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Resumo

As peritonites sdo sérias e frequentes complicagdes em pacientes submetidos
a terapia de reposi¢ao renal, principalmente na dialise peritoneal ambulatorial continua
(CAPD, “continuous ambulatory peritoneal dialysis™). As infec¢des fungicas, embora
menos frequentes que as bacterianas, estdo associadas a uma maior taxa de morbidade e
mortalidade, ¢ normalmente tornam impossiveis a CAPD, devido a necessidade de
remocao do cateter. Este trabalho visou caracterizar e identificar as peritonites fungicas
com o uso de métodos morfofisioldgicos e moleculares, além de avaliar seus perfis de
sensibilidade e producdo de biofilme in vifro em pacientes submetidos a CAPD do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Foram avaliados trinta
isolados de leveduras obtidos de episddios distintos de peritonites, que foram
identificados por métodos morfofisiologicos (CHROMagar e auxanograma) e
moleculares, tais como o sequenciamento de rDNA, perfil de restricdo do gene SADH e
padrdo do intron do grupo I. Foram também realizados o perfil de sensibilidade
antiflingica para as drogas anfotericina B, fluconazol, voriconazol e caspofungina pela
técnica de microdilui¢do em caldo, seguindo o protocolo do CLSI M27-A3 e a produgdo
de biofilme utilizando-se discos de silicone em reagdo com XTT (sal de tetrazol). Dos
30 isolados de leveduras, observou-se que as espécies de Candida parapsilosis foram as
predominantes (n=10), seguida de Candida albicans (n=7), Candida tropicalis (n=6),
Candida orthopsilosis (n=5), Candida guilliermondii (n=1) e Kodamaea ohmeri (n=1).
Dentre os isolados de C. albicans, caracterizados pelo perfil de intron do grupo I,
observou-se predominio de genétipos do grupo A (n=5) e também a ocorréncia de

genoétipos do grupo B (n=2). Todos os isolados foram sensiveis ao voriconazol e



caspofungina, amostras de C.orthopsilosis (n=5), K.ohmeri (n=1), C.guilliermondii
(n=1) e C. albicans (n=1) foram sensiveis dose dependente ao fluconazol e um isolado
de C. tropicalis foi resistente a anfotericina B. Observou-se que 17 isolados
apresentaram alta producdo de biofilme, com maior prevaléncia das espécies C.
albicans (7/17), cinco isolados apresentaram média produgdo, enquanto que em sete
isolados, principalmente nas espécies C. parapsilosis (6/7), houve auséncia ou baixa
producdo de biofilme. Este estudo reforca que as peritonites fungicas na CAPD sdo
causadas por um grupo diversificado de espécies de leveduras, com uma maior
prevaléncia das espécies C. parapsilosis senso stricto. Variagdes observadas tanto na
sensibilidade a drogas antifiingicas quanto na capacidade de produgdo de biofilme
indicam que estas espécies apresentam formas diversificadas de infec¢do e interagao
com os hospedeiros humanos, contribuindo assim para uma maior complexidade e
gravidade dos quadros clinicos. A correta identifica¢do e caracterizagdo destes agentes,
além de proporcionar melhorias nos tratamentos, também podem oferecer pistas
valiosas de como evitar novas infecgdes, com impactos positivos sobre a qualidade de

vida e sobrevida destes pacientes.

Palavras-chave: peritonites, Candida spp., Didlise peritoneal ambulatorial continua
(CAPD), métodos morfofisiologicos, métodos moleculares, biofilme, sensibilidade

antifingica.



INTRODUCAO
1. Aspectos gerais e epidemioldogicos da insuficiéncia renal cronica

A insuficiéncia renal cronica (IRC) ¢ uma sindrome clinica que consiste em
lesdo renal com perda progressiva e irreversivel da funcdo renal (glomerular, tubular e
enddcrina). Nesta doenca ocorre perda da capacidade excretoria renal, proporcionando
um actimulo de uma variedade de solutos toxicos no soro ou plasma, principalmente
provenientes do metabolismo de proteinas e aminoacidos, como a uréia e a creatinina.
Para uma correta analise do diagnostico da doenga, sdo necessarios alguns marcadores
de danos renais, como: proteiniria e alteragdes na urina (hematiria), imagens
ultrassonograficas anormais e alteragdes histopatologicas vistas em biopsia (BASTOS;
KIRTSZJAN, 2011). A doenga renal cronica progride mesmo na auséncia da causa
inicial que determinou a lesdo renal. Acredita-se que com a reducgdo de certo nlimero de
néfrons, aqueles remanescentes tornam-se hiperfiltrantes, hipertrofiam-se, sofrem
alteragdes da superficie glomerular com modificagdes na permeabilidade as proteinas.
Essas alteragdes levam a producdo renal de fatores de crescimento, citocinas e
hormonios responsaveis pelos processos de proliferacdo celular, coagulagdo
intraglomerular, recrutamento e proliferacdo de células imunitarias, aumento da matriz
celular, proliferagdo colagena e fibrose. Desse modo, a continuidade da presenga de
lesdes fibroticas glomerulares e intersticiais acabaria por determinar perda progressiva
dos néfrons e da filtracdo glomerular (DRAIBE, 2002). A partir de certo nivel de
destruicao renal, ¢ inexoravel a progressao a fase terminal da insuficiéncia renal cronica,
ocorrendo, portanto, a perda da capacidade pelos rins de excrecdo de solutos toxicos, de
manuten¢do do equilibrio hidroeletrolitico e &acido-béasico do organismo, além de
alteragdes hormonais sistémicas. Devido a incapacidade de manutengdo da homeostasia

do organismo pelos rins, ocorre uma queda progressiva da filtracdo glomerular que
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retém varias substancias, principalmente os catabolitos finais dos compostos
nitrogenados (uréia e a creatinina), levando ao quadro clinico constante de uremia.
Nesta fase, o paciente passa a requerer terapias de substitui¢do renal, sendo a dialise
peritoneal ambulatorial continua, comumente referida como CAPD (“continuous
ambulatory peritoneal dialysis”), por ser assim denominado na literatura inglesa, um dos
métodos mais utilizados nestes pacientes. Este tratamento da insuficiéncia renal cronica
¢ conservador e tem por objetivo minimizar as lesdes renais, combater as consequéncias
da uremia e retardar a progressao da doenga (PERES et al., 2011).

Estima-se que em todo o mundo, 500 milhdes de pessoas sofrem de problemas
renais cronicos e 1,2 milhdo delas estdo em dialise (SESSO et al., 2002). As estatisticas
apresentadas pela Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) revelam também que uma
em cada dez pessoas no mundo ¢ acometida por doenga renal cronica. No Brasil, dois
milhdes de brasileiros sofrem de doengas renais, sendo a terceira maior populagdo em
dialise no mundo. Segundo Bevilacqua et al. (2000), ao término do ano de 1999, cerca
de 1.200.000 pacientes estavam sendo submetidos a tratamento dialitico em todo o
mundo, dos quais 140.000 (11,7%) em dialise peritoneal. Neste mesmo periodo, dados
do DATASUS (1999) indicavam a existéncia de 44.879 pacientes em didlise no Brasil
(280,5 pacientes por milhdo de habitantes). Destes, 3.505 (7,8%) encontrava-se em
CAPD. Segundo dados do censo de 2010 da SBN, o numero de pacientes estimado em
dialise foi de 92.091. Do total estimado de pacientes em tratamento dialitico, 9,4%
estavam em dialise peritoneal, destes 4,1% em CAPD. O nimero vem aumentando
gradualmente ao longo dos anos, de 44.879 pacientes em didlise, no ano de 1999 para
92.091, em 2010, indicando assim, aumentos nos numeros de pacientes e na taxa de
prevaléncia em tratamento dialitico, em relagdo aos anos anteriores. Mais da metade

destes pacientes encontram-se na regido Sudeste, o que varia entre 265 pacientes por
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millhdo da populagdo (pmp) na regido norte a 591 pmp na regido sudeste, sendo Sao
Paulo o estado com o maior nimero de pacientes em CAPD. Entretanto, mesmo com as
grandes variagdes regionais do Brasil em relagdo ao nimero de pacientes tratados, a
taxa da regido Sudeste, estd bem proxima a dos paises desenvolvidos como os da
Europa e América do Norte, evidenciando assim que esta regido tem melhores
condi¢des de tratamento e infra-estrutura quando comparadas a das outras regides

brasileiras (SESSO et al., 2011).

2. Peritonites fingicas em pacientes tratados com CAPD

A CAPD ¢ a modalidade que se destaca no programa de tratamento de dialise
peritoneal. A técnica CAPD foi iniciada no mundo no ano de 1976, e seu uso no Brasil
foi regulamentado e aprovado pelo Instituto Nacional de Assisténcia Médica e
Previdéncia Social (INAMPS) como opgdo terap€utica para a insuficiéncia renal cronica
(IRC) em fase dialitica a partir de 1983 (BEVILACQUA et al., 1995). No tratamento
por meio da CAPD, ¢ realizada uma técnica de infusdo de liquido de dialise na cavidade
abdominal do paciente, através de cateteres especiais, favorecendo assim, a depuragdo
do sangue por meio da membrana peritoneal (dialisador peritoneal), com a finalidade de
remover substdncias que necessitam ser eliminadas pelo organismo (TRAJANO;
MARQUES, 2005). E introduzido cerca de dois litros de liquido de dialise que contem
uma solugdo estéril preparada com glicose e sais minerais a qual ¢ fornecida em bolsas
plasticas flexiveis e atoxicas, e através do cateter instalado no abdome, este liquido
permanece de 6 a 8 horas, sendo suas trocas realizadas de trés a quatro vezes por dia.
Estas trocas sdo realizadas pelo proprio paciente, anteriormente treinado por um
enfermeiro (a) que € o profissional responsavel por este treinamento. Esta técnica ¢ uma

alternativa excelente para a hemodidlise, como terapéutica por um longo prazo para a
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IRC e proporciona melhor qualidade de vida a estes pacientes, pois este tipo de didlise
proporciona uma limpeza continua das toxinas do organismo o que contribui para a
diminui¢do dos sintomas da uremia (como nauseas, vomitos, dores de cabega,
inconsciéncia, entre outros), e, além disso, o tratamento pode ser realizado na propria
casa do paciente e os horarios ajustados conforme as suas necessidades (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGTIA, 2013).

Dentre as complicagdes mais sérias ¢ frequentes em pacientes submetidos a
CAPD estao as peritonites. Pacientes tratados com didlise peritoneal sdo frequentemente
expostos as infecgdes devido a comunicacdo ndo natural com o exterior através do
cateter peritoneal e a introducdo repetida de solugdes ndo biocompativeis na cavidade
peritoneal. Episodios repetitivos de peritonites podem levar a danos irreversiveis da
membrana peritoneal, ocasionando assim a suspensdo da técnica e transferéncia do
paciente para a hemodialise (RAM et al., 2008; AGUDO; MARTOS, 2009).

As infecgdes bacterianas sdo responsaveis por aproximadamente 80% dos
episodios de peritonites associados a didlise peritoneal. J4 as infecgdes por fungos sdao
menos frequentes, € ocorrem em pacientes submetidos a dialise por um longo periodo
de tempo. Embora apresentem frequéncia relativamente baixa, estdo associadas a
maiores taxas de morbidade e mortalidade (CHANG et al., 2010),e tornam impossivel o
programa de dialise peritoneal. A taxa de infeccdo por fungos varia de 4% a 10% em
todos os episddios de peritonites em criangas e de 1% a 23% em adultos, resultando em
uma média de 4% a 6% de todos os episodios de peritonites. Estas infec¢des fingicas
apresentam um pior prognostico quando comparadas as infecgdes bacterianas, podendo
levar a obstrugdo do cateter, formagao de abscesso e desenvolvimento de peritonites
(RAM et al., 2008; AGUDO; MARTOS, 2009). Os critérios para o diagnéstico das

peritonites fingicas sdo: sinais e sintomas de irritacdo peritoneal, efluente turvo, com
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contagem de leucécitos maior que 100 células por microlitro de liquido, presenca de
mais de 50% de células polimorfonucleares e cultura positiva do fluido de diélise (LO et
al., 2003; PERES et al., 2011).

Os fatores predisponentes das peritonites fungicas ndo sdo bem estabelecidos.
Segundo alguns estudos, os episddios prévios de peritonites bacterianas, principalmente
por bacilos gram-negativos e a administragdo de antibidticos de amplo espectro estdo
estritamente relacionados a apari¢do de peritonites fungicas por leveduras e representam
taxas que variam de 30% a 95% de todos os episddios descritos na literatura (AGUDO;
MARTOS, 2009). Nos casos de peritonites por fungos filamentosos ambientais, parece
que o uso de antibidticos ndo desempenha um papel tdo importante (AGUDO;
MARTOS, 2009). Os tempos prolongados do programa de didlise peritoneal ¢ de
insercao do cateter peritoneal, a idade avangada, a administracdo de imunossupressores,
tais como os corticoides, a presenga de doengas imunossupressoras € autoimunes, tais
como o lupus eritematoso sist€émico e HIV e o tempo de hospitalizacdo sdo outros
fatores predisponentes também citados na literatura (AGUDO; MARTOS, 2009).

Acredita-se que a maioria dos casos de peritonites seja adquirida por
contaminag¢do por via exogena, através do contato das maos dos profissionais da saude
com pacientes portadores de cateteres ou pela introducao de liquidos ou instrumentos
médicos contaminados. Ressalta-se também a importancia de alguns fatores de riscos
que promovem a colonizagdao dos fungos na membrana peritoneal, devido a tratamentos
prévios de peritonites com antibidticos que podem levar a alteracdo da microbiota
intestinal, promovendo a transmigracdo e colonizagdo do fungo em todo o trato
intestinal, genital e urinario com consequente invasao através da barreira da mucosa

para a cavidade peritoneal. Assim, os fungos colonizam o cateter peritoneal e ¢ entao



embebido por uma matriz na superficie que leva ao quadro de peritonites fingicas

(INDHUMATHI et al., 2009; ROWINSKA, 2009).

3. Principais grupos de fungos causadores de peritonites fliingicas na CAPD

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e nos ambientes humanos,
sendo, portanto, organismos capazes de viverem em condi¢des ambientais
extraordinarias, € também como parte da microbiota normal da pele e mucosa. Das 500
espécies mais conhecidas e/ou comumente associadas ao homem, somente 25 ou 30
eram consideradas patogénicas e/ou oportunistas ha alguns anos atrds, mas
recentemente estes numeros tém crescido consideravelmente. Dentre os principais
grupos de fungos causadores de peritonites, encontram-se fungos filamentosos,
leveduriformes e dimorficos endémicos. Os fungos filamentosos sdo fungos
constituidos de estruturas tubulares, denominadas hifas, normalmente com crescimento
apical, ramificado e agrupado, formando uma estrutura emaranhada denominada
micélio. Sao exemplos de fungos filamentosos, tanto espécies pertencentes ao grupo dos
zigomicetos (Rhizopus sp., Mucor sp., Absidia sp.,etc), cujas hifas sdo cenociticas (ndo-
septadas), quanto os dos grupos ascomicetos (Aspergillus sp., Fusarium sp., etc), cujas
hifas, quando presentes, sdo septadas. Ja as leveduras sdo fungos predominantemente
unicelulares que apresentam forma de divisdo celular diferenciada, isto €, elas se
dividem por brotamento simples, brotamento-fissdo ou ainda por divisdo bindria. As
leveduras sao filogeneticamente heterogéneas e pertencem ao grupo dos ascomicetos
(Candida sp.) e basiodiomicetos (Cryptococcus sp., Geotrichum sp.). Os fungos
dimérficos endémicos sdo fungos que existem no ambiente, ¢ dependendo da
temperatura em que sdo expostos, podem apresentar-se na forma filamentosa ou

leveduriforme. Sao considerados “patdgenos primarios”, pois podem causar doencas em
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pacientes considerados imunocompetentes. Compreendem Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides sp., Histoplasma sp.e Paracoccidioides sp. (LACAZ et al., 2002;
SIDRIM; ROCHA, 2004; BAGAGLI; MARQUES, 2010). Outros géneros de fungos
importantes nestes pacientes, porém menos abordados e que merecem também ser
compreendidos sdo as leveduras do grupo dos basidiomicetos, como Malassezia e
Trichosporon. Espécies de Malassezia sdo leveduras que fazem parte da microbiota da
pele humana, com prevaléncia nas areas seborréicas do corpo, sendo, portanto,
consideradas leveduras lipofilicas e/ou lipodependentes; e espécies de Trichosporon
também fazem parte da microbiota normal da pele, e muitas vezes vivem aderidas aos
pélos humanos, podendo também causar infecgdes nestes pacientes (SIDRIM; ROCHA,
2004).

Dentre os fungos, as espécies de Candida destacam-se como as principais
causadoras de peritonites fungicas (PF), principalmente em individuos com a imunidade
comprometida, incluindo aidéticos, pacientes com cancer submetidos a quimioterapia,
transplantados em terapia imunossupressora € pacientes com diabetes avangada, sendo
responsaveis por aproximadamente 60% a 90% dos casos (RICHARDSON, 2005;
APERIS et al., 2006). Embora Candida albicans seja considerada a espécie mais
comum na maioria das infec¢des oportunistas, nos ultimos anos, Candida parapsilosis
vem sendo implicada em igual ou maior propor¢do, € a sua presenca tem sido
considerada um fator de pior progndstico, necessitando de um tratamento mais
agressivo. C. parapsilosis € um colonizador habitual da pele humana com capacidade de
aderéncia a materiais sintéticos. Numerosos trabalhos reportam que C. parapsilosis ¢ a
espécie predominante quando associada a doengas em pacientes que recebem CAPD
(TROFA et al., 2008). Um estudo de aproximadamente trés anos, em Jerusalém,

demonstrou que C. parapsilosis foi responsavel por 43,8% de todas as peritonites
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fingicas (YINNON et al.,, 1999). O mesmo estudo mostrou maior prevaléncia de
infecgdes por C. parapsilosis em pacientes pediatricos que realizavam CAPD (66,6%)
quando comparadas a pacientes adultos em CAPD (12,5%) (YINNON et al., 1999).
Outro estudo realizado em Taiwan, em 2004, mostrou que C. parapsilosis foi o
patégeno mais comum causador de peritonite fingica (29%), enquanto que C. albicans
foi o segundo com 14% (CHEN et al., 2004). Diversos estudos tém demonstrado que a
frequéncia de espécies de Candida nao-albicans ¢é dependente da populacido de
pacientes estudada, da terap€utica utilizada, do uso de antibidticos ou de outras medidas
adotadas (PFALLER et al., 1995; ABI-SAID et al., 1997; NUCCI; COLOMBO, 2007;
PFALLER et al., 2007). Em um estudo realizado em Istambul, num periodo de 10 anos
(de 2000 a 2010), foram citados 15 casos de peritonites fingicas na literatura, sendo a
maioria causada por espécies nado- albicans (oito dos quinze casos), seguida de seis
casos por C. albicans e um por A. fumigatus (KASANCIOGLU et al., 2010).As taxas de
incidéncia de outras espécies de Candida nao sdo bem estabelecidas, pois estas espécies
nao sao identificadas em muitos casos, sendo somente denominadas como Candida spp.
Nas ultimas décadas, o nimero de espécies ndo-albicans tem aumentado e seu
envolvimento tem sido associado a um aumento da mortalidade, sendo muitas delas,
resistentes aos antifingicos usuais utilizados nos tratamentos (RAM et al., 2008).

Outras espécies fungicas, leveduriformes ou com formas intermediarias
(leveduras com hifas e/ou pseudo-hifas) pertencentes a diferentes grupos taxondmicos,
sao também mencionadas como causadoras de PF em pacientes submetidos a CAPD,
porém em menor quantidade. Criptococcus neoformans e C. laurenti foram relatadas
em casos de infeccdo peritoneal nesses pacientes (YINNON et al., 1993; MANSOOR;
ORNT, 1994). Espécies do género Trichosporon também ja foram reconhecidas como

causadoras de peritonite em crianga em CAPD, no Brasil (LOPES et al., 1995).
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Também foram encontrados casos de infeccdo peritoneal por Pichia ohmeri e
Geotrichum sp. (AGUDO; MARTOS, 2009). Um caso de peritonite na CAPD por
Malassezia furfur foi relatado por Johnson (2007), em um homem de 57 anos em
estagio final de doenga renal cronica.

Alguns fungos dimorficos, como por exemplo, H. capsulatum e C. immitis,
também sdo descritos ocasionalmente em peritonites em pacientes submetidos 8 CAPD
(AMPEL et al., 1988; LINTON et al., 1993; LOPES et al., 1994,AGUDO; MARTOS,
2009). Em um estudo realizado por Jain; Revankar (2011), envolvendo um homem de
75 anos de idade, com doenga renal em estagio terminal submetido &8 CAPD, observou-
se a presenca do fungo H. capsulatum. Em outro estudo realizado por Linet al. (1991),
em Hong Kong, também foi relatado um caso de H. capsulatum em um paciente do
sexo masculino de 46 anos de idade em CAPD. Ampel et al. (1988) relataram trés casos
de peritonites por C. immitis em pacientes submetidos a CAPD que apareceram nas
formas localizada e extrapulmonar. Os pacientes receberam antibioticoterapia prévia
que foi um dos fatores predisponentes a infec¢ao. Estes dados indicam a importancia em
se fazer uma correta vigilancia sobre a possivel infeccdo por estes agentes nas areas
endémicas destes patogenos, considerando que Coccidioides sp. normalmente ocorre em
regides de clima arido, como o Nordeste do Brasil, e regides desérticas como o sudeste
dos EUA e norte do México, e H. capsulatum com sua distribui¢do relativamente mais
ampla, encontra-se principalmente na América do Sul, e regides sul do Canad4 e éareas
centrais da Argentina.

Outros fungos filamentosos ambientais também tém sido descritos nas
peritonites, embora em menor porcentagem quando comparados aos demais, € a sua
participacdo aparenta estar crescendo. Supde-se que ocorram em até 40% dos casos, e

apresentam maior gravidade, por serem altamente resistentes aos antiflingicos usuais
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utilizados nos tratamentos (INDHUMATHI et al., 2009). Foi relatado um caso de
Aspergillus nidulans em um paciente do sexo feminino, de 25 anos de idade, submetida
a CAPD (ULUSOQY et al,, 2011). Outro caso de peritonite por Fusarium sp. foi relatado
em uma crian¢a do sexo masculino com 2 anos de idade submetida a CAPD, apds
episodio prévio de peritonite bacteriana (FLYNN et al., 1996). Um caso de peritonite
por Mucor sp. em uma mulher de 57 anos foi citado por Sedlaceket al. (2008). Quanto
aos fatores que facilitaram a invasdo do Mucor sp., encontram-se o estado de
imunossupressdao causado pela doenca renal e o uso de cateter peritoneal na CAPD,

além de outros fatores como a diabetes e cetoacidose (ambas causadas pela uremia).

4. Producao de Biofilme

Biofilme tem sido considerado um dos principais fatores de viruléncia que
auxiliam no processo de infecc¢ao, contribuindo com a multiplicagdo e sobrevivéncia do
fungo no novo microambiente. Dentre eles, vale o destaque para o biofilme que se
forma principalmente nas superficies de cateteres e outros dispositivos meédicos que
muitas vezes sao encontrados em pacientes submetidos 8 CAPD (INDHUMATHI et al.,
2009).

Biofilmes sdo comunidades de micro-organismos que crescem associados a
superficies ou aderem a elas produzindo uma matriz extracelular (ECM) que ¢
predominantemente formada por polissacarideos, contendo residuos de glicose e
manose que lhes confere protecio (CHANDRA et al., 2001; RAMAGE et al., 2012).
Podem ser encontrados aderidos a superficies biologicas, tais como a via oral, mucosa e
implantes médicos como, por exemplo, os cateteres, os quais atuam como fontes de
infec¢cdes permanentes. Recentemente, tem sido mostrado que micro-organismos

produtores de biofilme tém uma grande associacdo com mortalidade quando
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comparados as células fungicas planctonicas, pois muitas vezes, para a erradicagdo
destas infecc¢des, sdo necessarios um longo periodo de terapia antifiingica e remocao
fisica do cateter. Uma grande variedade de fatores ambientais contribui com a adesdo a
estas superficies, como o fluxo do meio circundante (urina, sangue, saliva € muco), pH,
temperatura, osmolaridade, presenca de agentes microbianos e antimicrobianos
(RAMAGE et al., 2012).

Micro-organismos em condi¢gdes de biofilme normalmente sdo mais resistentes
aos diversos fatores ambientais, ao estresse fisico e quimico e ainda podem apresentar
cooperagdo metabdlica. Os biofilmes também servem como reservatdrios de fontes
persistentes de infec¢cdes em pacientes e tém efeito na satide de um niimero aumentado
de individuos imunocomprometidos. Nos ultimos anos, tem sido observado um
importante papel dos biofilmes de fungos em doengas humanas, e na patogénese de
infeccdes cronicas associadas a implantes, principalmente por apresentarem um
aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos (RAMAGE et al., 2012).

Espécies de Candida, em geral, sdo capazes de aderir a superficies bidticas e
abiodticas, podendo levar a formagdo de biofilme, que se comporta como potente fator de
viruléncia nesses micro-organismos (CALDERONE; BRAUN, 1991, REX, 1996).
Biofilmes de Candida podem se formar em superficies inertes de dispositivos
implantados como cateteres, proteses de valvulas cardiacas, substituicoes de
articulagdes, entre outros materiais médicos (BRANCHINI et al., 1994; HAWSER;
DOUGLAS, 1994; TUNNET et al., 1996; KUMAR; ANAND, 1998; DONLAN, 2001,
FUX et al., 2005). Os biofilmes apresentam maior resisténcia aos antifungicos do que
células planctonicas (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002; RAMAGE et al., 2002;
SANGLARD; ODDS, 2002), e desde entdo, nenhuma terapia pode erradicar

completamente o biofilme de Candida. A colonizagao dos dispositivos médicos por esse
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micro-organismo resulta frequentemente em sua perda funcional e na maioria dos casos
€ necessaria a remoc¢ao e/ou a substitui¢do do dispositivo médico (EERENSTEIN et al.,
1999).

Entre as espécies fungicas relacionadas a formacao de biofilme, C. albicans ¢ a
espécie até entdo mais estudada e estd relacionada a uma maior producao de biofilme. A
formagao de biofilme de C. albicans vem sendo descrita como um processo gradual que
se inicia com a aderéncia a um substrato, seja ao proprio tecido do hospedeiro ou ao
dispositivo médico, resultando na formagdo de uma confluente camada basal de células
que se dividem e produzem pseudo-hifas, como projegdes tubulares direcionadas para a
regido superior do biofilme (SOLL, 2008). Estas células durante o desenvolvimento do
biofilme produzem uma matriz extracelular estdvel de substancias poliméricas. O
estagio final do desenvolvimento do biofilme ¢ a maturacdo, quando ocorre menor
crescimento das leveduras e elevado crescimento das pseudo-hifas. Nesta fase, ocorre o
envolvimento do biofilme pela matriz extracelular (CHANDRA et al., 2001; SOLL,
2008).A estimulagdo da produg¢do da matriz extracelular em C. albicans durante o
desenvolvimento do biofilme ainda ¢ de causa desconhecida, o que se sabe, no entanto,
¢ que a composicao da matriz inclui: carboidratos, proteinas, fosforo, glicose e
hexosaminas, mas a maior parte desse contetido ainda ndo foi identificada (BAILLE;
DOUGLAS, 1998; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

Outras espécies de Candida nao-albicans associadas com a formagdo do
biofilme e infecgdes sanguineas relacionadas a cateteres incluem C. parapsilosis, C.
glabrata, C. dubliniensis, C. krusei e C. tropicalis. Diversos estudos vém confirmando
que a producdo de biofilme por espécies nao-albicans ¢ bastante frequente (SHIN,
2002). Em C.parapsilosis, a producao de biofilme constitui-se em um importante fator

de viruléncia. C.parapsilosis ¢ bem conhecida como causadora de fungemia e
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candidiase invasiva associada & hiperalimentagdo parenteral, dispositivos
intravasculares e solugdes oftalmicas contaminadas (SOLOMON et al., 1984). Varios
fatores dao a C. parapsilosis uma vantagem seletiva, incluindo a capacidade de
proliferar-se em altas concentragdes de glicose e de aderéncia a materiais protéticos
(DOUGLAS, 2003).

Também se observam diferengas na habilidade em se formar biofilme ¢ na sua
patogenicidade, pois isolados de C. parapsilosis, C. pseudotropicalis e C. glabrata
formam menores quantidades de biofilme quando comparadas a espécies patogénicas de
C. albicans. Recentemente alguns estudos tém reportado que os isolados de C. albicans
produzem mais biofilme “in vitro” do que isolados de Candida ndo-albicans (KUHN et
al., 2002; DOUGLAS, 2003). Por outro lado, espécies de Candida ndo-albicans,
particularmente, C. parapsilosis € C. tropicalis formam biofilme quando crescem em
meio contendo alta concentragdo de glicose (8%) (SHIN, 2002).

Outras leveduras e fungos filamentosos também tém sido descritos na literatura
por produzirem biofilme, porém em menor quantidade, como Coccidioides sp.,
Aspergillus sp., Zygomicetes sp., Malassezia sp., Trichosporon sp. € Cryptococcus sp.

(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; RAMAGE et al., 2012).

5. Perfis de sensibilidade as drogas antifingicas

O tratamento das peritonites fingicas ndo estd claramente bem definido devido
ao pequeno numero de pacientes tratados, as poucas experiéncias com o uso dos
diferentes antifungicos e quanto as vias de administragdo, dose e duracao do tratamento.
A Sociedade Internacional de Dialise Peritoneal, a Sociedade Espanhola de Nefrologia e
o protocolo da Sociedade Internacional de Didlise Peritoneal (guideliness of the

International Society for Peritoneal Dialysis — ISPD) recomendam a remog¢ao do cateter
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associado ao uso de drogas antifingicas administradas por via peritoneal, oral ou
intravenosa como fatores necessarios para a erradicagdo da infec¢do. Alguns autores
indicam a remogdo do cateter nas primeiras 24 horas ap6s a administragdo de um
tratamento antifungico, devido a capacidade dos fungos formarem biofilmes na
superficie de cateteres, o que leva a reducdo da penetracdo de farmacos (KEANE et al.,
2000; ROSA et al, 2007; RAM et al, 2008; AGUDO; MARTOS, 2009;
INDHUMATHI et al., 2009; MILES et al., 2009).

Os antifingicos utilizados no tratamento das peritonites fingicas foram
limitados até o aparecimento de farmacos como os derivados poliénicos, os triazois de
amplo espectro e as equinocandinas que apresentam maior seguranga ¢ melhor perfil
farmacocinético (AGUDO; MARTOS, 2009). Dentre estes, vale o destaque para
aanfotericina B, fluconazol, voriconazol e caspofungina. O tratamento antimicrobiano
inicial das peritonites fungicas, recomendado pela Sociedade Internacional de Didlise
Peritoneal (ISPD) (TAO LI et al., 2010), ¢ a combinagao de anfotericina B e flucitosina,
até que os resultados da cultura e concentragdo inibitéria minima estejam disponiveis,
sendo imperativa a remog¢do imediata do cateter peritoneal apdés o diagnostico da
infeccdo ser feito por microscopia ou cultura. Deste modo a adequada identificagcdo das
espécies de fungos causadoras de peritonites e seu perfil de sensibilidade aos
antifingicos sdo cruciais para o adequado manuseio clinico dessas infec¢des e o
estabelecimento de protocolos adequados para terapia inicial.

A anfotericina B possui mecanismo de acdo primadrio, através da ligacdo ao
ergosterol da membrana presente na célula fungica, resultando assim, na formacao de
poros na membrana, o que leva a perda de nutrientes, como o potassio, resultando
assim, na morte da célula fungica (BATISTA et al., 1999; RESENDE 2002; PINTO,

2003). A anfotericina B foi a primeira droga antifungica sist€émica comercialmente
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disponivel e permanece até os dias de hoje, como a droga de escolha na maioria dos
casos de infecgdes fungicas sist€émicas. Apresenta um largo espectro de acdo, sendo
efetiva em pacientes com aspergiloses, candidoses, blastomicoses, coccidioidomicoses,
cryptococoses, fusarioses, histoplasmoses, paracoccidioidomicoses e certas formas de
mucormicoses. A resisténcia foi detectada apenas “in vitro” contra um pequeno nimero
de espécies de leveduras e fungos filamentosos. No entanto, apresenta varios efeitos
adversos, dentre eles vale destacar a sua alta nefrotoxicidade, sendo muitas vezes,
necessarios ajustes em suas dosagens quando administradas nestes pacientes com
disfung¢ao renal. Na tentativa de diminuir seus efeitos adversos, foi langada no mercado,
na década de 1990, uma droga antifingica alternativa, a anfotericina B lipossomal para
o tratamento destas infec¢des sistémicas devido a sua maior tolerabilidade.
Comercialmente, sdo utilizadas duas preparagdoes lipossomais (Fungisome e
Ambisome). A anfotericina B lipossomal ¢ menos nefrotoxica que a anfotericina B
convencional, sendo a droga de escolha nestes pacientes, porém ¢ de alto custo o que
impossibilita 0 seu uso em muitos paises (BATISTA et al., 1999; RESENDE 2002;
SIDRIM; ROCHA, 2004; GANDHY et al., 2005; AGUDO; MARTOS, 2009).

Os derivados azo6licos (fluconazol e voriconazol) sdo compostos sintéticos que
emergiram como uma alternativa ao uso da anfotericina B, uma vez que apresentam
uma menor nefrotoxicidade, além de exibirem amplo espectro de acdo e melhores
propriedades farmacodinamicas. Quanto ao seu mecanismo de acdo, interferem na
sintese do ergosterol, inibindo a enzima 14-a-demetilase (14-DM), uma enzima da
citocromo P-450, importante na biossintese do ergosterol, impedindo, portanto, a
demetilacdo do precursor lanosterol em ergosterol. Esta propriedade dos azois altera a
funcdo da membrana celular, aumentando a sua permeabilidade, facilitando assim, a sua

penetracao na célula fungica. O fluconazol tem sido considerado por muitos anos, o
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tratamento de escolha devido a sua excelente penetragdo e biodisponibilidade, sendo
usado principalmente contra espécies de Cryptococcus, Coccidioides e alguns tipos de
candidemias. J4 o voriconazol ¢ um triazélico de segunda geragdo e ¢ considerado como
uma nova terapia antifingica que pode até mesmo ajudar na manutencdo do cateter
peritoneal. Apresenta atividade contra véarias espécies de Candida, C. neoformans,
espécies de Aspergillus, Fusarium, Blastomyces, C. immitis, H.capsulatum, porém ¢
inefetivo contra zigomicetos (BATISTA et al., 1999; RESENDE, 2002; PINTO, 2003;
SIDRIM; ROCHA, 2004; GHANDY et al., 2005; AGUDO; MARTOS, 2009).

Os nucleosideos andlogos, como a flucitosina (5-FC), inibem o metabolismo das
pirimidinas, interferindo com a sintese proteica e o RNA das células (ANDRIOLE,
2000). E utilizada, muitas vezes, em combina¢do com a anfotericina B ¢ fluconazol
sendo empregada em inumeras infec¢des fungicas invasivas contra Cryptococcus sp.e
Candida sp. Também podem ser utilizados em associagdo com o fluconazol em certos
episodios de peritonites. Esta terapia pode melhorar o prognostico e reduzir a
mortalidade nestes pacientes (SIDRIM; ROCHA, 2004; GHANDY et al., 2005,
AGUDO; MARTOS, 2009).

Com os avangos na terapia antifingica e na tentativa de diminuir seus efeitos
adversos, novas drogas foram colocadas no mercado, a partir de 2001, como as
equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina). As equinocandinas
representam uma nova classe de antifingicos, que mostram um mecanismo inovador,
pois s30 0s Unicos que atuam na inibicao irreversivel da sintese de (1,3)-beta-D-glucano,
que ¢ um polissacarideo essencial da parede de fungos patogénicos. Sao efetivas contra
a maioria dos fungos patogénicos, principalmente nas espécies de Candida, mas nao
apresentam efeitos sobre C.neoformans, Fusarium sp. e zigomicetos. Sao também

capazes de atuar sobre o biofilme o que inclui a sua indicagao terapéutica no tratamento
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de infecgdes associadas a cateteres. Dentre elas, a caspofungina ¢ a droga mais utilizada,
mas a anidulafungina ¢ de duas a quatro vezes mais ativa “in vitro” (SIDRIM; ROCHA,
2004; GHANDY et al., 2005; AGUDO; MARTOS, 2009; MURRAY et al., 2010).

E importante salientar que os perfis de sensibilidade das drogas antifingicas
variam entre as espécies, por exemplo, enquanto C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis apresentam sensibilidade a maioria dos antifingicos, as espécies C. krusei e
C. glabrata apresentam resisténcia natural e/ou induzida a véarios derivados azolicos.
Ainda, algumas equinocandinas, como a caspofungina, que sdo drogas recentes e
eficientes para varias espécies do género Candida apresentam sensibilidade diminuida
para C. parapsilosis e espécies de Aspergillus, a0 mesmo tempo em que ndo apresentam
efeitos sobre as espécies de Criptococcus, Fusarium e zigomicetos (MURRAY et al.,
2010). Assim, muitos autores sugerem que a infeccdo peritoneal por espécies de
Candida nao-albicans, como as C.parapsilosis, apresentam um pior prognostico quando
comparada as espécies de C.albicans (WANG et al., 2000; CHEN et al., 2006).

Muitos autores acreditam que o uso de novas solucdes de didlise com
bicarbonato ou com baixas concentragdes de lactato e glicose podem fornecer uma boa
resposta as infecgdes fungicas, embora haja poucos estudos realizados (SELGAS et al.,
2003). Também tem sido reportada em pacientes com episddios repetitivos de
peritonites e uso prolongado de antibioticoterapia prévia a reducdo de episddios de
peritonites fingicas utilizando-se fluconazol oral e nistatina como profilaxias (AGUDO;

MARTOS, 2009).
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6. Identificacio e tipagem molecular das espécies fungicas causadoras de
peritonites

Embora as diversas espécies tendam a apresentar diferentes perfis
epidemioldgicos, clinicos e de susceptibilidade a drogas, a correta identificacdo destes
agentes tem se tornado um grande desafio na pratica laboratorial, principalmente
quando baseado apenas nas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas destas espécies.
A identificagdo de patégenos fungicos por métodos convencionais (fenotipicos), além
do uso de sistemas comerciais denominados VITEK e API32C, esta se tornando cada
vez mais dificil e inconclusiva, especialmente para as espécies fungicas raras (CHEN et
al., 2000, LEAW et al, 2006). Isto se da, principalmente, pelas condigdes de
crescimento das culturas que levam dias ou semanas, além de uma dificil interpretacdo
de suas estruturas morfologicas e seus perfis de assimilagdo e fermentacdo de
carboidratos.

Com o advento da biologia molecular, surgiram novas possibilidades de
deteccao e identificagdo desses patogenos, sem que haja a necessidade de isolamento e
cultivo do mesmo, utilizando para isso técnicas de reagdo de polimerase em cadeia,
PCR, (SAIKI et al., 1985). As técnicas moleculares sdo consideradas mais sensiveis e
especificas do que os métodos tradicionais, que na maioria das vezes necessitam de
iniimeros meios de cultura para o isolamento e cultivo do patogeno. Na PCR, um
fragmento de DNA especifico do micro-organismo ¢ amplificado, utilizando um par de
primers (sequéncias iniciadoras que se anelam a fita molde de DNA a ser amplificada)
desenhado a partir da sequéncia de genes especificos do patégeno. Variagdes da PCR de
forma a aumentar a sua especificidade e sensibilidade tém sido empregadas, como o
Nested PCR, no qual sao usados dois pares de primers, em dois ciclos de reagao.

Algumas regides génicas em particular, como as de rDNA, demonstram ser de grande
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utilidade para os protocolos de identifica¢do rapida pela reagdo da PCR, devido ao fato
de apresentarem, concomitantemente, regides conservadas, isto €, ndo-varidveis
presentes em todos os fungos e regides variaveis (Unica para cada espécie ou grupo de
espécies proximas) (BAGAGLI; MARQUES, 2010). Para a discriminagdo entre as
espécies foram realizados hibridizagdo com o uso de sondas marcadas (“probes”) a qual
tem sido desenvolvida em muitas espécies fungicas patogénicas, pertencentes aos
géneros Aspergillus, Blastomices, Candida, Coccidioidis, Cryptococus, Histoplasma,
entre outros (HAYNES et al., 1995; SANDHU et al., 1995).

Nos ultimos anos, com o grande aprimoramento ¢ disseminagdo dos processos
de sequenciamento de DNA e de bioinforméatica, uma nova fase foi atingida em relagao
aos métodos de identificagdo dos organismos. Informag¢des de sequéncias génicas e de
genomas completos vém sendo gerados em crescimento exponencial e depositados nos
respectivos bancos de dados (GenBank, EMBL-EBI, BroadlInstitute, Sanger Institute e
outros). Espécies podem ser discriminadas com base nas suas sequéncias de
nucleotideos, e, as ferramentas de bioinformatica, para a realizacdo das andlises
comparativas, evoluiram para um grande poder de andlise, associadas também a relativa
simplicidade para 0 usudrio, como exemplo 0 BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).

Diversos trabalhos relativamente recentes ja vém empregando este tipo de
abordagem na identificagdo de leveduras do género Candida. Chen et al. (2000)
avaliaram o padrdo de polimorfismo da regido de ITS2 de rDNA em isolados clinicos
de leveduras, utilizando-se de um sistema de eletroforese capilar automatizado, que
detecta pequenas variacoes nos tamanhos dos fragmentos, sem o uso de
sequenciamento, no qual encontraram excelente concordancia (99%) entre os métodos

fenotipicos e moleculares, e ainda a detec¢do de novas espécies ou espécies nao usuais
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do género Candida e Rhodotorula. Este mesmo grupo também avaliou o padrio de
polimorfismo da regido de ITS1 de rDNA em outros materiais, com 40 espécies
diferentes, no qual obtiveram resultados semelhantes ao de ITS2, e paralelamente
realizaram o sequenciamento de ITS1, o que possibilitou diferenciar as espécies
avaliadas (CHEN et al., 2001). Leaw et al. (2006) avaliaram ambas as regides (ITS1 e
ITS2), pela amplificacdo e sequenciamento, em 375 cepas de leveduras, de 86 espécies
diferentes, sendo 299 cepas de referéncia e 74 de isolados clinicos. Nos casos em que as
duas regides acima proporcionavam dados conflitantes, regido denominada D1/D2,
localizada no rDNA 26S, foi também sequenciada. O sequenciamento desta regido
permitiu identificar todos os isolados, a identidade molecular correlacionou bem com os
dados bioquimicos dos isolados e ainda se puderam identificar algumas novas espécies
altamente patogénicas. A taxa de identificagcdo correta pela anélise da sequéncia de ITS1
e ITS2 foi de 96,8% e 99,7%, respectivamente. Resultados semelhantes também foram
obtidos por Ciardo et al. (2006), que compararam o método de identificagdo molecular
por sequenciamento de ITS com os métodos fenotipicos baseados no sistema API
ID32C(BioM¢érieux) e crescimento em CHROMagar e meio de arroz. Dos 113 isolados
avaliados, 98% puderam ser corretamente identificados até nivel de espécie pelo método
molecular, enquanto o sistema ID32C proporcionou a identificacdo de apenas 87% até
nivel de espécie e/ou apenas género. A andlise das regides de ITS1/ITS2, juntamente
com a do gene 5.8S rDNA, em C. parapsilosis também serviu para indicar a ocorréncia
de trés grupos genéticos distintos (grupos I, II e III) desta levedura (LIN et al., 1995),
que, posteriormente, com o uso da analise de multilocus sequence typing (MLST),
fornecida pela biologia molecular para uma correta identificacdo de espécies cripticas
(espécies morfologicamente idénticas, geneticamente distintas), através da amplificagao

do gene SADH seguido do tratamento enzimatico com a enzima de restri¢do,
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denominada Banl, confirmou serem de fato trés espécies cripticas distintas, com novas
denominagdes para os individuos do grupo II e III, sendo C. orthopsilois e C.
metapsilosis, respectivamente (TAVANTI et al., 2007). A regido hiper variavel (D1/D2)
de 26S rDNA também mostrou ser particularmente util na identificacdo destas
leveduras, como demonstrado em estudo realizado por Linton (1993).

Paralelamente aos métodos de identificagdo molecular, métodos de tipagem
molecular para a diferenciagdo e deteccdo dos gendtipos vém evoluindo muito em
leveduras e micro-organismos em geral. Técnicas como do caridtipo obtido por
eletroforese com alternancia do campo elétrico (“Pulse-field”), da andlise de
polimorfismo de DNA gerado pela amplificacdo de fragmentos com uso de primers
arbitrarios (RAPD), dentre outras, estdo sendo frequentemente empregadas na tipagem
destes micro-organismos, € varios genes e/ou regides genomicas podem ser empregados
nestes estudos. Algumas regides génicas em particular como os introns do grupo I,
presente em genomas de organelas celulares (como a mitocondria) e em alguns genes do
nucleo (como o rRNA), vém sendo particularmente estudadas devido seus aspectos
evolutivos peculiares e também aplicados. Estes elementos genéticos apresentam
caracteristicas especiais: eles proprios realizam sua remog¢ao do pré-mRNA e ligam os
exons, fendomeno denominado self-splicing, e também podem apresentar a capacidade
de transposicdo, ou seja, de elementos méveis. Enquanto os introns do grupo I fazem
sua transposicao pelo processo denominado homing, que se inicia com o corte do DNA
de um sitio alvo representado pelo alelo sem a presenca do intron, por uma
endonuclease codificada pelo proprio intron (GILBERT, 1985; CECH, 1990; HARRIS;
ROGGERS, 2008), outros, como os introns do grupo II o fazem por um processo mais
complexo denominado retrohoming (quando no mesmo alelo) ou retrotransposi¢ao

(outro alelo), com envolvimento de cDNA e acdo de uma transcriptase reversa e outras
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enzimas codificadas por ORFs presentes no dominio IV do intron II (BONEN; VOGEL,
2001). Os introns do grupo I sdo comumente encontrados nas leveduras do género
Candida spp. sendo o mais estudado o intron Ca. LSU, o qual contém 379 bases e
estrutura secundaria que permite a ocorréncia do self-splicing (MERCURE et al., 1997).
A presenca e o padrao de tamanho deste intron nas espécies de leveduras podem auxiliar
na identificagdo e genotipagem desses isolados (MCCULLOUGH et al.,, 1999;
TAMURA et al., 2001; ZHANG; LAIBWITZ, 2001; XIAO et al., 2005). Tamura et al.
(2001) caracterizou um novo genotipo de C. albicans e novos isolados de C.
dubliniensis, em 301 isolados previamente identificados fenotipicamente como C.
albicans, e também discutiu em seu estudo a possivel origem dos introns do grupo I em
C. albicans e sua associacdo com a susceptibilidade antifungica (isolados com
fragmentos maiores de intron do grupo I seriam supostamente mais susceptiveis aos
antifingicos). Tendo em vista que o fragmento de DNA representado pelo intron do
grupo I obrigatoriamente necessita ser excisado do RNA transcrito para que o gene onde
0 mesmo esteja inserido ndo seja inativado, novas terapias para inibicao do splicing
desses introns estdo sendo estudadas na tentativa de desenvolver tratamentos clinicos
para as infec¢des fungicas pela simples inibi¢do da producdo do rRNA nestes micro-
organismos (HARRIS; ROGERS, 2008). O intron do grupo I presente em C. albicans
(Ca.LSU) vem sendo apontado por muitos pesquisadores como um novo alvo para
desenvolvimento de novas drogas para combater a infec¢ao por esse micro-organismo,
uma vez que esses introns ndo estdo presentes em células de mamiferos (JAYAGURU;
RAGHUNATHAN, 2007). Diversos agentes estao sendo estudados, com sucesso, para
inibir ou alterar o funcionamento adequado desse intron, como por exemplo, a

bleomicina e a pentamidina, 5-flurouracila e 5-fluorocitosina (MERCURE et al., 1993;
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MILETTI; LEIBWITZ, 2000; ZHANG et al., 2002; JAYAGURU; RAGHUNATHAN,

2007) e também pequenos oligos (DISNEY et al., 2004).

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar as espécies fingicas
causadoras de peritonites, com o uso de técnicas classicas e moleculares em pacientes
submetidos a CAPD do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.
Também visou avaliar a producdo de biofilme e o perfil de sensibilidade aos
antifingicos nestes isolados. De acordo com nosso conhecimento este ¢ o primeiro

estudo latino-americano com esses objetivos.

7.2. Objetivos Especificos

1. Identificar por métodos classicos (morfofisioldégicos) e moleculares, por
sequenciamento de regides de rDNA, os fungos isolados de pacientes com
peritonites fingicas.

2. Diferenciar as espécies cripticas de Candida do grupo “psilosis”, C.
parapsilosis, C.orthopsilosis e C. metapsilosis, pela amplificacao e restricdo do
gene SADH com o uso da enzima de restricdo denominada Banl.

3. Diferenciar os gendtipos A, B e C de C. albicans e D de C. dubliniensis pela
detecgdo e caracterizagdo dos introns do grupo I.

4. Avaliar o perfil de susceptibilidade antifiingica frente as drogas: anfotericina
B, fluconazol, voriconazol e caspofungina.

5. Avaliar a produgdo de biofilme “in vitro "nestes isolados.
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Abstract

Background: Peritonitis is a serious and frequent complication among patients
undergoing renal replacement therapy by peritoneal dialysis (PD). Fungal infections,
although less frequent than bacterial ones, are associated with increased morbidity and
mortality, and frequently cause the interruption of CAPD due to the necessity of
catheter removal. This paper characterizes the fungal species that have caused
peritonitis in patients undergoing PD in the University Hospital of Botucatu Medical

School, Sao Paulo, Brazil.
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Results: The isolates were obtained from different episodes of peritonitis,
identified and typed by morpho-physiological and molecular methods including rDNA
sequencing, SADH gene restriction profile and group I intron ribozyme Ca.LSU pattern.
Antifungal susceptibilities for the drugs amphotericin B, fluconazole, voriconazole and
caspofungin were determined by the CLSI microdilution technique, whereas the biofilm
production on a silicone elastomer disk was quantified by tetrazolium. Among a total 30
yeast isolates, Candida parapsilosis was the leading species (n=10), followed by
Candida albicans (7), Candida tropicalis (6), Candida orthopsilosis (5), Candida
guilliermondii (1) and Kodamaea ohmeri (1). All the isolates were sensitive to
voriconazole and caspofungin; samples of C.orthopsilosis (5), K.ohmeri (1),
C.guilliermondii (1) and C. albicans (1) were susceptible in a dose-dependent manner to
fluconazole, while isolates of C. tropicalis were resistant to amphotericin B. It was
observed that 17 isolates present high biofilm production, with the most prevalence in
the species C. albicans (7/17); five isolates showed medium production, whereas in
seven isolates, mainly in C. parapsilosis species (6/7), the biofilm production was low
or absent.

Conclusions: This study reinforces that fungal peritonitis in PD is caused by a
diverse group of yeast species, among which the Candida parapsilosis sensu strictu
species were clearly prevalent. The members of this species set vary not only in
sensitivity to antifungal drugs but also in the level of biofilm production. Consequently,
these species present distinct manners of infection and interaction with human hosts,
thus contributing to the complexity and severity of the clinical features.

Keywords: peritonitis, Candida sp., peritoneal dialysis, biofilm, antifungal

susceptibility.
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Background

Peritonitis is a serious and frequent complication in patients undergoing
continuous renal replacement therapies by peritoneal dialysis (PD), such as continuous
ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) and automated PD. Although scientific and
technological developments, mainly related to safer exchange systems and antimicrobial
prophylaxis have been associated with a substantial reduction in the incidence of
peritonitis, these infections are still the leading cause of the technical failures of PD [1].
Patients in PD treatment are often exposed to infections mainly due to non-natural
communication with the external environment through the peritoneal catheter, and also
on account of problems during the execution of the dialysis technique on the part of the
patient or caregiver [2, 3, 4].

Bacterial infections are responsible for about 80% of the episodes of PD-related
peritonitis. Fungal infections, in turn, are responsible for approximately 2% to 16% of
the cases and usually occur in patients undergoing dialysis who have been exposed to
known risk factors for these infections, in particular prior use of antibiotics [5]. Such
infections have a worse prognosis when compared to bacterial peritonitis [4], while
episodes of fungal peritonitis usually cause irreversible damage in the peritoneal
membrane that prevents the continuation of PD and results in the transfer of the patient
to hemodialysis [4, 6]. In addition, fungal peritonitis is associated with higher rates of
morbidity and mortality, ranging from 5% to 53 % of cases [7, 8, 9].

Among the pathogenic or opportunistic fungi, the main causes of fungal
peritonitis in PD are species of the genus Candida [10]. Although Candida albicans is
the most common species causing fungal peritonitis, there has been an increase in recent

years in the number of cases attributable to Candida parapsilosis in equal or greater
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proportion than C. albicans, and its presence has been considered a worse prognosis
factor, requiring more aggressive treatments [11, 12, 13].

According to the International Society for Peritoneal Dialysis (ISPD), the initial
antimicrobial treatment of fungal peritonitis can be a combination of amphotericin B
and flucytosine, until the culture results and minimum inhibitory concentration are
available; after infection is diagnosed by microscopy or culture, the peritoneal catheter
must be removed immediately. Thus, the proper identification of fungal species causing
peritonitis and its antifungal sensitivity profile are crucial to the proper clinical handling
of these infections and the establishment of suitable protocols for a more efficient and
less toxic therapy [5].

The present work aimed to identify and characterize the fungal species that
cause peritonitis, biofilm production and antifungal sensitivity profile in patients
undergoing PD in a tertiary public hospital, located in Botucatu, Brazil, South America.

To the best of our knowledge, this is the first Latin American study with these goals.

Methods

Sampling

Thirty yeast isolates were obtained from peritoneal fluid culture of distinct
peritonitis episodes from 24 patients undergoing CAPD at the Clinical Hospital of the
Botucatu School of Medicine, UNESP (Botucatu, Sao Paulo state, Brazil), between
1994 and 2010. All patients have presented previous bacterial peritonitis and were
treated with antibiotics. The patient ages varied from 33 to 82 years (55.2+14.5), 54%
were male, 32% presented diabetics, and the most frequent clinical findings were
abdominal pain and cloudy dialysate. All the samples studied had been maintained in

the culture collection of Microbiology and Immunology Department, Bioscience
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Institute of Botucatu, UNESP. This study was approved by the local Research Ethics

Committee.

Morpho-physiological identification

The isolates were initially cultured on Sabouraud dextrose Agar medium
(Ox01d®) and incubated at 35 °C, for 48 to 72 hours, to ensure its purity. Subsequently,
each isolate was cultured on chromogenic medium (CHROMagar Candida®, BD), and
submitted to the auxanogram tests for carbon and nitrogen assimilation profiles.

Molecular Identification

DNA extraction

The DNA samples were extracted according to McCullough et al. (1999) [14],
with minor modifications. Briefly, 1ml of Sorbitol and EDTA 125 mM was added into a
tube containing 500 mg of glass beads; the yeasts were re-suspended, vortexed for 2
minutes and centrifuged for 10 min at 25°C at 1300g . The supernatant was discarded
and the pellet was re-suspended in 500 pul of extraction buffer (50mM Tris-HCI, 50mM
EDTA, 2% SDS), and then incubated for 1 hour at 55°C. Next, 500 pl of 3M sodium
acetate was added, homogenized by inverting and incubating on ice for 2 hours, and
centrifuged for 10 min at 4°C at 13000g. The supernatant was transferred to a new tube
after being washed with iced ethanol. The dried DNA pellet was re-suspended in 50 pl
of sterile miliQ water and stored at -20°C. The DNA quantification was performed on
agarose gel with Low Mass DNA Ladder marker (Invitrogen®) and also in NanoVue
(GE Healthcare®). The concentrations were adjusted to 10ng/ul.

PCR reaction and analysis of ITSand D1/D2 sequence

The sequences were analyzed by PCR amplification and sequencing of region

ITS1-5.8-ITS2, and in inconclusive cases, also the region D1/ D2 26S, under the
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following conditions of cycling: for ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) and
ITS5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) primers described by White et al.
(1990) [15]. The cycle was carried out as follows: first, denaturing for 5 min at 94°C,
followed by 39 denaturing cycles at 94° C for 1 min, annealing at 55° C for 2 min,
elongation at 72°C for 2 min, and final extension at 72°C for 10 min; for D1 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) and D2 ( 5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACG- 3’) primers described by Kurtzman & Robnett (1998)
[16], the first denaturing cycle was carried out for 5 min at 94° C, followed by 39
denaturing cycles at 94° C for 2 min, annealing at 52° C for 2 min, elongation at 72° C
for 2 min, and final extension at 72° C for 10 min. After the completion of
amplifications, an agarose gel electrophoresis 2.0% was conducted, being viewed by
means of the Syngene Bio Imaging (InGENIUS®). The different amplicons were
purified using GFX PCR DNA kit and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare®),
according to the manufacturer's guidelines. The DNA concentration of the purified
material was determined in agarose gel, by comparison with the Low Mass DNA
Ladder marker (Invitrogen®) so that the concentrations were adjusted to 10 ng/ul, and
then sent for sequencing by the sequencing service of the Microbiology and
Immunology Department (IBB/UNESP, Botucatu). The nucleotide sequences obtained
were analyzed by Mega 5.0, manually edited if necessary, and then compared to the
NCBI database, by Blast tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) [17]. The species
identification process considered only the alignments that presented sequence identity
of > 97.0% with matching sequence published in peer-reviewed journals or originated

from reference isolates (ATCC strains and CBS).
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Differentiation of species of complexpsilosis by the SADH gene restriction
profile

We used the Protocol described by Tavanti et al. (2005) [18], with some
modifications. The secondary alcohol dehydrogenase (SADH) gene was amplified by
means of the primers SADH.F (5’- GTTGATGCTGTTGGATTGT- 3’) and SADH.R
(5’- CAATGCCAAATCTCCCAA-3’), in solution, plus DMSO 1.2%, under the
following cycling conditions: the first cycle of denaturing was for 7 min at 94°C,
followed by 34 denaturing cycles of 1 min at 94 °C, annealing at 50°C for 1 min,
elongation at 74°C for 1 min, with a final extension at 74°C for 10 min. The obtained
amplicon of 716 bp was digested by the restriction enzyme Banl, according to the
manufacturer's instructions (BioLabs®), followed by some modifications to obtain
better results (1.5 ul 4 Buffer (10 x); 1.5 pl of BSA (10 x); 11 pl of PCR product of the
SADH gene and 1 pL of restriction enzyme Banl, resulting in a total of 15 pl of
reaction, and kept at 37°C for 2h30 min). Size polymorphisms generated were separated
and displayed after a 2.0% agarose gel run. The strains ATCC 22019 (Candida
parapsilosis), CBS 10-1907 (Candida metapsilosis) and CBS 10-1825 (Candida
orthopsilosis) were used as reference and quality control for the reaction.

Typing C. albicans isolates by group I intron pattern

Genotyping of C. albicans was accomplished through the amplification of the
insertion region 26S rDNA of group I introns that had already been standardized in our
laboratory. The primers used were CA -INT-L (5°-
ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA-3’) and CA-INT-R (5°-
CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT-3’), described by McCullough et al.,
(1997) [19], standardized under the following cycling conditions : 94° C for 5 min, 30

cycles at 94° C for 1 min, annealing at 65°C for 1 min, the elongation at 72° C for 2
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min30s, with the final extension at 72° C for 10 min. After the amplification,
electrophoresis was applied on 1.5% agarose gel for approximately 2 hours. The
separation of genotypes was observed according to the size of the amplicon in bp. The
size of the amplicon was estimated with the support of Syngene Bio Imaging
(InGENIUS®) tools. The ATCC 90029 of Candida albicans and ATCC MYA646
strains of Candida dubliniensis were used as quality control for the reaction.

Biofilm production

The production and quantification of biofilm were performed according to the
protocol described by Chandra et al. (2008) [20], using silicone disks (Kinner®),
produced by the same material as hospital catheters. The biofilm adhering to the disks
was quantified using XTT (2.3-Bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium-
S-carboxanilide inner salt (Sigma-Aldrich®) and menadione (Sigma-Aldrich®), by the
tetrazolium reduction reaction, which in the presence of biofilm produces orange
formazin, whose color intensity was determined on spectrophotometer with a filter at
492 nm to measure the cellular metabolic activity of biofilm. The results were expressed
as the mean of the Optical Densities (OD), obtained in quadruplicate for each isolate.
Positive and negative controls were represented by a strain of Candida albicans (ATCC
36802) and a white reference (without the inoculum), respectively.

Antifungal drug susceptibility

The antifungal susceptibility profile was evaluated against the drugs
amphotericin B (Sigma-Aldrich®), fluconazole (Sigma-Aldrich®), voriconazole
(Sigma-Aldrich®) and caspofungin (Merch Co®) , by the microdilution method
described by the Clinical and Laboratory Standards Institute Protocol (CLSI M27-A3)
[21] for determining the minimum inhibitory concentration (MIC). The following cut

off points were adopted: fluconazole, sensitivity (S) < 8mg/l, dose dependent sensitivity
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(DDS) 16-32mg/1 and resistance (R) > 32mg/l; voriconazole, S < 2 mg/l, DDS = 2mg/1
and R > 2mg/l; caspofungin, S < 2mg/l and R > 2mg/l; amphotericin B, S < Img/l and R
> 1mg/l. The test was validated by the ATCC 22019 (C. parapsilosis) and ATCC 6258
(C. krusei) strains.

Statistical Analysis

The non-parametric test of Kruskal-Wallis, One-Way Analysis of Variance on
Ranks followed by Dunn's pairwise multiple comparison procedure were carried out
both for the biofilm production (in which the dependent variable was optical density
values) and the antifungal susceptibility tests (with MIC values as the dependent
variable), with significance when P < 0.05.

Results

The identification by morpho-physiological methods, using CHROMagar
medium and auxanogram tests, detected 14 (46.6%) isolates of Candida parapsilosis, 7
(23.3%) of Candida albicans, 6 (20%) of Candida tropicalis and 3 (10%) inconclusive
isolates. The molecular identification, by means of ITS1-5.8S-ITS2 rDNA sequencing,
corroborated the identity of the majority of the isolates previously identified by morpho-
physiology. Furthermore, the isolates 4, 14, 17 and 19, identified by morpho-physiology
as C. parapsilosis, were updated and/or correctly identified as C. orthopsilosis. In
addition, the sequencing of ITS1-5.8S-ITS2 allowed the identification of three
inconclusive isolates (7, 9 and 18 isolates), whose identities were also confirmed by
sequencing of the D1/D2 of rDNA regions, finding the following taxa: Kodamaea
ohmeri (isolate 7), C. orthopsilosis (isolate 9) and C. guilliermondii (isolate 18).
Therefore, among the 30 isolates studied, it was observed that 10 (33.3%) isolates are C.

parapsilosis, 7 (23.3%) are C. albicans, 6 (20%) C. tropicalis, 5 (16.6%) C.
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orthopsilosis, 1 (3.3%) C. guilliermondii and 1 (3.3%) K. ohmeri. These results are
summarized in Table 1.

The psilosis species differentiation by the SADH gene restriction profile
amplified the expected gene fragment, containing about 716 bp bands in all isolates
(Figure 1la), which after the treatment with Banl restriction enzyme allowed the
differentiation of the three cryptic species: C. parapsilosis (P, 2, 3, 5, 6, 20, 21, 22, 23,
25 and 26 isolates), with band patterns of approximately 200 and 500 bp; C.
metapsilosis (isolate M), with band patterns of approximately 100, 200 and 400 bp; and
C. orthopsilosis (O, 4, 9, 14 and 19), with 716 bp bands (Figure 1b). Isolate 17,
identified as C. orthopsilosis by sequencing of ITS1-5.8 S-ITS2 rDNA, presented a non-
discriminatory restriction pattern, similar to both the C. orthopsilosis and C.
parapsilosis species.

The molecular typing of C. albicans isolates, carried out by the pattern of group
I introns, showed that the isolates 15, 16, 24, 27 and 28 belong to the group A, with a
fragment of 450 bp, while isolates 1 and 8 belong to the group B, with 840 bp (Figure
2). No genotype belonging to groups C or D was observed, with the latter being
equivalent to the C. dubliniensis species.

The biofilm production was also evaluated in the 30 isolates. Based on the
lowest and highest average optical density (ODs) observed, the isolates were classified
proportionally into three groups: i) those showing little or no production; ii) medium
production, or ii1) high production of biofilm (Table 2). High biofilm production was
observed mainly in C. albicans isolates, while low biofilm production levels were found
mainly in C. parapsilosis isolates (P<0.05).

With regard to the in vitro sensitivity profiles, it was observed that all isolates

were sensitive to voriconazole and caspofungin, whose MICs ranged from 0.03 to 1 and
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0.125 to 2, respectively (Table 3). Fluconazole presented a higher incidence (P <0.05)
of isolates showing dose-dependent sensitivity (DDS), with CIM=32, in C. orthopsilosis
species (5). In addition, DDS isolates were also observed in K. ohmeri (1), C.
guilliermondii (1) and C. albicans (1), whose CIMs ranged between 16 and 32. The
CIM values for amphotericin B varied between 0.5 and 2, presenting only one isolate of

Candida tropicalis as resistant.

Discussion

The correct identification of fungal pathogens by the classic and/or conventional
methods, as well as by the automated procedures, has become progressively more
difficult and inconclusive, especially due to the emergence of new, still considered rare,
fungal species [22, 23]. This is particularly true for species that require several days or
weeks for growing, present poor morphological structures and difficulties in the
interpretation of their auxanogram and zymogram tests. On the other hand, molecular
techniques have already been proven highly efficient at providing innovative
complementary procedures for the diagnosis and id entification of fungal species,
mainly because they are faster and offer greater sensitivity and conclusiveness than
traditional phenotypic methods [24]. The present experiment emphasizes the excellent
discriminatory capacity of molecular techniques, since it properly differentiates the
psilosis isolates and also correctly defines the taxa of three inconclusive isolates,
previously evaluated by the traditional identification procedures. These methods also
allowed the identification of a relatively rare yeast species, named Kodamaea (Pichia)
ohmeri, which also belongs to the family Sacharomycetae. This species, which has been
used in the food industry, in the fermentation of fruits, pickles, among others, is also

regarded as a contaminant by medical mycologists. Notwithstanding, this yeast has been
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sporadically isolated from important clinical cases, such as endocarditis, peritonitis, and
fungemia, especially in immunocompromised patients [25, 26, 27]. The colony of K.
ohmeri in CHROMagar medium presents a peculiar color that ranges from pink to blue
or green, as the culture grows and ages [25].

Besides identification, certain relatively simple molecular techniques, such as
typing by the group I intron pattern, can also be used to differentiate genetic groups of
C. albicans, in order to detect specific genotypes that might be associated with epidemic
outbreaks, peculiar clinical characteristics or antifungal susceptibility [14, 28, 29, 30]. It
was reported by McCullough et al. (1999) [14], in a simple PCR reaction using a pair of
primers denominated CANT-R and CANT-L, that annealing on the 26S rDNA gene
enables the classification of C. albicans samples into four distinct genotypes, based on
the length of the amplified PCR product: genotype A (450bp), genotype B (840bp),
genotype C (450 and 840bp) and genotype D (1080bp). This procedure also has the
ability to detect and differentiate C. dubliniensis species, since this species presents the
genotype D. In our casuistic cases, we have noted the occurrence of genotypes A and B,
with genotype A being the more frequent of the two. In Japan, genotype A also occurs
more frequently [28]. The data herein obtained support the validity of this methodology
for typing C. albicans isolates and also for confirming the rarity or non-occurrence of C.
dubliniensis in South American regions.

In this study with the sequential use of morpho-physiological followed by
molecular techniques, we have observed a high prevalence of psilosis group species
(50%), of which C. parapsilosis predominates with 34% versus 16% for C.
orthopsilosis; C. albicans was second (23%) and Candida tropicalis the third (20%)
most frequent species. In addition, two other species were found at a lower prevalence,

namely Candida guilliermondii and Kodamaea ohmeri, one case each. The
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differentiation of the psilosis species group by gene amplification SADH followed by
enzymatic treatment with Banl restriction enzyme, as proposed by Tavanti et al. (2005)
[18], also proved to be valuable. However, we also have detected a “problematic”
isolate (sample 17) of C. orthopsilosis, which presented a distinct three-band profile,
thus resembling both C. orthopsilosis and C. parapsilosis species. This result suggests
some difficulties or limitations in the method based on gene SADH, proposed by
Tavanti et al. (2005) [18], at least in relation to the C. orthopsilosis species that might
be genetically heterogeneous, as already suggested in some molecular phylogenetic
studies that indicate the occurrence of two distinct genetic groups (types 1 and 2) within
this species [31, 32].

The set of species herein identified causing FP in patients undergoing CAPD
presents some epidemiologic aspects in common with other studied regions, such as the
occurrence of yeast species belonging mainly to the genus Candida and a tendency to
predominate among the psilosis group species [7, 8, 9, 13]. A study conducted over a
three-year period in Jerusalem, Israel, has shown that C. parapsilosis was responsible
for 43.8% of the all FP cases [33]. The same study also found an increase in the
prevalence of C. parapsilosis infections in pediatric patients submitted to CAPD [33].
In Taiwan, in 2004, it was reported that C. parapsilosis was the most common pathogen
causing FP, accounting for 29% of the cases, while C. albicans occurred in 14% of the
cases [34]. Among the 10 observed cases of FP in another study, conducted over a 10-
year period in Spain involving 175 chronic renal patients submitted to PD, the most
common agent was C. parapsilosis (4/10), followed by Candida albicans (2/10), and
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida famata and Fusarium sp., one case each
[35]. To explain this expressive presence of C. parapsilosis sensu stricto in certain

clinical samples, some authors have proposed that this species is better adapted to the
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human environment as a skin commensal and thus can be easily transmitted from person
to person, especially through manual contact by health professionals with patients that
require intensive use of medical devices such as catheters [18]. According to this
hypothesis, C. orthopsilosis and mainly C. metapsilosis are found in smaller quantities
in these samples because they are not related to the human commensalism and present
ecological niches not associated with mammals [18, 31, 32].

Biofilm is the one of the most important virulence factors exhibited by yeasts
and, although its production can be estimated via various methods, is most commonly
assessed by means of XTT, considered very effective at measuring metabolic activity of
cells that form the biofilm [20, 36]. We have noted herein that isolates of C. albicans
species were the largest producers of biofilm, whereas the isolates of C. parapsilosis
sensu stricto species were the smallest ones, which reinforces the findings of Douglas et
al. (2003) and Ramage et al. (2012) [36, 37], who also observed greater in vitro biofilm
production in isolates of Candida albicans. However, it is important to note that high
biofilm production also occurred in several isolates from non-albicans group, including
C. tropicalis and C. orthopsilosis and in those considered rare species, such as K.
ohmeri and C. guilliermondii, although without statistical significance, due to the low
number of isolates evaluated in these groups.

In relation to the antifungal drugs herein tested, equinocandin (caspofungin) and
the new triazole (voriconazole) proved to be effective in all isolates of the several
species, therefore confirming that these antifungal drugs have a wide spectrum of action
against these agents. The results on fluconazole draw our attention to the decreased
sensitivity (DDS), especially in the isolates of Candida orthopsilosis species, which
differed statistically from those of Candida parapsilosis and Candida tropicalis,

probably indicating a biological feature of this cryptic species, herein properly identified
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by molecular methods. In addition, the widespread use of fluconazole prophylaxis of
fungal infections by yeasts in immunocompromised patients, and in the treatment of FP
in most specialized centers may have favored the selection of strains that present
resistance or decreased sensitivity to this drug, especially in non-albicans Candida
species [38]. The literature contains other reports indicating that the new species (C.
orthopsilosis and C. metapsilosis) are less sensitive to fluconazole [38, 39]. For the
species K. ohmeri, we have found a dose-dependent sensitivity to fluconazole
(CIM=32), corroborating a study by Yanghua et al. (2010) [26]. We also noted a single
isolate of C. tropicalis resistant to amphotericin B, a drug used relatively frequently in
our midst for the treatment of other systemic fungal infections.

In conclusion, the results of this study indicate that different yeast species are
causing fungal peritonitis in patients undergoing PD, with a clear prevalence of C.
parapsilosis sensu strictu species. By presenting variations in sensitivity to antifungal
drugs and a wide range in biofilm production levels, these yeasts might exhibit different
manners of infecting and interacting with the host, thus contributing to the complexity
and severity of the clinical features. The correct identification and characterization of
these agents, besides providing improvements in the treatment protocols of PD-related
fungal peritonitis, may also offer valuable clues about how to avoid new infections,

thereby producing positive impacts on quality of life and survival of the patients.
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Table 1. Yeast species from patients undergoing PD, identified by morpho-
physiological and molecular methods, Botucatu, SP, Brazil.

Sequencing

1 Candida albicans Candida albicans

3 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

5 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

7 Inconclusive Kodamaea ohmeri Kodamaea ohmeri

9 Inconclusive Candida orthopsilosis Candida orthopsilosis

11 Candida tropicalis Candida tropicalis

13 Candida tropicalis Candida tropicalis

15 Candida albicans Candida albicans

17 Candida parapsilosis Candida orthopsilosis

19 Candida parapsilosis Candida orthopsilosis

21 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

23 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

25 Candida parapsilosis Candida parapsilosis

27 Candida albicans Candida albicans

29 Candida tropicalis Candida tropicalis

* CHROMagar and auxanogram tests
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Figure 1. PCR products of gene SADH, untreated (a) and treated with the restriction
enzyme Banl (b) of isolates of C. parapsilosis (2, 3, 5, 6, 20, 21, 22, 23, 25 and 26
lines) and C. orthopsilosis (4, 9, 14, 17 and 19 lines); Ma line, molecular weight marker
(100 pb); line O, C. orthopsilosis CBS 10-1825; line M, C. metapsilosis CBS 10-1907;
line P, C. parapsilosis ATCC 22019.
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Figure 2. PCR products of region of Group I intron of the isolates of C. albicans,
demonstrating the presence of group A genotypes (15, 16, 24, 27 and 28 lines) and
group B genotypes (1 and 8 lines). Line M, molecular weight marker (100 bp); line C+,
C. albicans ATCC 90029, positive control; line C(+) C. dubliniensis ATCC MYA 646,
positive control by genotype D; line C-, negative control PCR reaction (without DNA,

with water).
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Table 2. Biofilm production by the yeast species isolated from patients undergoing PD,

Botucatu, SP, Brazil.

Species High production® Medium Low or no
production® production®
Candida parapsilosis
1 3 6*
(n=10)
Candida orthopsilosis ; 5
(n=5)
Candida albicans
7% - -
(n=7)
Candida tropicalis s .
(n=6)
Candida :

guilliermondii (n=1)
Kodamaea ohmeri
(n=1)

n = number of isolates

“Based on the averages of the optical densities: high production (greater than 0.2070), medium
production (0.1231-0.2070) and low or no production (0.0300 — 0.1230).

* (P<0.05, significant comparison between C. albicans and C. parapsilosis).
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Table 3. Antifungal sensitivity of yeast species isolated from patients undergoing PD,

Botucatu, SP, Brazil.

Yeast (n) Antifungals (ng/ml) range MIC S DDS R
Am B (0,5-1) 10 - -
Candida
Flu (2-8)* - 5 -
parapsilosis
Vor (0,06-0,25) 10 - -
(n=10)
Casp (0,5-2) 10 - -
Am B (0,5) 5 - -
Candida
Flu (32)* - 5 -
orthopsilosis
Vor (0,5-1) 5 - -
(n=5)
Casp (0,25-2) 5 - -
Am B (0,5-1) 7 - -
Candida
Flu (4-32) 6 1 -
albicans
Vor (0,03-0,125) 7 - -
(n=7)
Casp (0,125-2) 7 - -
AmB (1-2) 5 - 1
Candida
Flu (4-8)* 6 - -
tropicalis
(a=6) Vor (0,06-0, 25) 6 - -
n:
Casp (0,125-1) 6 - -
AmB (1) 1 - -
Candida
Flu (16) - 1 -
guilliermondii
(n=1) Vor (0,125) 1 - -
n:
Casp (1) 1 - -
Am B (0,5) 1 - -
Kodamaea
Flu (32) - 1 -
ohmeri
Vor (0, 25) 1 - -
(n=1)
Casp (0,125) 1 - -

n: number of isolates; AmB: amphotericin B; Flu: fluconazole; Vor: voriconazole; Cas:
caspofungin; S: sensitivity; DDS: dose dependent sensitivity; R: resistant; *P<0.05 (significant
comparison between Candida orthopsilosis vs. Candida parapsilosis and Candida orthopsilosis
vs. Candida tropicalis).
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