovados no ano de 2001 pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo a
caspofungina o primeiro comercialmente disponivel, seguido em 2005 pela
micafungina e em 2006 a anidulafungina (Eschenauer et al., 2007; Cortés e Russi,
2011; Wilke, 2011).

As equinocandinas sao hexapeptideos ciclicos N-acil ligados com cadeia lateral
lipidica sinteticamente modificada, com peso molecular de aproximadamente 1200
Daltons (Eschenauer et al., 2007). Essa classe de farmacos € pertencente ha um
grupo de lipopetideos semissintéticos obtidos a partir da fermentacdo de varios
fungos e derivam das seguintes espécies: caspofungina pneumocandina BO de
Glarea lozoyensis, a micafungina do hexapeptideo de FR901370 Coleophoma
empedri e a anidulafungina BO de Aspergillus nidulans (Eschenauer et al., 2007,
Cortés e Russi, 2011).

Sendo inicialmente conhecida como pneumocandinas, devido a sua atividade
contra Pneumocystis carinii, essa classe de farmacos ficou conhecida como os
primeiros membros do grupo lipopéptidico que possuem acao na inibicdo da enzima
B-1-3-D-glucano-sintetase, sendo essa responsavel pela sintese da parede celular
dos fungica. O B-1-3-D-glucano é um complexo enzimatico composto por duas
subunidades codificadas pelos genes FKS1 e FKS2. Com isso, o 3-1-3-D-glucano
apresenta-se como um constituinte estrutural da célula do fungo, sendo capaz de
manter a integridade e rigidez da parede celular. O bloqueio de sua sintese resulta
em desequilibrio osmotico, prejudicando a viabilidade do microrganismo (Denning,
2003; Eschenauer et al., 2007). As equinocandinas tém efeitos fungicidas nas
leveduras e fungistaticos nos fungos filamentosos e a resisténcia a estes
antifingicos € baixa. A administracao € apenas endovenosa, 0 seu espectro de agao

é limitado para o uso em infec¢cbes mais graves. Seu alvo terapéutico é diferente dos
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agentes antifingicos mais utilizados, os quais tém como alvo celular o ergosterol
sendo esse, um esterol predominante dentro das membranas das células dos fungos
(Aderiye e Oluwole, 2015; Montagna et al., 2015).

A caspofungina foi a primeira equinocandina licenciada, sendo indicada para
candidiase esofagica, candidemia, candidiase invasiva e terapia empirica em
pacientes com neutropenia febril, a resposta terapéutica geralmente € comparada
com a anfotericina B e fluconazol. A micafungina foi aprovada para o uso em
candidiase esofagica, candidiase invasiva incluindo candidemia e para profilaxia de
infeccbes por Candida em pacientes submetidos a Transplante de Células Tronco
Hematopoiéticas (TCTH). Atualmente as indica¢cdes para o uso da anidulafungina
sdo candidiase esofagica, candidemia e candidiase invasiva (Perlin, 2007; Cortés e
Russi, 2011; Wilke, 2011; Carolis et al., 2012).

A maioria dos fungos possui 0 (-1-3-D-glucano como constituinte da parede
celular, no entanto, isso varia entre diferentes espécies, sendo mais predominante
nas espécies de Candida e Aspergillus, do que em formas de levedura dos fungos
dimérficos. E observado queas paredes celulares das formas filamentosas de
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Paracoccidioides brasiliensis
também contém quantidades significativas de B-1,3-D-glucano-sintetase, enquanto
nos zigomicetos existe uma auséncia desse componente estrutural. Em
contrapartida € observado que nem sempre a presenca desse composto garante
atividade das equinocandinas contra isolados clinicos. Um exemplo € parede celular
de Cryptococcus neoformans, a qual contém B-1,3-D-glucano componente essencial
para 0 seu crescimento, no entanto, as equinocandinas nao demonstram uma
atividade antifingica eficaz frente a esse patdgeno. Outro fator importante é que as
equinocandinas séo altamente eficazes frente a leveduras tais como C. glabrata e C.
krusei resistentes a derivados azélicos, além de ter uma boa resposta para alguns
biofiimes de espécies de Candida (Maligie e Selitrennikoff, 2005; Eschenauer et al.,
2007; Perlin, 2015).

Atividade das equinocandinas frente Candida spp. mostra que as CIMs séo
bem mais baixas que anfotericina B e fluconazol, com excecédo de C. parapsilosis e
C. guilliermondii, contra o qual eles sdo semelhantes. O CLSI (2012) estabeleceu no
suplemento M27-S4 orientacdes para a interpretacdo da CIM para cada espécie de
Candida. Portanto, os testes de susceptibilidade antifungica in vitro de Candida

parapsilosis frente as equinocandinas € dita como sensivel com o valor < 2 ug/mL,
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intermediaria com o valor de 4 ug/mL e resistente com o valor = 8 pg/mL,
estabelecendo entdo breakpoints para diferenciar mutantes resistentes de isolados
sensiveis (Pfaller et al., 2008; CLSI, 2012; Cordeiro et al., 2014; Idelevich et al.,
2014).

2.7. DETECCAO DE RESISTENCIA POR MALDI-TOF MS

A aplicacdo da espectrometria de massas pela técnica de Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization, Time-of-Flight (MALDI-TOF) vem se desenvolvendo
cada vez mais, sendo inicialmente aplicada em identificacdo de bactérias e fungos
em muitos laboratérios clinicos. Outras aplicacfes tém sido abordadas, incluindo a
identificacdo da resisténcia aos antibioticos. A pesquisa nesse contexto tem direcdes
principais, incluindo a deteccdo de antibidtico por modificacbes nas enzimas
degradantes, a deteccdo de mecanismo de resisténcia determinantes por meio de
estudos de protedmica de bactérias multirresistentes, e a andlise das modificacdes
de locais (alvo), tais como metilacdo do ribossomo. Além disso, a quantificacdo de
antibioticos € sugerida como uma nova abordagem para estudar influxo e efluxo em
células bacterianas (Griffin et al., 2012; Hrabak et al., 2013).

Griffin et al. (2012), mostra alteragcdes nos espectros de massa de cepas de
Staphylococcus aureus no teste de susceptibilidade a meticilina. Além disso, MALDI-
TOF MS foi capaz de detectar a resisténcia a teicoplanina glicopéptideo. No ano
seguinte, a técnica também foi usada para a andlise genética determinando
resisténcia Streptococcus pneumoniae a fluoroquinolonas, através da deteccdo de
mutacdes nas estruturas alvo, antes isso sO era capaz de ser detectado
fenotipicamente (Saracli et al., 2015). Em 2013, Hrabak et al. utilizaram o MALDI-
TOF MS para monitorizar a atividade in vitro de carbapenemases, isto €, o produto
de degradacao do carbapenem hidrolisado e descarboxilado.

Pesquisas atuais mostram a possibilidade de utilizar sistemas de
espectrometria de massa (MS), especificamente MALDI-TOF a fim de identificar
certos mecanismos de resisténcia enfatizando as vantagens na utilizacdo. Com isso
deve ser destacado que o custo de cada determinacéo é claramente menor do que
as técnicas moleculares classicas para a deteccdo de genes envolvidos na

resisténcia. Além disso, a detec¢éo de resisténcia por MALDI-TOF reduz o tempo de
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obtencao de resultados em comparacdo com métodos de rotina utilizados com mais
frequéncia (Hrabak et al., 2013; Zboromyrska et al., 2014).

Em contraponto ao uso do MALDI-TOF, estudos evidenciam uma falta de
correlagcdo dos testes de sensibilidade antifungica in vitro e a clinica in vivo, contudo
sabe-se que para uma terapéutica eficaz em pacientes com infec¢des flngicas é
necessaria a realizacdo de testes laboratoriais in vitro, a fim de determinar a
concentracdo do antifungico a ser utilizado no tratamento. Dentro desse contexto,
existe a discordancia dos testes de susceptibilidade, que pode conter um erro de
classificacdo de uma cepa resistente categorizada como sensivel ou vice-versa. A
partir disso, emerge a ideia do desenvolvimento de um teste preciso e confiavel
possibilitando beneficios econémicos significativos, bem como melhoria na qualidade
da assisténcia ao paciente (Marinach et al., 2009; Carolis et al., 2012; Saracli et al.,
2015).

Embora a detec¢cdo de mecanismos de resisténcia antibacteriana através da
espectrometria de massas se encontre relativamente avancada com dezenas de
publicacdes, o0 uso dessa metodologia para deteccdo de resisténcia antifungica deu
0 primeiro passo em 2009 com uma publicagdo de Marinach e colaboradores. A
partir desse ano, mais trés pesquisas foram publicadas totalizando apenas quatro
até o presente momento (Carolis et al., 2012; Vella et al., 2013; Saracli et al., 2015).

Marinach et al. (2009) descreveram uma mudanca minima no perfil proteico
detectado por MALDI-TOF, para cepas de C. albicans frente fluconazol, ou seja, a
concentracdo mais baixa de droga em que uma alteracdo na massa no perfil
espectral pode ser detectada apds exposicdo por 15 hs, das cepas ao antifungico.
Houve uma concordancia 94% entre a categorizacdo das cepas a partir dos
resultados de CIM em relacdo ao MALDI-TOF. Através de observacbes, o0s
pesquisadores criaram o Minimal Profile Change Concentration (MPCC). Para isso
uma analise estatistica € utilizada a fim de calcular o valor baseado na massa e
intensidade de cada pico gerado (Marinach et al., 2009).

No ano de 2012, Carolis e colaboradores avaliaram 44 isolados fungicos com e
sem resisténcia associada a mutacdes FKS1. No teste foram incluidas 34 espécies
do género Candida incluindo, 14 espécies de Candida albicans, quatro Candida
parapsilosis, quatro C. krusei e dez isolados de Aspergillus incluindo, seis
Aspergillus fumigatus e quatro Aspergillus flavus, para o teste também foram
incluidas cepas controle C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258. As



30

leveduras foram expostas em concentracdes de 64-0.008 pg/mL frente a
caspofungina e incubadas por 37°C sob agitacdo por 15 horas. Em seguida foi
observada a Mudanca minima no Perfil Proteico e a partir desse, foi criada uma
Matriz através dos Indices de Correlacio dos Compostos (ICC). Com isso, eles
confirmaram as descobertas anteriores, que mostram que o TSA pelo MALDI-TOF
MS é uma ferramenta reprodutivel e confidvel para teste de susceptibilidade
antifungica.

Em 2013, Vella et alli avaliaram através do Teste de Susceptibilidade
Antifungica (TSA) pelo MALDI-TOF MS, 65 espécies de C. albicans frente a
caspofungina, incluindo 13 cepas com mutac¢des FKS 1, com o periodo de trés horas
de incubacdo, onde foram avaliadas as concentracbes 0 (Nula), 0,03 pg/mL
(Intermediaria) e 32 pg/mL (Maxima). Apds a exposicao das leveduras nas diferentes
concentracbes do farmaco com o periodo de 3 horas, foi possivel observar a
Mudanca Minima no Perfil Proteico e em seguida criar a Matriz ICC. Deste modo, a
resisténcia de C. albicans a caspofungina pode ser rapidamente avaliada. Além
disso, o TSA baseada no MALDI-TOF MS (TSA-MS), foram consistentes com as
cepas com mutacbes em genes Fksl e a metodologia de referéncia CLSI. A
abordagem TSA-MS pode proporcionar uma metodologia rapida e confiavel para
deteccdo da resisténcia antifingica e acelerar o inicio do tratamento com um
farmaco adequado.

Saracli et al.,, 2015 avaliaram através da tecnologia do MALDI-TOF MS, a
deteccado de resisténcia antimicética dos triazois em 35 espécies de C. albicans, 35
espécies de C. glabrata e 37 espécies de C. tropicalis. As cepas foram expostas ao
fluconazol, voriconazol ou posoconazol em duas concentracfes diferentes além de
um controle livre de droga, foi avaliada uma concentracdo média e uma
concentragdo elevada para cada farmaco fluconazol 64 pg/mL, voriconazol e
posaconazol 16 pg/mL.

No geral, a concordancia essencial entre MALDI-TOF MS e CLSI variou entre
54% e 97%, e foi maior para posaconazol contra C. glabrata. A reprodutibilidade de
0 ensaio de MALDI-TOF MS variou entre 54,3 e 82,9% e foi melhor para o fluconazol
contra C. albicans e posaconazol contra C. glabrata. A reprodutibilidade também foi
mais elevada para isolados de C. glabrata em comparacdo com C. albicans e C.
tropicalis. Estes resultados demonstram que a MALDI-TOF MS ser usado para

determinar simultaneamente as espécies de Candida e classificacdo como sensiveis
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ou resistentes aos antifiingicos triazélicos. Assim, eles concluiram que os resultados
demonstram que o Teste de Susceptibilidade Antifungica pelo MALDI-TOF MS pode
ser usado para determinar a classificacdo de sensibilidade ou resisténcia frente as
espécies de Candida (Saracli et al., 2015).

Recentemente, o TSA pelo MALDI-TOF MS baseado na deteccdo de
alteracdes no espectrais apdés uma incubacdo de 3 horas com antifungicos
convencionais foi realizado para testar um painel de 80 isolados de C. glabrata
anidulafungina e fluconazol. Em comparacdo com o método padronizado pelo CLSI
para as leveduras testadas frente a anidulafungina 58/58 isolados foram sensiveis
representando (100%), foram considerados como resistentes 11/22 isolados
representando (50%). Das leveduras testadas frente ao fluconazol, 40/41 foram
consideradas como sensiveis representando (97,6%) e 37/39 isolados foram
considerados como resistentes, representando (94,9%). Os testes foram repetidos
para os 11 isolados resistentes com diferentes tempos de incubacéao (6, 9 e 12
horas), no entanto, dois isolados permaneceram sem solucdo para anidulafungina.
Além disso, observou-se que com 15 horas, houve uma maior concordancia entre as
duas metodologias. Assim com os padrbes de analises, necessitam de mais estudos
(Vella et al., 2013).
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3. ARTIGO 2: Candidemia in pediatric patient with microcephaly: first
description in Brazil

Abstract

Background: In 2015, the northeast of Brazil suffered an outbreak of
microcephaly in newborns attributed to gestational infection caused by Zika virus
(ZIKV). According to the Brazilian Ministry of Health, microcephaly may be
accompanied by other disorders such as epilepsy, cerebral palsy, delays in cognitive,
motor and speech development, vision and hearing problems. In the last two
decades, the number of cases of opportunistic fungal infections, mainly caused by
Candida species, has increased worldwide. Thus, candidemia is the main invasive
fungal infection in critically ill patients, often caused by non-Candida albicans
species.

Case presentation: A two-year-old male, 7,9 Kg patient with microcephaly and
delayed neuropsychomotor development secondary to neonatal hypoxia, was
admitted 16/05/2016 in tertiary public hospital with a low-grade fever for fifteen days
and respiratory distress three days after admission associated with a respiratory tract
infection. After twenty days, blood culture was positive for Candida sp., and
fluconazole (12 mg/Kg/day) was administered for 15 days. Despite the antifungal
regimen, there was a complication of the clinical picture, with thrombocytopenia and
persistent blood culture for Candida sp. Thus, the antifungal treatment switched to
Amphotericin B deoxycholate (3mg/Kg/day). On the twenty-seventh day, blood
culture was negative. The patient persisted with a severe condition, using
dobutamine 10mic/Kg and dopamine 3.5mic/Kg, keeping the heart rate between 100-
115 bpm. Due to the severity of the patient, he was transferred in 27/05/2016 to
another hospital referring to the assistance of patients with microcephaly.

Conclusion: 1t is known that in cases of severe microcephaly, babies need
specific care and treatment to treat other health problems. This assistance includes
speech therapy, occupational therapy and physical therapy exercises. Medications

are also included to treat seizures or other symptoms.

Introduction
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Microcephaly is a rare neurological disorder that can occur as an isolated
finding or syndromic condition. Patients with primary genetic microcephaly are almost
always born with below normal head circumference [1].

Syndromic microcephaly is often related to a large number of conditions, mainly
facial dysmorphism, and can be diagnosed pre- or postnatally. Several genetic and
environmental causes, including congenital infections, genetic syndromes and
isolated malformations in the central nervous system characterize the heterogeneity
of this disease [2].

In 2015, the northeast of Brazil suffered an outbreak of microcephaly in
newborns attributed to gestational infection caused by Zika virus (ZIKV). In order to
identify the causes of microcephaly, the Ministry of Health of Brazil implemented a
public health surveillance system [3,4]. In 2016, the World Health Organization
(WHO) declared a public health emergency of international impact associated with
ZIKV infection in Latin America, and its possible association with microcephaly [5,2].
According to the Brazilian Ministry of Health, microcephaly may be accompanied by
other disorders such as epilepsy, cerebral palsy, delays in cognitive, motor and
speech development, vision and hearing problems. Therefore, it is necessary that
treatments start as soon as possible, in order to improve pediatric patients
development and quality of life. It is known that patients with microcephaly have a
greater predisposition to muscle and respiratory problems that can lead to
opportunistic infections [3].

In the last two decades, the number of cases of opportunistic fungal infections,
mainly caused by Candida species, has increased worldwide. Thus, candidemia is
the main invasive fungal infection in critically ill patients, often caused by non-
Candida albicans species [6,7]. According to Soares et al. [8] and Zuza-Alves et al.
[9], Candida tropicalis has been the second most isolated non-Candida albicans
species in neonates with candidemia.

It is known that early diagnosis followed by control of fungal origin, such as
removal of intravascular catheters, is essential. Similarly, the early initiation of
antifungal therapy in extremely importante [6]. Here in this study, we aimed to report
a case of candidemia in a pediatric patient with microcephaly.

Case report
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The draft of this report was approved by the Ethics Review Board of the
Universidade Federal de Pernambuco, Brazil, under protocol number 1.979.057. In
addition, written informed consent was given by the patient.

A two-year-old male, 7,9 Kg patient with microcephaly and delayed
neuropsychomotor development secondary to neonatal hypoxia, was admitted
16/05/2016 in tertiary public hospital with a low-grade fever for fifteen days and
respiratory distress three days after admission associated with a respiratory tract
infection.

Therapy with ceftriaxone 100mg/kg was started, but with progressive worsening
and a decline in general condition (persistent fever and episodes of generalized
hypertonic seizure). Therefore, the antibiotic regimen was changed to meronem,
vancomycin and metronidazole for 14 days. After twelve days, the patient progressed
with a drop in general condition, clinical signs of septic shock, and volemic expansion
with vasoactive drug (dopamine) was administered and clinical significant
improvement was observed, with dopamine discontinued in 24 hours and clinical
stability maintained.

After twenty days, blood culture was positive for Candida sp., and fluconazole
(12 mg/Kg/day) was administered for 15 days. Despite the antifungal regimen, there
was a complication of the clinical picture, with thrombocytopenia and persistent blood
culture for Candida sp. Thus, the antifungal treatment switched to Amphotericin B
deoxycholate (3mg/Kg/day). The patient evolved with worsening of the respiratory
pattern, noninvasive ventilation was started, which it was progressively removed and
the patient was kept in a Venturi mask after twenty-fifth days of hospitalization.
However, he presented with hemodynamic instability and brachycardia on the twenty-
sixth day, requiring vasoactive drugs: dobutamine (10 mic/Kg) and dopamine
(3.5mic/Kg). Due to the worsening of the laboratory parameters (progressive
thrombocytopenia), it was decided to change the scheme of Amphotericin B
deoxycholate to liposomal Amphotericin B (3mg/Kg). On the twenty-seventh day,
blood culture was negative. The patient persisted with a severe condition, using
dobutamine 10mic/Kg and dopamine 3.5mic/Kg, keeping the heart rate between 100-
115 bpm.

The patient's blood sample was sent to the Laboratory of Mycology from the
Dermatology Service of Hospital of Clinics, where Candida clinical strain was isolated

on Sabouraud-Dextrose agar and Brain-Heart Infusion agar, both kept at room
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temperature and 37 °C for 24 hours. Proteomic identification using MALDI-TOF MS
(MALDI Autoflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) was performed (Lima-Neto et
al., 2014). The spectra, obtained in triplicate, identified the isolate as Candida
tropicalis with a score above 2,000, according to Biotyper™ software database
(Biotyper system, 3.1 version, Bruker Daltonics, USA/Germany). In vitro antifungal
susceptibility test was carried out with amphotericin B, fluconazole, anidulafungin,
caspofungin and micafungin, by the M27-A3 protocol (CLSI, 2008) [10] and M24-S4
supplement (CLSI 2012) [11], where by the clinical yeast was classified as
susceptible to the five antifungal drugs. Due to the severity of the patient, he was
transferred in 27/05/2016 to another hospital referring to the assistance of patients

with microcephaly.

Discussion

Vargas et al. [5] reported that between 2010 and 2014 the Brazilian Live Birth
Information System registered na average of 156 annual cases of microcephaly in
Brazil. In 2015, this number rose to 1,247 registered cases, with the state of
Pernambuco being the largest number of records with 646 cases. Microcephaly is
related to genetic and chromosomal factors, environmental exposures in the prenatal
or perinatal period, especially alcohol consumption, illicit drugs or teratogenic drugs,
contact with chemical substances or ionizing radiation, metabolic disorders, and
infectious diseases such as toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus, herpes and
syphilis [2].

Vargas et al. [5] demonstrated in their study that among patients with
microcephaly, only one was diagnosed with sepsis. In addition, it was observed other
infectious associations such as bacterial conjunctivitis and syphilis with microcephaly.
It is known that patients with microcephaly have a greater predisposition to acquire
other diseases, which worsens the clinical picture.

It is observed that due to the lack of a rapid diagnosis for candidemia, most
medical staff rely on routine cultures with low sensitivity. Thus, they begin the
empirical treatment with previous exposure to antibacterials in patients admitted in
ICU who have unexplained fever or sepsis, before establishing the correct diagnosis.
Therefore, misdiagnosis or delays in diagnosis hinder effective antifungal therapy for

treatment [6].
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It is known that in cases of severe microcephaly, babies need specific care and
treatment to treat other health problems. Early intervention helps in the development
of babies with microcephaly from the first years of life, in order to maximize their
physical and intellectual capacities. This assistance includes speech therapy,
occupational therapy and physical therapy exercises. Medications are also included
to treat seizures or other symptoms [3,6].

Conclusions

In October 2015, there was an unexpected increase in cases of microcephaly,
mainly in the State of Pernambuco. Children with microcephaly have a greater
predisposition to acquire infections, in addition to physiological disorders such as
heart, respiratory, kidney problems, among others.

Candidemia because it is an opportunistic infection affects patients in hospitals,
as well as patients who have other underlying diseases. It is known that late
diagnosis and inadequate therapy are associated with a high mortality rate. Thus, a
fast and accurate diagnosis can assist in patient survival, associated with a
susceptibility test that will lead to the best treatment. Therefore, patients with
microcephaly need specific care and treatment.

Declarations

Ethics approval and consent to participate
Not applicable.

Consent for publication
Written informed consent was obtained from the patient for publication of this
case report.

Availability of data and materials
The authors agree to make the images and data described in the manuscript
freely available for use.

Competing interests

All the authors declare they have no conflict of interests for this work.



37

Funding

The authors declare that this study received no financial support.

Authors’ contributions

Laboratorial practice: AE, Cl and RL-N. Concept: AE, CV, RN, and RL-N. Data
collection and processing: AE, ClI and RL-N. Analysis or interpretation: AE, RN and
RL-N. Literature search: AE, CI, CV, RN and RL-N. Writing: AE, CI, RN and RL-N. All
authors read and approved the final manuscript.

Acknowledgments

The authors wish to thank the FACEPE/Brazil for the scholarship of Ana Emilia
de Medeiros Roberto (IBPG-1444-2.12/15). The authors also would like to thank the
Center for Strategic Technologies Northeastern (CETENE, MCTI, Brazil) for MALDI-
TOF MS analyses and Hospital das Clinicas de Pernambuco (UFPE, Brazil) for

providing patients’ biological sample.

Reference:

1 Chan, MY, Smith, MA. Infections in Pregnancy. Comprehensive Toxicology. 2018.
5: 232-249.

2 Leibovitz, Z. Lerman-Sagie, T. Diagnostic approach to fetal microcephaly.
European Journal of Paediatric Neurology. 2018. 22: 935-943.

3 BRASIL. Ministério da Saude. Microcefalia: causas, sintomas, tratamento e
prevencao. Brasilia: (Ministério da Saude), 2016. O6

4 Arauvjo, TVB, Ximenes, RAA, Miranda-Filho, DB, Souza, WV, Montarroyos, UR,
Melo, APL, Valongueiro, S, Albuquerque, MFPM, Braga, C, Filho, SPB, Cordeiro,
MT, Vazquez, E, Cruz, DDCS, Henriques, CMP, Bezerra, LCA, Castanha, PM DS,
Dhalia, R, Marques-Junior, ETA, Martelli, CMT, Rodrigues, LC. Association between
microcephaly, Zika virus infection, and other risk factors in Brazil: final report of a
case-control study. Lancet. Infect. Dis. 2018. 18: 328-336.

5 Vargas, A, Saad, E,Dimech, GS, Santos, RH, Sivini, MAVC, Albuquerque, LC,
Lima, PMS, Barreto, IC,Andrade, ME,Estima, NM, Carvalho, PI, Azevedo,
RSA, Vasconcelos, RCO, Assuncao, RS, Frutuoso, LCV, Carmo, GMI, Souza, PB,



38

Wada, MY, Oliveira, WK, Henrigues, CMP, Percio, J. Caracteristicas dos primeiros
casos de microcefalia possivelmente relacionados ao virus Zika notificados na
Regido Metropolitana de Recife, Pernambuco. Epidemiol. Serv. Saude. 2016. 25: 1-
10.

6 Pappas, P, Lionakis, M, Arendrup, M, Ostrosky-Zeichner, L, Kullberg, BJ. Invasive
candidiasis. Nat. Ver. Dis. Primers. 2018. v. 4. n.18026.

7 Soares, L. P. M. A.; Carneiro, J. C. R. S.; Oliveira, R. T. Infec¢cdes da corrente
sanguinea por Candida spp. em unidade neonatal de hospital de ensino da Regido
Norte do Brasil: estudo dos fatores de risco. Rev Pan-Amaz Saude. 2013. v.4. n.3.
doi: 10.5123/S2176-62232013000300003.

8 Zuza-Alves DL, Silva-Rocha WP and Chaves GM (2017) An Update on Candida
tropicalis Based on Basic and Clinical Approaches. Front. Microbiol. 8:1927. doi:
10.3389/fmich.2017.01927

9 da Silva RB, Neves RP, Hinrichsen SL, de Lima-Neto RG. Candidemia in a public
hospital in Northeastern Brazil: Epidemiological features and risk factors in critically ill
patients. Rev Iberoam Micol. 2019 Oct-Dec;36(4):181-185. doi:
10.1016/j.riam.2019.06.003. Epub 2019 Nov 20. PMID: 31759839.

4. CONSIDERACOES FINAIS

- A incidéncia de candidemia por Candida albicans ainda é alta, no entanto,
outras espécies de Candida n&o- albicans também tem sido frequente.

- Mesmo com novos diagnosticos e antifungicos eficazes os casos de candidemia
ainda persistem em ambito hospitalar.

- Em relacdo ao tempo de incubacdo do TSA por MALDI-TOF MS é de trés horas
enquanto pelo CLSI é de quarenta e oito horas.

- A candidemia, por ser uma infeccéo oportunista, afeta pacientes hospitalizados,
assim como pacientes portadores de outras doencas de base.

- Sabe-se que o diagnéstico tardio e a terapia inadequada estdo associados a

uma alta taxa de mortalidade.
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- O diagnéstico rapido e preciso indica o melhor antifingico a ser utilizado no
tratamento de infecgbes oportunistas.

- Sabe-se que nos casos de microcefalia grave, os bebés precisam de cuidados e
tratamentos especificos para tratar outros problemas de saude. A intervencao
precoce auxilia no desenvolvimento dos bebés com microcefalia desde os
primeiros anos de vida, de forma a maximizar suas capacidades fisicas e

intelectuais.
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Abstract Masw specometry by matdcasstitod lher desarption/lontzation tme
(MALDITOF) was uad to tdenttfy and diffesentiate the pattemn of susceptibtlity of clinical teolates
of Candida por spsilod s complex. 17 C parap=losss sonsu stricto, 2 C arthopalosis, and 1 C matapslosis
stratne wese obtatied fromn blood cultumes, and thow diffesent tnoculs (107, 107, and 107 CARUmL) wen
evaliated agatnat thaveechinocandin at comoe niTations ranging from 0000 to 16 wy/ml. after tncubation
of 1h 2h and 3 h Drug-face control was uwd. The spectra obtatned at thesw concentrations wese
applted to ppretaie comnposite corme latton index (OCT) matrioes for cach yeast individually. Afler cross
correlations and autccorelaBions of each spectra with null (ze20) and maxtmal (16) conantrations,
the CCT was tand as separation paraime e among spectra. Incubation time and noculum wew
critical factors to neach Mgher prectaton and wneliability of this trial With an tncubation tie of 3 h
and tnoculum of 107 CFU/mL, itw as possible to determnine the bavakpotnt of the cinical yeasts by
MALDITOF that prewnted high agrement with the clinical laboratory standard tnstitute (CLSI)
neference method. Herein, we show that mase spectrometty Gsing the MALDLTOF technigue
powerful when ttexplotts anttfungal stauptibdlity testing sesays.

1 Intreduction

Inctdemoe of v asive fungal infections (TFk) has ragically tncreaed durtng the Last bventy years,
despite advances tn methods of dlagnosts [1,2]. Candids related IFls ave Inde d toekvated morbidity
and mortality, as well as a high cost of healthcare [1,2] Candada allicms s o2l the major species
related to candidemia wide w otld: however, the diveratty of othwr Candada species differs according
peographical location. Thus, Brazilian diatribution displays a high fiequency of C parapalosis as the
typical eticlogic species [3-5]

bwastve candidiasts poeents unspectfic ciinical symptoms, which male carly dlagnosts
difficult, requirtng blood cultures that are tme-consuming and have Mttle senstttvity [6] Therefons,
in 2 substantal numnber of cases, the dlagnosts of candsdemnia & wsually established late or even at
autopsy [7] In this senue, the general consenets astigne carlier tniSattion with poecie: anttfungal
Deatents, proportionally incoeastng the patient survival Thas, 1t & cructal to develop rew rapid
disgnostic mathods capable of ¢ ffickently detecting [Fls at the bupinning of the coumw of the dlewaw,
wth high soaittvity and spectficty [S]. At the same thine, the susceptibility profiles agatnst antifungal
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N

P deveelopmsnts in macrcksologpcal diagrostios have hoad o rapid inspact o the identofication
of Eieooianisit sfsntars de the mattic-dsembed oo desorpliod/eonzation tisme-of faght oo
spuctrametry (MALDETOF MS) kechnique. Spectra pevserated are aralyzed as o Engerprint whese
ﬁhﬁﬂﬂpﬂtﬂnwwﬁw.ﬂﬂnmﬁfw Iﬂl-mm:'ﬂ;wbd&.im.ﬂ'mh:ﬂ-
e B e fack ey sy b casaly e onployriad o bromarkens. After spectra aoguisition, MA LD TOF
M5 bacnd enicroorganisem identificaticns ame seached by comparing their probein Gngenprinbs with
s wpuectra and fefenenoe spectna pehoeded o database of welb chasacteried isclabes from sefiow tsad
cltuse ¢ ol S afteid e wearld [9,10]

This appeosch bas bacn spplied to the delection of Candida yeacts that have acquined andstamee to
..h'l'l.l.ll.i'lﬂ;lﬂ 'H'l-:mp:p =0 el Pruhﬂm&ﬂnﬁﬂﬂﬂ.taﬁ.ﬂ iﬁy:utn;ﬂu'up:ﬁﬁuiiumﬁfmw
gy it e Ehur chilran i B of he tiishinmal picfile chuigne codnnitfataon (MICICL o baeakpomnt that
i Y e @ S dediafale pieletenos method retheer thien weal manimen ahibaoy concantretiod
(MIC) csbrtaimed by clinical bbworatosy stondard instihate (CLST) [13-15]

Conandicrang the aforamentionsd, the obpetive of this study was bo developoment an wlbre- Gt and
hagh aerufocy echinoeahdiine s plibabily diogeosis saetheed Bor Camdide parepa lnsis comnpli chinieal
sbraine basend on the MALDETOF MS cyskem; compariog the sesulis with the cursent CLS] protecal

Z Makrlals and Methods

21, Speowen, Digrmoss and Sorage

Bl sarvgphes e e calkectind after Humsn Fthics Commrittar approval of the Rederal Univessity
of Ferrambuca (UFPE), Brazil amnler identification rueaber 808 F 588070316 5 00N S20= .A.Ful:ltm.'n.]
wﬂyﬂdmbijM&ﬂ:mMLﬂﬁﬂl?mbhﬁdmxphwmnphuﬂrw
thee: times an cormasabive days and incubaked at 37 2 in bobiles with brain heart infusion onedia
for selation of the clonical strame. Fifty-nine Cmabide positive blood samples waene abtasned from
iripatients of the snbermive cose wnit (BOU} of pablie hospital at the Mortheast from the Brazil amvong
Jrare B b Seprlensbeer HI14

SE-:EJﬂEdiﬁlﬂﬂuhH“tM sreiading to Linna-Metoet al [10] with snodificaione
Thee MALDH TOF A ubofles 11 Mase Spectrosmsber (Bruber Daltoedk GonbH, Boe o, G ey ) set wp
with a 1064 e laser of exnocy minum erpatal (NAEY AL 00 ) te 6%, ot wis wend. Thee Erear mede
with a 104 re probiend Lo r sl o scorberaticn voltage of +200 BY ws wend bo neprister B mnass ronge
e B, B0 s B0 D H'l-l:-il:lii'li-uhh:.i'-:-d.wu':ﬁpﬂrtn! b e e e i Pndmu: hL&T TN
E:iul'pp-:'ﬂ'll:l['Eu'uh-: Dalteenik GrnbH, Bremwen, Germany | b identificabions wes achivnl

A mepresntative of sach speciis aof the comple: was stocked = UEM Coltuse ol fion ot the
UFPE This callactin @ segmbennd in e WDEM of the WEPOC as 604" under the acsceyen URM
(Unive ity Racie Mycologyl
22 Ambfumpsl Fueceptbilihy Teding (4 F5T ) by CLST Mefvod

Ratearnoe tnicrodibation triak M27-AJ and M27-5 guidi i [13,14] wete ussnd. Thee standand
BFMI 16400 e dinon {Sipgmna-A ldrich, St Lo, MO, USA) was buoffeted to pHT 0 + Q1 with 00155 M of
sbefilizaBon by Gltration with esesbrane 022 (Milbpone, Darostadt, Carmany) was performed
Asitibunpgal diuggs weicle dissalvied snd etioned an daome ] subiode [DMS, Syath, Diadeana, Sie Paala,
Brraezil) at 1600 pgfrnd . For kestang, cospabangen (M50, Riom, Frasee], aidulafusgin (Phaeg NY, ELA]L
aind nmcaturgin (Asbdlis Phaoma bne Tokye, Japsdn)wene diholind aivd uiend ot conoantrataons amaog
L3 b 16 pagglanl.
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Yot dxtract, aid deubabed ot 36 C for 24 O bo theae angle colofe wek suspanded 0 085 gL
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35 " for 24 h bo defire the mirdmem indibitery corsentration (MIC) The test was carried out in
dugpleate The antifngal testing accordimg to CLS] desifies the strains of C pargpsilods comples
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23 Amtifumpel Suscepsibility Testing by MALDLTOF M5 (4 FST_M5)

The AFST-MS ws corried oul in sccondenme with Marinach et al [11] and medibealions by
D Capal et al [15] mnmﬂhmhwuw&mmfdﬂmw
of el susperaiors of 1P, 10°, and 17 CFUPmL, coltivated in BPMI containing serial dilutions
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£ for 2 min with posterion washing in deicnized water  After third washing, the el pellet was

in 10K foronie acid and centrifuged Ows pl. of this supernatont was discctly spobied o
duplicate cn target plats, and then 1 pl of absokabe sthanol was added along with 1 ul. of @ sibugabad
solubion acsd &ayane-d-hydreecpenmamie acsd e S0 acstonatrile-2 2% rtheamanetic asd, allowing
for commplte drying,

Prodein spsrchea 'lu-.l'u'..l-t'l.'.'l.l.l:ud -H'Jlﬂ'umllﬂﬂ[ﬂr.ﬁpnmhlmzﬁlkd abowr e s e [ s
rastygpe ied s 2000-10.000 Da. Foreach sy, spectnam wes analy aed with the softwase P Conteal™
24. Drlx Amadysis

Statistical sofbsan composite corselation sndes (CCT) froen the Bictyper™ (Braker Dalteaick
GonbH, Baepen, Carrmaany ) was used foevamine the nelationship among cach spectra accoediog bo
neported by Masinach of al [19] and medified by De Casoli ot al [16]

Comgprositions of cross corfelations and aubocartdations of the yeasts we e aeed s o aparation
prasi s ber ansong the spectra. O vl mear 1 repissnt @ bagh sisilarity conformance of epecioa
priiabilie, v brilie OCT wialusins asomud D issdicate lone similaraty. The seeadts st disploved o o cornelabion
muatrix and peskericely in o heat sap Probens spectre dlosely selaked ase mared in ot colors, while
usielabind conrs ame w0 cold colore. This eneldes e bo definse e MPOC for anid i
and macabangin, the vahe defined as the lowest doug conoentration whien o change detectable in the
WA LDE TOF MS profile cccurs

3. Fesulis

A gy, the 59 pataote disgnosed woith condidissis, teenly wene diagnossnd as Crndide perapsilacs
corple by MALDETOF M, and weene selected for APST by both macreddhution method and mass
spuctrometry ethodolopie. Sevonina e e we e Comdde parepsl o sense ghricls, teeo weae Cimadisda
orthopsbogs, and one was Comdids meapslogs. The other veasts isolakes wene 16 Candadn alfoms,
13 wene Comddide gobraty, amnd 10 wese Candde ropiolic

The LS based APST methed shionaned that all 2 chinical isclates of Condida parapsl osis comsple
war i s plible agenat caspatuegin and macafusnygn and cow Candida pargpsilosis sy gridowas
nesistand againet arddulafongin only. Aocordiog to AFST-MS, all 20 chnical solates wete suserptible to
andulafungn and snicafusgin end cos Cmdde oribopsloms wes inkeresediobe againat caspafusgin
wﬂtiﬂhﬁ;ﬁﬁpﬂhﬂdﬁﬂﬁﬂﬂlﬂ&:hﬁﬂiﬂﬁh&!h Luwuﬁdﬂmdll:l’
anad WP CFLYmL, besides having an incubation me of 1 hor 2k, dad fot produce delectable peaks
on wpectra The bacakpoints and their MEC ar MPOC valoes cbtoied by antifongal suseptibality
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bestinngy carrind ot by CLST o MALDETOE, nespectively, ane swmamariord in Table 1. The two sain
discurpancins ane highlighled @ geen ketbere

Takk 1 Mhmﬂﬂﬂ'hﬂhﬂﬂ*uﬂﬁmﬁumﬂm.mﬁbﬁ‘pﬂmﬁd iser
Shexpusiun: of X chimcil isolabes of th Eﬂfﬂjﬁ]}lﬂm Cunfii i i ik e ecledfioiidin,

- — Eralopaint (MIC in pg'mLI Breakpoant (MFCC in pgml
lakb Nember Nniduly Caspo. Mica Asadla F— Vi

i parsios MEA Sl Saxs 503 5@ SRis 55
C pripaiags 46 DIk S0k 5(2) 3 i) 5 (L) 3 (LS)
C prgpsiags 41 505 Sins) 503 Sl 505 55
C porepsias 505 Sy Siaxs M 5 [oodas 5L Sialsy
L PEREY A Sy Sax Sias) 50os) SRis 55
C pripalags b LI S0k 303 il S Eley
L pepsins el Sy Rnodds)  5uslis 55 SE| 5 jaod1as)
i prapsiogts 12 SplE  SpoElns Susls Sk Sall Sl
L prapsiios's 2 Spls T I e T o T | 1T 55 Sials)
i prpsiogs Slnoflsy Sooes  Sack) Sl 55 Sials)
. prapsiogs 1 Sy 5inls) Sinotds) 5l 505 Sials)
L prapsiigts 2 5 LGy S Shasl) Sl Sns Sialsy
i prapsioss 40 E {ned Sax 503 5 505 S
i prapsioas 44 Sarls Sy Sackh) S5l 55 Sials)
L prapsiogs 45 Sy Spdds)  Slasdh) Sl 5 (Lgdsy Silalsy
i prapsions 4e Sluaflsy Snods 5ielis 5 s 55 5 jaadnas,
L prapsiosis 4y Slaunill) Spodlas Sells S5l S5plE Sials)
L reopsiosis ot 5 {LOg ) 5ila2sy Sias) 5 s 1" i 55
C refiopsioss 5 SLoElS) Sias) Sk Soolls) Saodlis
L & S Sigs) 5L5) 5L 5(Ls)
ATOC Erils 505 Sins) 5 5@ 55 55

* AFSf—mnt i L [ r— sharalard ot 1 BUL LT

bt dheserption krinaSon Hme-of-fight mae sty MIC—minimal nbibisony
oorceniration civteined by 13 method. MPOC—mintmal profie change ronoontrtion eitatrae by MALDETOR

ME hrhricpa: 5—pescpbible. B—psvnt ¥ [ Inmediae

Un:':'q:; the CLE - bawed APST sucrcdilabion aethed as nderane on |:|.|.'|:|.|:|'|.l'|.|5i|] v aluation,
e bivabpoints abduined with APST-MS ahow o concoadass of 85%, 95%, and 100% for snidulafungn,

Abler corneation of every spectium obbasned afler expomae to the conaentrations 0058 wgml.
with oo of thee teeo extieme concentrations, 16 (mavismem) or O {eall), the derived OCT matrives and
bhair respective heat map for all yests of the Cmafide parapeiloss comple wene pefaiod Thew
mﬁhwunlmﬁmd it babkes fior wach echinocandin teshnd {data not entindy shown). Fm'u-uml:ukr,
wat diseplayend the srilts for Canilide parapalosis sensy siidio 31, which ws cassified for both nsthods
hmm'.-ul:ﬂ:h ThCﬂn‘ﬂhvﬁuumtnﬂp,mdquﬂmepnmhd, u[.wti.'q.',hhhhl
Fggnaiics 1 ased 2 foor caspsbuigin; Tabde 2, Figrunes 3 aied 4 for anidhulafonging snd Table 4, Figanes 5 and &
fiar sniscahamygin
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Takk I Cottposih comeligionindes (00T Mt cazited $rom the dernclabions of all speetral seervals
wiiles of the Cadida Parapsiogs 1] e possad focispofaignn. MPOU wis quanbibatively delesmined by
sbabisticad melation b en whok: diti st obtained by dgquined specti
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Figure 1. Hisid siap brafrslabed fromn siass speotns schecsed of Credda perapat! ogis 31 wxposand against
cicparfungsh for 3 wied fo genesite D0 sabrix. Red grideiis comfesde st sbeof i dtiofs
el et b e p-bhoe gridients coifcek: withh weak deaciations. Speckn obdained belos MPOC
shiread Fegher simelarsy with the tull degg estiment. Spectsa chtained & and dhove MPOU g very
siimlar fow wbneine Srug, cofedidtion, K- fuiibens hive the same drug concenitrabon o fhe Fais
MPCC = L5 pgfml. Souns: Mab® Hotyper 10
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Table 1 COCF mutrix cavated from the cornlations of all spoctzal syl values of the O dale prapsiogs
N expowd o andulifungn MPOC wis quanbtatvely determined by statistical nelason butwan
wihole dati st obtested by sogesed spectrd

MPOC (ugfal) COCI Null CCI Mzmimum
Qoo 0456 Lo
amis 05124 L9658
Qoels O5ve 09N
Qi 05785 0508
Q50 0519 nsss
e 05! L&ws
10000 0858 Q&088
Lo 04772 R&5S
L0000 05256 L4
000 ase) a1
160000 1.0 L4606

16 pgfmit
Sugiml
Apeimt
2 pgimi

1 ppiml
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Figuee 3 Huut tup travdatix] from shuss spectnt sehected of Coedda parapal 025 31 exposwed against
atedlafungin for Th and wead o geneniie CO Matrie. Fed gradients coincide with steonyg sssocations
ed yellow b groen gradents coincide with wesk seocations Spectra obstined below MPCC showed
higher similarity with @ null drug treatoent. Spectra obtained et and above MPOC showe s segnificent
siftilemity with Sw extuenin druy comoettration. X-wxis sofibers hawe the sete drog conaefitrataon on
e Faxin MPOC = 1 gl Scearae Malds Botypee 310
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4 Diecmsslon

Th s spectrometry by MATDE TOF enablos ane to visoslive the vasiations ameg the wizad
prokein compecbion from siraine with differant breakpeants by the comparison of ther spactra
Oher sesulis ane in sccondanos with Vella et al [12], SarscEet al [9] Wella et al [15] and Pawl et al [17]
whach affirm that afler exposition of yeasts against doflenant conaentrations of e anbifungsl
ﬂhpuﬂibhhﬁrd.wmﬁzpﬂkdmmsfn:mdﬂq Cimsbdds fewbed Hawein,
war wxplet this pokential of MATDETOF MS with the second st occurent agent of condad esnia in
thae Laskam & mwweraciac Cni&p'ﬂ;uﬂnisﬁmnplu [1.4] Tis thee st oof ovnar ke kedgge, this s Erstwaork
that by zes antifuegal suseeptiblity profile of Condida porgpel esis comphes specees by MALDETOR
Furthermose echanoesndin i exiensively weed o oitically dl pabinbs with soapectod of conbnmead
carulidesnia by Candida porgpsilosis. We must point cat that Wella et al [12] and De Casolis et al [14]
h'l'mlﬂ_l'lui-:'hw thdgrthEH;ﬁiﬁWjﬂ%rtﬂlﬂﬂﬂhgﬂMmﬁ;ﬂ

af its mechanicm Thesdfons, thas delection by mnass spechrometny may ooows if the
amsnent of wnied peoben s o prosend sufficsently by the peast aells evaluatad [18]. Consparing the
CLE bassnd AFST and the APST M5 methodalogiss, it was possible bo find e high agaacment kevel,
eachirg a performance of 100K for tacafungsn. [t is npartant bo bighlight that the yessts evaluated
iy Ehis nesnadch wene oblaired from patients with cendidemis admitted @ infendve come andt end
i ectind irmespective of e suscepbibilidy of kind of dfug sesstancs sencharaas

Paul et ol [17] wend seceatly O -bosed profecmse stody to analyse 1% O topiorlis
Buconaseke-aesmtant and 19 C tropicabis fucones ole-susaplible 5 compaficcd wilh wvkernagGeaal
mthod publiched by CLSL microdihotion sy According le nessasches, the corelabion bebesen
MPOC dond MIC weis sqgnibicont armd A PST-MS sy oy be usnd g o repid scancning technague for
Ruconaz ok pes e i C dropicatic

Vella et al [15] evahabed this physical-chemical fchnigque wsing a subset of 80 C glabrats
clinscal strasne afler 3h sicubatics with anidulafusgio. When comparing chasypes oo spectra be the
standarnd methed mcomamended by hﬂELE{HiMbMﬂhﬁwiﬂﬁmmmw
.u-muptﬂ:-lr_.hul 10z (S0 ) mesistant iscloles wene srally classified oo resistant I:ﬂnu':i.dul.u'm'qn;.i:t
Thee afcaesmientioned aubhoes haove sepesiod the sy for the 11 scdstant isolakes with longer incubaticn
i (& 9, @nd 12 hi; hosoever thene waene beo ansesshed mistales for anidolafongin. Afer 15k
ircusliativa, T00ME csenitial aganesnent was achoeod [15]

Currenily, the AFPST-MS provides MPOC barakpoints ke EUCAST and CLS] provides MIC
Thas swiner MATDH TOH basrnd b aiggal sscsptibality fas by ae ahortemad by wove ral suthors seportead
haene s Wella et al [17] Sarach ef al [9] and Vella et al [15]. However, we oplnd bo evaluie MPOC
with extemded drug comentratioes (L0516 pglml) bo delermine mavimal discnrpancy in aclation bo
dihaticnis, aid we veriGnd that cuar fealbs wene smalar o thoes s poried byEspanel Ingraffet al [12],
who advocake o cubolf vobee of mdﬂulhrﬁ-bdmhﬂ’ﬂ:udhﬂﬂfwmimﬂmpmd
disagancrment Dhae toexbonded deag conesntration evalaated, we huve net festand o Lange snmbeer of
sbrains at this e

Ohar gronup abee performnd tests with o dectraund soabation o {1 and 2hy butwe did st get
prosibive feulle MNowadays, e ks have bacn carrind cut ame oheing echsnecadidans with dhanges
iﬁhhﬁﬂchhﬂ. Eke movula coroentration and oalfunand madia, in arder bo malke besls snose
peproducihle and facter Thas is skvant ance snbifunge] soceptivibily profile is showd e be oncae

Al all, we desnodatrate that the saedangs by s spectromsetry weiog MALDETOF s pacant
@ Bernesay g {3 hverses 24 h) hww:mﬂﬂ factoddurtice brial 1o ad difoes, ml:i:l'm'q:;n.]
e plibility featingg by CLS and MA LD TOF etheds shos ad coneordasice of 95% for anddulafangin
aid caspofungen, besides 100%. for sucafongan  Thes prokeamie ohiague prosants advantag:
dﬂﬂhﬂiﬁhﬁﬁtﬁ:tﬂmﬂwjﬁﬁmwiﬂﬂhm ﬂ'-:l]'h-:d.wl‘-:'lhm_ﬂ;iﬂ.tl:ﬁ'i.]:mhd.
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Pharsscoeconarse should alo be concfully analysad e confirm that MALDETOF & o
conbefnctive [17,19]

& Comduslens

Huemein, the kechivalogy MATDETOF MS displayadwas showin bo b effective when appliad to
the AFST trials. lrewnbabion time and snocels conaentralion wene cruwcial fo resch a maienen kevel
of agneemnent with o stondand kst We seinforoed the fact that BALDETOF & o faser alemative bo
tradiional methods. However, A PST-MS pennds bo ke further investigated by neseanchens and further

suarveyed o be aptineed, and reproduaed 0 a labosatory seiting
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ANEXO A (Comprovante de Aprovacéo do Comité de Etica)

UNINWERSIDADE FEDERAL DE

%.ﬁl CEP ﬁ FERNAMBUCO CENTRO DE
g === urre.  CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Candidemia na Regifo Mordeste: Primeire Estudo Epidemicldgico Molecular por BMLST
Associado a Rapida Detecgiio de Resisiéncia Antifingica por MALDI-TOF MS

Pesquisador: Ana Emilia de Medeiros Roberto

Area Tematica:

Vers3o: 2

CAAE: 58601318.5.0000.5208

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADCS DO PARECER

Mamero do Parecer: 1.972.057

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projein de doutorado infitulado "Candidemia na Regido Nordeste: Primeiro Estudo
Epidemiologico Molecular por MLST Associado a Rapida Detecgio de Resisténcia Antifingica por
MALDITOF MS". Serd desenveolvido por Ana Emilia de Medeiros Roberto, sob a orientagSo do Frof.
Reginaldo Gongalves de Lima Meto do Frograma de Pds Graduagido em Biclogia de Fungos. © estudo
apresenta em seu desenho a utilizagio de hemoculiuras provenientes de pacientes internados mas
Unidades de Terapia Imtensiva do Hospital das Clinicas-PE. As amosiras serio obtidas no Laboratorio de
Analises Clinicas do referido hospital para o diagndstico de candidemia. estudo epidemiclégico e a relagio
entre alteracdes espectrais e resisténcia antifingica.

DObjetivo da Pesguisa:

Ohbjetive Primario:

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdrias

As pendéncias apresentadas foram comigidas.

Recomendagtes:

Menhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estd APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a .AF'F!O"."A(;.-E;O DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apdés o envio do Relatdric
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatéric Final para envia-lo via
“Maotificagda”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final™, disponivel no
site do CEF/CCS/UFPE. Apds apreciagio desse relatorio, o CEF emitira nove Farecer Consubstanciado
definitive pelo sistema Plataforma Brasil.

Informameos, aimda, que o (a) pesguisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado. exceto guando perceber risco ou dane ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugio CHS/MS N® 466/12)

Endersgo: Av. da Engennana &n® - 1° andar, sala 4, Predio go Cento de Clenclas 4a Sanms

Balmro: Cldade Universitana CEP: s50.740-500
UF: PE Municiplo: RECIFE
Tabelone: (51j2125-E563 E-mall: cepccs@atpebr
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ANEXO B (Comprovante de Submissédo do Artigo 2)

Fwd: Confirmation of your submission to Journal of Medical Case Reports - JMCR-D-21-00269 -
[EMID:1c314af934171d75]

De: Journal of Medical Case Reports Editorial Office «<em@editorialmanager.com:>

Date: qui., 4 de mar. de 2021 as 14:14

Subject: Confirmation of your submission to Journal of Medical Case Reports - IMCR-D-21-00269 - [EMID:1c314af934171d75]
To: Reginaldo Gongalves Lima-Neto <reginaldo.limant@ufpe.br>

JMCR-D-21-00269

Candidemia in pediatric patient with microcephaly: first case report in Brazil

Ana Medeiros Roberto, Ph.D.; Cicero Pinheiro Inacio, Ph.D,; Claudia Lacerda Vidal, MD,, Ph.D.; Rejane Pereira Neves, Ph.D;; Sylvia
Lemos Hinrichsen, MD., Ph.D.; Reginaldo Gongalves Lima-Neto, Ph.D.

Journal of Medical Case Reports

Dear Prof Lima-Neto,

Thank you for submitting your manuscript,
“Candidemia in pediatric patient with microcephaly: first case report in Brazil”, to Journal of Medical Case Reports

The submission id is: JMCR-D-21-00269
Please refer to this number in any future correspondence.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript by accessing the following website:

https://www.editorialmanager.com/jmcr/
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