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Resumo- O presente trabalho teve como objetivo selecionar cepas mutantes com fenétipo de resisténcia
cruzada entre anfotericina B e fluconazol e também avaliar a identidade molecular das mesmas. Foram
utilizadas metodologias de selecdo e inducao para a obtencdo de mutantes heteroresistentes e as amostras
foram geneticamente sequenciadas. Foi possivel obter apenas uma amostra resistente ao fluconazol.
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Introducéo

Leveduras do género Candida podem
comportar-se como  patdgenos  oportunistas,
produzindo infeccbes que se manifestam
clinicamente por lesdes superficiais da pele e
mucosas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. O constante e inadequado
uso de antimicéticos tem levado a selegcdo de
isolados resistentes, tornando essas drogas
ineficientes. Alguns estudos que procuram
entender esta resisténcia necessitam de obtencgéo
de mutantes a partir de cepas originalmente
sensiveis.

Visto a importadncia do tratamento dessa
enfermidade e levando em consideragdo a
possivel ocorréncia de cepas resistentes a
antifingicos, este trabalho teve como objetivo
selecionar cepas mutantes com fendtipo de
resisténcia cruzada entre anfotericina B e
fluconazol e também avaliar a identidade
molecular das mesmas.

Metodologia

Foram avaliados 30 isolados de Candida
da micoteca do Laboratério de Parasitologia do
Instituto Adolf Lutz, provenientes de pacientes HIV
negativos e HIV positivos com candidiase
eritomatose bucal.

Foi realizada a selecédo de cepas mutantes
com resisténcia cruzada entre anfotericina B e
fluconazol com base na metodologia empregada
por Xu et al (2001). A capacidade de crescimento
na presenca de antifingico foi avaliada em 2
fases: triagem e selecdo de fenétipos resistentes a
droga. Foi utilizado meio de cultura Agar batata,

contendo 8ug/mL de fluconazol e Agar RPMI,
acrescido de 1,0pg/mL de anfotericina B.

O perfil de sensibilidade foi obtido através
do método comercial Etest, com finalidade de
correlacionar os valores encontrados nas cepas
selvagens e mutantes.

A regido ITS2 do DNA ribossomal foi
amplificada por PCR e utilizada para realizagéo da
clonagem génica. Confirmado o tamanho do
produto de PCR de cada cepa, esses foram
purificados com ilustra™ GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit da GE Healthcare. Os
produtos de PCR purificados foram clonados
utilizando o Kit p-GEM-T Easy Vector System | da
Promega (A1360) conforme recomendacdo do
fabricante. O método utilizado para preparagéo e
transformacgdo das células quimiocompetentes foi
0 mesmo descrito por Sambrook et al, 2001. Os
plasmideos foram extraidos utilizando-se Kit de
extracao GeneJet™  Plasmid Miniprep  da
Fermentas para posterior sequenciamento
automatico no laboratério de Biologia Molecular e
Celular do CENA/USP.

Uma futura comparacdo da regido
sequenciada entre as cepas selvagens e
mutantes, refutard qualquer tipo de contaminagao.

Resultados

Selecéo iniciando com fluconazol

Apenas quatro amostras (08-Unif/06, 09-
Unif/06, 16-Unif/06 e 26-Unif/06) néo
apresentaram crescimento apos 24h na fase de
triagem. Estas entdo, foram utilizadas para o teste
de sele¢do de mutantes resistentes ao fluconazol.
Apenas trés das quatro amostras submetidas ao
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teste de selecdo foram capazes de crescer em
meio agar batata contendo 8,0ug/mL de fluconazol
e meio RPMI contendo 1,0ug/mL de anfotericina
B. Por isso, foram consideradas fenétipo de
resisténcia e denominadas 9-SFA, 16-SFA e 26-
SFA.

Selec¢éo iniciando com anfotericina B

Ap6s 24h nenhuma das 30 amostras
analisadas apresentaram crescimento na fase de
triagem. Porém, sete amostras (02-Unif/06, 03-
Unif/06, 05-Unif/06, 19-Unif/06, 22-Unif/06, 23-
Unif/06 e 28-Unif/06), utilizadas para o teste de
selecdo ndo apresentaram nenhum tipo de
crescimento apos 48h, diferindo das outras 23
amostras que apresentaram pelo menos uma
colénia na placa. Apenas trés amostras (03-SAF,
19-SAF e 22-SAF) apresentaram crescimento ao
final do teste de selecdo sendo consideradas
fendtipo de resisténcia.

Perfil de
mutantes
Os resultados das CIMs foram
comparados aos resultados obtidos com as
mesmas cepas antes do teste de crescimento na
presenca de fluconazol e anfotericina B.

sensibilidade das amostras

Tabela 1 — Resultado das CIMs pelo método
Etest.

WHEPG

CIM inicial/CIM final ( ug/mL)*

Cepas Fluconazol Anfotericina B
09-SFA2 0,75/48,0 0,190/0,230
16-SFAz2 0,38/0,75 0,064/0,640
26-SFA2 0,50/1,00 0,190/0,016
03-SAR3 0,38/0,50 0,023/0,023
19-SAF3 0,50/0,75 0,094/0,047
22-SAF3 0,75/1,00 0,047/0,230

1CIM antes da sele¢@o/CIM depois da selecéo

2SFA- Amostra selecionada a partir de meio adicionado
primeiro com fluconazol em seguida em meio adicionado de
anfotericina B.

3SAF- Amostras selecionadas a partir de meio adicionado
primeiro com anfotericina B e em seguida em meio adicionado
com fluconazol.

A amostra 09-SAF que foi selecionada a
partir da cultura de 09-Unif/06 (sensivel a
anfotericina B e fluconazol) em meio contendo
fluconazol e em seguida em meio com anfotericina
B, apresentou-se como resistente a fluconazol em
relacdo a metodologia empregada. Mas, frente a
anfotericina B, o perfil de sensibilidade se manteve
0 mesmo.

As amostras 16-SAF, 26-SAF, 03-SFA,
19-SFA e 22-SFA apresentaram pequeno
aumento nos valores da CIM para fluconazol,
mantendo-se classificadas como sensiveis.
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Apenas a amostra 22-SAF apresentou
aumento nos valores da CIM para anfotericina B,
porém este aumento nao levou a mudanga de
sensibilidade ao antifingico, permanecendo
sensivel a droga.

PCR e Clonagem

A regido ITS2 do rDNA das seis amostras
que apresentaram fendtipo de resisténcia (09-
SFA, 16-SFA, 26-SFA, 03-SAF, 19-SAF e 22-SAF)
juntamente com suas respectivas cepas
selvagens, foi amplificada por PCR e clonada.
Uma nova reacdo de PCR foi realizada para
confirmar a presenca do inserto (regido ITS2)
ligado ao plasmidio para confirmar a eficiéncia da
clonagem. A maior parte das amostras apresentou
tamanho de bandas esperado, sendo visualizadas
em gel de agarose ap6s PCR de inserto. Apenas a
amostra 16-SFA ndo apresentou banda,
necessitando a repeticdo da reacdo de clonagem.

O seqiienciamento e a analise da regido
ITS2 sera posteriormente efetuados.

Discusséao

amostra 09-SFA foi a Ginica com resultado
de CIM elevada ap6s os testes de selegdo. E
possivel que ela ja existisse entre as colénias
iniciais sensiveis, provavelmente, tenha ocorrido
selecdo de uma sub-populacdo que apresentava
algum tipo de mutacéo, a qual levou a resisténcia
a fluconazol. Existem diferentes mecanismos
bioquimicos que contribuem para o fendtipo de
resisténcia a drogas em leveduras que poderiam
explicar esse resultado. Dentre eles a alteracdo na
composicao dos esterdis e mudanca nos alvos
celulares dos antifingicos que foram verificados
em fenotipos de resisténcia que permaneceram
estaveis apos repiques sucessivos em meios livres
da droga (MARICHAL et al., 1999 e SANGLARD,
2002).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia
ao fluconazol na amostra 09-SFA deverdo ser
elucidados futuramente por andlises moleculares e
comparados, pois, esta amostra foi obtida a partir
de um mesmo isolado selvagem sensivel a droga.

Conclusao

* Nenhuma amostra heteroresistente a
anfotericina B foi obtida pela metodologia
de selecdo empregada neste estudo;

O isolado 09-Unif/06 originou uma cepa
heteroresistente ao fluconazol (09-SFA);

» Cepas heteroresistentes ao fluconazol
podem ser obtidas com exposi¢éo prévia a
este antifingico.
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