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Resumo

Até hoje ja foram conduzidos em Portugal alguns estudos epidemioldgicos focados na
caracterizacdo da candidemia invasiva, no entanto, pouco se sabe sobre qual o padrdo de
colonizagdo das espécies do genero Candida em nichos considerados ndo estéreis onde estas
espécies podem existir como comensais. Estudos recentes tém demonstrado o papel
importante que as populacBes comensais podem desenvolver enquanto focos de infecéo
invasiva. Nesse sentido, neste trabalho foi analisada a frequéncia de isolamentos de Candida
spp. em mais de 1000 isolados recolhidos de amostras estéreis e ndo estéreis em 5 grandes
centros hospitalares e num conjunto de Postos de Recolha da &area de Lisboa. Para além da
caracterizacdo da frequéncia dos isolados das espécies nos diferentes produtos, foi analisada a
suscetibilidade de um conjunto alargado destes isolados a 3 antifungicos com relevancia na
pratica clinica, anfotericina B, fluconazol e voriconazol. No geral, os resultados obtidos
confirmam a elevada prevaléncia de C. albicans enquanto espécie colonizadora de amostras
estéreis e ndo estéreis. Apesar disso, uma percentagem significativa de isolados (26 %)
pertencentes a espécies Candida ndo-albicans foi observada, com énfase para as espécies C.
glabrata (14 %), C. parapsilosis (5 %) e C. tropicalis (4 %). Esta distribuicdo é consistente
com os resultados reportados em estudos epidemioldgicos desenvolvidos anteriormente em
Portugal e ao redor do mundo. A prevaléncia de resisténcia aos antifungicos observada foi
baixa em todas as espécies (0,36 %) tendo sido possivel identificar pelo menos 1 isolado de
C. glabrata, recolhido de exsudado vaginal, resistente a fluconazol e voriconazol. Tentou-se
verificar se este fen6tipo de resisténcia estaria subjacente a existéncia de mutagdes de ganho
de funcdo na sequéncia do regulador transcricional CgPdrl tendo-se identificado 3 mutacgdes,
nomeadamente, V911, L98S e D243N.

Palavras-chave: candidose, candidemia, colonizacdo por Candida, Candida albicans,
espécies de Candida ndo-albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida

tropicalis, resisténcia aos antifungicos, Candida africana.



Abstract

To date, some epidemiological studies focused on cases of invasive candidemia have
been conducted in Portugal, however, little is known about what the pattern of colonization of
species of the genus Candida in niches considered non-sterile where this species can exist as
commensals. Recent studies have shown the important role that commensal population can
develop as foci of invasive infections. In this sense, in this work it was examined the
frequency of isolation of Candida spp. in more than 1000 isolates collected from sterile and
non-sterile samples in 5 major hospital centers and in a set of Collection stations of the
Lisbon area. Besides the characterization of the frequency of species isolates in the different
products, it was also tested the susceptibility to 3 antifungals with relevance in the clinical
practice, amphotericin B, fluconazol and voriconazol. In general, the results obtained
confirmed the high prevalence of C. albicans while colonizer species in sterile and non-sterile
samples. Nevertheless, a significant percentage of isolates (26 %) belonging to non-Candida
albicans Candida species was also observed with emphasis on C. glabrata (14 %), C.
parapsilosis (5 %) and C. tropicalis (4 %). This distribution is consistent with the results
reported in other epidemiological surveys undertaken in Portugal and worldwide. The
incidence of resistance to antifungals observed was low in every species (0,36 %) and it was
possible to identify at least 1 C. glabrata isolate, from a vaginal niche, resistant to fluconazol
and voriconazol. It was attempted to verify if this phenotype of resistance would be
underlying the existence of gain of functions mutations in the transcriptional regulator
CgPDRL1 sequence and 3 mutations were identified, namely, V91l, L98S e D243N.

Key words: candidiasis, candidemia; Candida colonization; Candida albicans; non-Candida
albicans Candida species; Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
antifungal resistance, Candida africana.
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1. Corpo do Trabalho

1.1. Introducao

O género Candida constitui a causa mais comum de infecdes fungicas no ser
humano. Este fungo faz parte da microbiota do organismo humano, podendo ser encontrado
na pele e nas mucosas (p.e. exsudado vaginal, mucosa oral e trato gastro-intestinal) 2.

Durante as ultimas décadas as candidoses (nome comum dado as infegdes causadas
por espécies do género Candida) e candidemias, presenca destas leveduras no sangue, tém
aumentado a sua prevaléncia ao redor do Mundo, inclusive em Portugal . Este aumento é um
problema de salde publica critico, pelas elevadas taxas de morbilidade e letalidade
associadas, especialmente quando as infecdes sdo causadas por espécies de Candida nédo-
albicans "8°, O aumento da prevaléncia de infeces causadas por Candida relaciona-se com
aumento do uso generalizado de dispositivos médicos intra-vasculares, da utilizacdo de
antibidticos e principalmente com o aumento do nimero de doentes imunocomprometidos,
tais como, 0s sujeitos a quimioterapia, os transplantados e os individuos portadores de Virus
da Imunonodeficiéncia Humana %2, A reducio da atividade do sistema imune tem também
sido apontada como uma das causas que explica como é que colonizacdo de populagdes
comensais de C. albicans e C. glabrata pode progredir para infecdes superficiais e, nos casos
mais graves, para infecdes sistémicas 1% 13,

A nivel mundial, a prevaléncia de C. albicans continua a ser a mais alta de todas as
espécies do género Candida, no entanto, ao longo dos anos a predominancia desta espécie
como agente etiolégico no desenvolvimento, quer de infegcdes invasivas, quer de infecGes
superficiais, tem vindo a diminuir, denotando-se um aumento significativo das espécies nao-
albicans 't > Dentro destas espécies Candida ndo-albicans, apesar de se observarem
variacOes ao longo dos anos e nas diferentes regides do Mundo, frequentemente C. glabrata €
o segundo agente mais relevante, seguida de C. parapsilosis e C. tropicalis 1 1518,
Especificamente, na Europa, América do Norte, América Latina e Asia Pacifico, observa-se
que C. albicans ¢ a espécie mais isolada, sendo a sua prevaléncia inferior a 50 % do total de
isolados analisados (com excecéo da Europa onde se observam prevaléncias superiores) 1°. A
prevaléncia de C. glabrata tem aumentado, sendo a primeira espécie Candida nédo-albicans
na Europa, na América do Norte e na regido Asia Pacifico, sendo ultrapassada por C.
parapsilosis e C. tropicalis, na América Latina®® e por C. parapsilosis na Australia 2.

Recentemente, tem sido descrito o aparecimento de C. africana, uma subespécie de C.

albicans, que ao longo dos anos tém vindo a ser confundida e mal identificada como C.
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albicans®’. Esta subespécie foi detetada pela primeira vez em 1995 em Africa no trato genital
feminino sendo este até hoje o local onde esta levedura foi maioritariamente isolada 374,
havendo apenas um reporte de isolamento numa hemocultura no Chile #*. Para além de ser
isolado no continente africano, existem relatos de isolados clinicos de C. africana na
Alemanha®, na Italia®®, no Chile #, na Arabia Saudita 2, no Jap&o ** e no Reino Unido #*.
Em Portugal a prevaléncia desta levedura ainda ndo foi relatada. C. africana, tal como C.
albicans, apresenta formagéo de tubos germinativos em soro, no entanto, esta ndo apresenta
crescimento de clamiddsporos, e ndo tem a capacidade de assimilar agucares como N-
acetilglucosamina e glucosamina por ser do serétipo B 7.

Em Portugal C. albicans também é a espécie mais frequentemente identificada e a
responsavel pelo maior nimero de candidoses*®#29222" Em varios estudos epidemioldgicos
realizados em diferentes estabelecimentos de salde do pais, C. albicans e C. glabrata séo
consideradas responsaveis por 40 % e 10 %, respetivamente, dos casos de candidemia, 2% 22,
No Hospital de S. Jodo, no Porto, foi desenvolvido um estudo epidemioldgico onde se
observou que C. glabrata era apenas a quarta espécie de Candida mais recuperada dos
isolados recolhidos de doentes com candidemia, sendo antecedida por C. parapsilosis e por
C. tropicalis®. Noutro estudo desenvolvido com isolados recolhidos a partir do Hospital de S.
Marcos, em Braga, e, noutro estabelecimento de salde também localizado em Braga, a
prevaléncia de C. glabrata foi também baixa uma vez que apenas representou 4 % dos casos
de candidemia, aparecendo depois de C. tropicalis (5,6 %) 2*. Apesar das variagdes, é claro o
aumento da prevaléncia de infecGes causadas por espécies Candida ndo-albicans em Portugal
11, 15—18.

O aumento na prevaléncia de espécies ndo-albicans tem sido acompanhado por um
aumento no isolamento de estirpes resistentes a antifungicos, em particular ao fluconazol, o
farmaco de primeira linha utilizado tanto em profilaxia como no tratamento ativo da
candidose®® 231, O mesmo tipo de observacdo tem sido feita nos estudos conduzidos & escala
Mundial®™*22, Ao passo que a resisténcia a fluconazol entre os isolados de C. albicans é
relativamente incomum em todas as regides analisadas, no caso de C. glabrata observou-se
uma elevada resisténcia em todas essas regides, com exce¢do da Ameérica Latina onde a
espécie que se verificou ser mais resistente foi C. parapsilosis*>!®??, Excetuando C. glabrata,
a resisténcia observada ao voriconazol nas 4 regides analisadas foi igualmente baixa 8. De
entre as espécies de Candida que apresentaram uma baixa sensibilidade ao fluconazol, mais
de 80 % apresentou suscetibilidade ao voriconazol, no entanto, o oposto nao se verifica uma

vez que todas as amostras resistentes ao voriconazol também o eram para o fluconazol ¢ %
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Portugal apresenta-se como um dos paises nos quais a suscetibilidade ao fluconazol e ao
voriconazol sdo das mais elevadas para C. glabrata *>16,

No que concerne estudos epidemioldgicos anteriormente desenvolvidos em Portugal
672333 s resultados mostram que a prevaléncia de resisténcia a anfotericina B é muito baixa,
com registo de apenas 3 isolados que resistentes, dois dos quais C. glabrata e um C. krusei ’.
Mais recentemente, observaram-se percentagens de resisténcia de C. glabrata ao fluconazol
na ordem de 6,9 % '8 confirmando os resultados obtidos em estudos anteriores??. Segundo
um estudo realizado por Pfaller, a variagdo de suscetibilidade ao fluconazol dependeu do
local de onde se recolhiam os isolados com os isolados obtidos a partir do trato genital
revelaram-se menos suscetiveis comparativamente a isolados provenientes do sangue e de
outros produtos estéreis onde se denotou maior sensibilidade®. A maior parte dos estudos
realizados até agora (e isso também é verdade nos estudos conduzidos em Portugal) néo se
tem concentrado nesta populacdo comensal de isolados, deixando por isso por caracterizar
quais os niveis de prevaléncia de resisténcia subjacentes a essas populacdes.

Uma das caracteristicas das espécies Candida ndo-albicans é a elevada resisténcia a
antifingicos, especialmente ao azdis 23!, o que tem sido apontado como uma causa para o
aumento de prevaléncia observado. Dentro das espécies ndo-albicans C. glabrata é aquela
parece apresentar maiores niveis de tolerancia®, sendo esta caracteristica atribuivel a notavel
plasticidade do genoma desta espécie que facilita o desenvolvimento rapido de respostas
adaptativas 4. Entre os mecanismos pelos quais os isolados de C. glabrata desenvolvem
resisténcia a azdis, a aquisicdo de mutacdes de ganho de funcBes na regido codificante do
regulador transcricional CgPDR1, o principal controlador da resposta a farmacos em
leveduras patogénicas, tem sido o mais descrito *°. Estas mutagGes levam a que a proteina
CgPdrl esteja constitutivamente ativa, mesmo quando as células ndo se encontram na
presenca de farmacos. Entre outras respostas, estes isolados que expressam alelos ganho-de-
funcdo de CgPdrl, apresentam uma elevada expressdo do gene CgCDRL1, que codifica um
transportador de multiplos farmacos da superfamilia ABC (ATP-binding cassette) que se

pensa ser responsavel pela diminuicao intracelular dos azdis em C. glabrata®.

1.2. Objetivo

Até aos dias de hoje grande parte dos estudos epidemiologicos efetuados em Portugal,
centralizados nas espécies Candida, tém focado a sua analise em isolados recolhidos de

produtos estéreis de doentes com candidemia dando pouca importancia aos isolados
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recolhidos de produtos nao estéreis onde estas leveduras habitam como comensais. Tendo em
conta este aspeto este trabalho experimental focou-se num conjunto de isolados comensais
maioritariamente recolhidos de produtos ndo estéreis identificados como pertencente ao
género Candida e que foram recolhidos num conjunto de hospitais da zona da grande Lisboa
(totalizando 1060 isolados). O trabalho dividiu-se essencialmente em 3 etapas, tendo-se
realizado uma analise relativa a etiologia das diferentes espécies de Candida partindo dos
isolados recolhidos, uma anélise de resisténcia a antifingicos entre as populagdes comensais
por ser reconhecido o potencial que estas populacdes podem ter no desenvolvimento de
infecdes invasivas e ainda uma analise aos isolados de C. albicans na tentativa de detetar C.

africana uma vez que esta é uma levedura fracamente estudada em Portugal.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Estirpes e meios de cultura

Neste trabalho foi usado um conjunto de 1060 isolados recolhidos em diferentes
hospitais e postos de recolha na zona da Grande Lisboa, entre outubro de 2018 e abril de
2019. Além destes isolados foram usadas as estirpes de referéncia C. albicans SC5314 e C.
glabrata CBS138. Dos isolados recolhidos foram avaliados no que concerne aos perfis de
suscetibilidade a antifungicos: C. albicans (n=417) e C. glabrata (n=137). Os isolados e as
estirpes de referéncia, apos repicagem, foram criopreservados a -80°C em meio YPD
suplementado com glicerol.

O crescimento dos isolados e das estirpes de referéncia foi feito a uma temperatura de
30°C, com uma agitacdo orbital de 200 rpm, em meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) liquido
que contém 20 g/L de glucose (Merck), 20 g/L de peptona bacteriolégica (Difco), 10 g/L de
extrato de levedura (Difco). Este meio foi submetido a autoclavagem (121°C, 15 minutos e 1
atm).

Nos ensaios de suscetibilidade dos isolados aos antifungicos foi usado o meio RPMI
2x concentrado que contém 36 g/L de glucose (Merck), 0,3 g/L - glutamina (Merck), 69.06
g/L de MOPS (Acido 3 — (N — morfolino) propanesulfénico, SERVA) e, 20.8 g/L de meio
RPMI - 1640 sintético (Sigma). Componentes do meio RPMI — 1640 encontram-se
discriminados em EUCAST E. Dis 7.1 *6. O meio RPMI 2x concentrado foi filtrado através
de um filtro com tamanho de poro de 0.22 um e conservado a 4°C até uso posterior.

No que diz respeito a identificacdo de C. africana foi utilizado o meio MMB
(minimum medium broth) que contém 5 g/L de N-acetilglucosamina (Sigma), 1,7 g/L de
YNB (Difco) e 2,67 g/L de NH4.sulfato (Merck). O meio MMB utilizado como meio de
crescimento das placas controlo da identificacdo de C. africana é composto por 20 g/L de
glucose (Merck), ,7 g/L de YNB (Difco) e 2,67 g/L de NH4.sulfato (Merck). Os meios foram
submetidos a autoclavagem (121°C, 15 minutos e 1 atm), exceto a N-acetilglucosamina que
foi adicionada posteriormente usando uma solugdo stock devidamente filtrada com um filtro
de 0.22 pm.

2.2. Solucdes de Antifungicos

As solucdes stock de antifungicos foram preparadas a partir de antifungicos em po e

usando o DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma) como solvente. Os antiflngicos testados foram
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anfotericina B (Sigma), fluconazol (Sigma), e voriconazol (Pfizer). Apds preparacdo foram
armazenados a -20°C.

Foram preparadas as seguintes solucdes stock de antifingicos: solugdo 1 - anfotericina B de
1,6 g/L, solucéo 2 — fluconazol de 12,8 g/L, e, a solugdo 3 — voriconazol de 0,8 g/L.

2.3. Determinacdo da suscetibilidade a antifungicos de isolados de C. glabrata em

microplacas de 96 pocos

Para o estudo da suscetibilidade dos isolados correspondentes a C. glabrata usou-se o
método de microdiluicdo recomendado pela EUCAST para a determinacgéo do valor de MIC
46 Resumidamente, as 10 primeiras colunas da microplaca de 96 pogos contém 100 pl RPMI
2x concentrado com concentragdes sucessivas decrescentes de antifungico, a 112 coluna
contém 100 pl RPMI 2x concentrado sem antiflngico, sendo esta a coluna utilizada como
controlo e, a ultima coluna 100 pul RPMI 2x concentrado sem antifngico e no final ndo sera
inoculado com isolado ou estirpe de referéncia, sendo assim o branco. Com este setup
experimental para C. glabrata o intervalo de concentragdo de anfotericina B nas diferentes
colunas foi de 8 mg/L a 0,015 mg/L. No que concerne aos azois, 0 intervalo de concentracéo
de fluconazol foi de 64 mg/L a 0,12 mg/L e o de voriconazol 4 mg/L a 0,008 mg/L. Para
obter a suspensdo celular a inocular nas placas contendo os diferentes antifingicos os
isolados foram cultivados durante cerca de 17h em meio YPD a 30°C e com uma agitagédo
orbital de 200 rpm, em tubos de 5 mL. Dilui-se a suspenséo celular em H,O desionizada de
maneira a obter uma D.O.s30nm 0.0125 (valor de referéncia recomendado pela EUCAST para
o0 teste de suscetibilidade a antifingicos em isolados de Candida) apds adicdo de 100ul na
placa de 96 pocos previamente construida, Ap6s inoculacdo as placas de 96 pocos contendo
os antifangicos foram incubadas a 37°C, sem agitacdo, durante 24 horas, de acordo com a
metodologia recomendada pela EUCAST “6Ao fim de 24h as células foram ressuspendidas e
a D.O.s30nm lida num leitor de microplacas. Os isolados que apresentaram um controlo
anormal, ou seja, com valores de D.O. inferiores a 1,5, ndo foram considerados para posterior
classificacdo quanto a suscetibilidade aos antifingicos em avaliacdo neste trabalho. O valor
MIC definido para cada isolado foi identificado nos pogos onde a D.O.s30nm lida foi superior a

50 % da D.O. no poco controlo.
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2.4. Crescimento C. albicans em microplacas de 96 pocos

Para o estudo da suscetibilidade dos isolados correspondentes a C. albicans usou-se
um ensaio de crescimento em microplacas de 96 pocos onde apenas se avaliou a capacidade
dos isolados crescerem ou ndo na presenca duma concentracao de antifingico igual a definida
pela EUCAST como “resistance breakpoint”. Para tal, em RPMI 2x concentrado foi
adicionado do stock de antifingicos 2x a concentracdo de breakpoint de cada antifungico
(anfotericina B = 1 mg/L, fluconazol = 4 mg/L, voriconazol = 0,125 mg/L), e 100 pL foram
pipetados para cada um dos 96 pogos, aos quais se adicionou posteriormente 80 uL agua
desionizada estéril. A estes 180 uL (80 &gua + 100 RPMI 2x concentrado + antiflngico)
foram adicionados 20 pL da suspensdo celular preparada no dia anterior. Além das placas
contendo os antifangicos foi também inoculada uma placa contendo apenas meio RPMI 2x
concentrado sem adicdo de antifungico mais 80 uL de adgua desionizada estéril para controlo
do crescimento das estirpes. A suspensdo celular foi cultivada em microplacas de 96 po¢os
durante cerca de 17h em meio YPD a 30°C e com uma agitacao orbital de 200 rpm. 15 dos 96
pocos permanecessem em branco (funcionando como controlos negativos) e os restantes 81
pocos funcionassem como pocos Uteis ocupados cada um deles com um isolado diferente. No
dia seguinte retiraram-se 20 L da suspensdo de células obtida para uma nova placa de 96
pOGOSs, aos quais se juntaram 180 pL de dgua desionizada estéril. Desta ultima, foram usados
20 uL de suspensdo celular de forma a poder inocular as placas contendo antifungicos com
uma D.O.s30nm final de ~0.0125, o valor de referéncia recomendado pela EUCAST “ para o
teste de suscetibilidade a antifungicos em isolados de Candida.

Apos inoculacdo as placas de 96 poc¢os contendo os antifungicos foram incubadas a
37°C, sem agitacdo, durante 24 horas, de acordo com a metodologia recomendada pela
EUCAST “6. Ao fim de 24h as células foram ressuspendidas e a D.O.s30nm lida num leitor de
microplacas. Os isolados que apresentaram um controlo anormal, ou seja, com valores de
D.O. inferiores a 1,5, ndo foram considerados para posterior classificagdo quanto a
suscetibilidade aos antiflngicos em avalia¢do neste trabalho.

No caso do aparecimento do C. albicans resistente, utiliza-se 0 método tradicional
EUCAST que foi descrito no ponto 2.3.1., adaptando os intervalos de concentracdo para a
espécie, sendo que o de anfotericina B de 8 mg/L a 0,015 mg/L, o de fluconazol foi de 16

mg/L a 0,03 mg/L e o de voriconazol 0,5 mg/L a 0,001 mg/L.
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2.5. Amplificacdo e sequenciacio do gene CgPDR1

A sequenciacdo do gene CgPDRL1 foi realizada na existéncia de resisténcia aos
antifungicos em isolado de C. glabrata, sendo a sequéncia obtida e comparada com a estirpe
de referéncia CBS138. Para realizar a sequenciagdo foi necessario obter o DNA genémico do
isolado em questdo. Assim sendo, adicionou-se uma pequena quantidade de biomassa do
isolado resistente num tubo com 100 pL de glass beads com 0.5 mm e 200 uL de buffer de
lise (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 250 mM, SDS 0.3 %). O tubo foi ao vortéx durante 2
min a velocidade maxima e incubado a 65°C durante 1 hora. De seguida, colocou-se o tubo
em gelo durante 2 minutos. A suspensdo de celulas lisadas foi centrifugada a 13000 rpm
durante 15 min a 4°C. Apos a centrifugacdo guardou-se o sobrenadante ao qual foram
adicionados 20 pL de NaAC 3 M (pH 4.8) mais 400 pL de etanol frio forma a induzir a
precipitacdo do DNA, sendo a amostra colocada a -20 °C durante pelo menos 30 minutos.
Posteriormente voltou-se a centrifugar a 13000 rpm, durante 20 min a 4 °C. O pellet obtido
foi entdo lavado com 500 pL de etanol 70 % e centrifugou-se de novo a 13000 rpm durante 8
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco em speed vacum. O DNA foi
ressuspendido a 30 pL de agua desionizada. O DNA gendmico foi entdo utilizado como
template para amplificar o gene CgPDR1, por PCR. Na tabela 1 encontra-se a mistura de
reacdo de amplificacdo do gene e na tabela 2 encontram-se as condicdes definidas no
termociclador. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 3. A sequenciacdo foi
posteriormente realizada pela STABVIDA, por servigo pago, recorrendo ao método de

Sanger.

Tabela 1 — Mistura de reacdo de amplificacdo do gene CgPDR1.

Componente Volume por amostra
HF buffer 5 ul
dNTP’s 0,5l
CgPDR1 Fw 0,5 ul
CgPDRL1 Rev 0,5 ul
Template DNA 1l
Mg2+ 0,9 ul
DMSO 0,5ul
Phusion 0,1 ul
ddH:20 16 pl
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Tabela 2 — Condicdes definidas no termociclador para amplificacdo do DNA de levedura.

Tempo Temperatura
30 sec 98 °C
10 sec 98 °C
20s 54 °C X 30
1min30s 72°C
7 min 72°C
0 4°C

Tabela 3 — Sequéncia nucleotidica dos primers usados.

Primer Sequéncia 5’ 3’
CgPdrl Rev GAC AGT GTG CAT AGC CTG
CgPdrl Fw CTTCCATTACTTCGTACCC

2.6. Identificacdo de C. africana de entre o conjunto de isolados de C. albicans disponiveis

Para a identificacdo de C. africana no conjunto de isolados descritos como C.
albicans usou-se um ensaio de crescimento em microplacas de 96 pocos. Para tal usou-se um
setup semelhante ao usado no teste de antifungicos para C. albicans. Na preparacédo do teste,
a cada poco foi adicionado 100 uL de MMB (minimum medium broth), em que se substituiu
a fonte de carbono de glucose por N-acetilglucosamina 3, 80 pL de agua e 20 pL da
suspensdo celular. Para obter a suspensao celular a inocular nas placas contendo o meio
MMB alterado os isolados foram cultivados durante cerca de 17h em meio YPD a 30°C e
com uma agitacdo orbital de 200 rpm, em microplacas de 96 pocos. No dia seguinte
retiraram-se 20 pL da suspensdo de células obtida para uma nova placa de 96 pocos, aos
quais se juntaram 180 pL de &gua desionizada estéril. Desta Gltima, foram usados 20 uL de
suspensdo celular de forma a poder inocular as placas contendo antifungicos com uma
D.O.530nm de 0.0125. Posteriormente a adicdo da suspensdo, as microplacas de 96 pocos
foram mantidas a 30°C e com uma agitacdo orbital de 200 rpm. Ao fim de 24h as celulas
foram ressuspendidas e a D.O.s30nm lida num leitor de microplacas. Além das placas contendo
MMB alterado foi também inoculada uma placa contendo MMB normal para controlo do

crescimento das estirpes.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Distribuicdo da frequéncia de isolamento das diferentes espécies de Candida nos isolados

recolhidos

Neste estudo foram examinados 1060 isolados, provenientes de hospitais e centros
hospitalares da zona de Lisboa recolhidas entre outubro de 2018 e abril de 2019. A primeira
analise efetuada prendeu-se com a identificacdo das espécies mais frequentemente isoladas
estando os resultados sumarizados na Tabela 4 e analisados por frequéncia de espécies de
Candida isoladas a partir da totalidade de amostras na Figura 1. A identificacdo dos
diferentes isolados foi feita com base em informacdes fornecidas pelos diferentes hospitais

sendo que em todos se recorreu ao método de MALDI-TOF.

Tabela 4 — Frequéncia das diferentes espécies no total de isolados recolhidos.

Espécies de leveduras N° de isolados recolhidos
C. albicans 764
C. glabrata 141
C. parapsilosis 52
C. tropicalis 37
C. krusei 12
C. lusitaniae 9
C. kefyr 6
C. rugosa 3
C. dubliniensis 2
C, famata 1
C. guillermondii 1
C. nivariensis 1
C. thermophila 1
S. cerevisiae 16
C. neoformans 1
Saprochaete clavata 1
Trichosporon asteroides 1
Né&o Identificadas 11
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H C. albicans H C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis M C. krusei
B C. lusitaniae H C. kefyr B C. rugosa C. dubliniensis C. famata

H C. guillermondii H C. nivariensis C. thermophila

Figura 1 — Frequéncia das espécies de Candida isoladas a partir da totalidade de amostras

consideradas.

De entre o conjunto de isolados recolhidos, identificaram-se 13 espécies de Candida
diferentes, no entanto, dos 1060 isolados, 19 foram identificados como espécie ndo
pertencentes ao género Candida, nomeadamente C. neoformans (n=1), Saprochaete clavata
(n=1), Trichosporon asteroides (n=1) e, mais frequentemente, Saccharomyces cerevisiae
(n=16). S. cerevisiae foi isolado a partir de produtos ndo estéreis como exsudados vaginais e
fezes, apesar de ndo ser uma espécie que seja habitualmente associada a coloniza¢do no
Homem, tém sido reportados casos de infecdo fiingica causados por esta levedura®’>*

Observa-se que a prevaléncia das espécies de Candida isoladas a partir da totalidade
das amostras consideradas se encontra de acordo com o que tem vindo a ser descrito noutros
estudos reportando uma elevada prevaléncia no isolamento de C. albicans (74 %), o que é
concordante também com os estudos epidemioldgicos realizados em Portugal*682022-27 Ag
espécies C. glabrata (14 %), C. parapsilosis (5 %) e C. tropicalis (4 %) apresentam uma
distribuicéo coincidente com aquela que tem sido descrita para a frequéncia de isolamento de
espécies Candida ndo-albicans em estudos anteriores' 185 No que toca as espécies de
Candida menos frequentemente isoladas, cuja distribui¢do correspondeu a 3 % da totalidade,
é de realcar que C. krusei apresenta-se sistematicamente como quarta espécie Candida néo-
albicans, esta € uma espécie que é habitualmente identificada neste género de estudos e que é
preocupante pelo seu alto nivel de patogenicidade e elevada resisténcia a antiflingicos >822,
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Tanto C. lusitaniae como C. kefyr foram maioritariamente isoladas a partir de exsudados
vaginais, no entanto, tal como S. cerevisiae, estas leveduras ndo sao habitualmente associadas
a colonizagdo do Homem, apesar de também terem sido identificadas noutros estudos como
causadoras de candidemias 2%?2°1°2 Consistente com as baixas frequéncias de isolamento
descritas noutros estudos??°52, também aqui se observou uma baixa frequéncia no
isolamento de C. thermophila C. rugosa, C. famata, C. nivariensis e C. dubliniensis.

Todas estas leveduras referidas como menos frequentes revelam algum indice de
patogenicidade em vérios estudos, bem como capacidade de desenvolver resisténcia a

az0is'°2535° mas também a anfotericina B como é caso de C. lusitaniae >*%? e de C. rugosa

3% sendo portanto relevante estudar de futuro estudar mais aprofundadamente estes
isolados.

Dos 1030 isolados de espécies do género Candida, 42 sdo provenientes de produtos
estéreis (como sangue ou liquido ascitico) e 989 de produtos ndo estéreis, no Anexo 1
encontra-se também a distribuicdo dos produtos a partir dos quais se obtiveram os isolados
em estudo. Como se pode observar na Figura 1, em termos da distribuicdo por espécies
verifica-se que C. albicans ocupa o primeiro lugar de espécie mais isolada, com uma
prevaléncia de cerca de 74 % em ambos os tipos de amostras. Em relacdo aos produtos ndo
estéreis C. glabrata (14 %) é a segunda espécie Candida mais prevalente, seguida de C.
parapsilosis (5 %) e C. tropicalis (4 %). O mesmo ndo se observa nos produtos estéreis onde

C. parapsilosis (12 %) ultrapassa a prevaléncia de C. glabrata (10 %) e C. tropicalis (2 %).

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B C. albicans W C. glabrata ® C. parapsilosis C. tropicalis ™ C.krusei ® QOutros

Figura 2 — Frequéncia (%) das espécies de leveduras isoladas a partir de amostras

provenientes de produtos estéreis/ndo estéreis.

As Figuras 3 e 4 apresentam a distribui¢do da prevaléncia por espécie nos diferentes

tipos de amostras analisados, estéreis (Figura 3) ou ndo estéreis (Figura 4).
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Figura 3 — Frequéncia (%) das espécies de leveduras isoladas a partir da de amostras

provenientes produtos de estéreis.
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Figura 4 — Frequéncia (%) das espécies de leveduras isoladas a partir da de amostras

provenientes produtos de ndo estéreis.

Os resultados obtidos mostram que os isolados de C. albicans foram principalmente
recuperados a partir de amostras de exsudados vaginais, de urina assética, de fezes, de pus e
de hemocultura. No caso de C. glabrata os principais locais de isolamento foram exsudados
vaginais e urina assética, referindo ainda que no caso dos produtos estéreis foram recolhidos
trés isolados provenientes de hemoculturas. Um aspecto notavel desta distribuicdo é o facto
de ter sido possivel recuperar C. parapsilosis de doze produtos diferentes, ao passo que no
caso de C. glabrata obteve-se menor diversidade nos isolamentos conforme explorado no
Anexo 2. Obteve-se uma elevada prevaléncia de isolamento de C. tropicalis em amostras de
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urina assética, o que é consistente com o papel descrito para esta levedura na colonizacao do
trato urinario .

Tendo em conta a Figura 3 observa-se ainda que C. albicans constitui a espécie mais
frequentemente isolada nos produtos estéreis, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata e C.
tropicalis. Esta distribuicdo é concordante com a distribuicdo que tem sido reportada nos
estudos epidemioldgicos feitos e que se concentraram essencialmente em amostras de
sangue®’2°2%, No entanto, focando a analise nos isolados provenientes de hemocultura, é C.
glabrata a primeira espécie Candida ndo-albicans.

Em seguida foi analisada a distribuicdo de espécies isoladas nos maiores centros
hospitalares examinados e nos postos de recolha, sendo estes ultimos avaliados como um
todo, estando estes resultados apresentados no grafico da Figura 5, nos quais se abordou a
frequéncia das especies. Para esta analise apenas foram consideradas as espécies de Candida
mais associadas a infecbes, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
krusei. Sendo assim a recolha em cada um destes foi de 211 isolados no Hospital 1, 114 no
Hospital 2, 99 no Hospital 3, 74 no Hospital 4, 66 no Hospital 5 e ainda 467 nos Postos de
Recolha. Os dados recolhidos para esta analise encontram-se detalhados na tabela do Anexo
3.

0
— TR
T

o2
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B C albicans W C. glabrata ® C. parapsilosis C. tropicalis W C. krusei ® Outros

Figura 5 — Frequéncia (%) das espécies de leveduras isoladas nos diferentes hospitais.

A frequéncia de recolha de amostras de C. albicans corresponde a mais de 70 % em

todos os hospitais, chegando aos 91 % no caso do hospital 2. O hospital 5 & uma excecéo,
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pois apresentou a frequéncia mais baixa, com C. albicans a corresponder apenas a 57 % dos
isolados recolhidos. Apesar de variagdes a nivel da frequéncia, C. glabrata foi a espécie
Candida ndo-albicans mais isolada em todos os hospitais, sendo que no Hospital 4
correspondeu apenas 4 % das espécies isoladas, enquanto no Hospital 1 e 2 e nos Postos de
Recolha apresentou uma prevaléncia de mais de 10 % e ainda no Hospital 3 e 5 correspondeu
a mais de 20 %. Nos diferentes hospitais observam-se variacdes no isolamento de C.
parapsilosis e C. tropicalis, referindo-se os Hospitais 2 e 4 onde a distribuicdo de C.
tropicalis foi superior a de C. parapsilosis. Nos hospitais onde se identificou C. krusei
obteve-se o resultado esperado, ou seja, foi a quarta espécie Candida ndo-albicans mais
prevalente. Relativamente as restantes espécies Candida ndo-albicans, todas elas
apresentaram uma frequéncia relativamente baixa. E de referir ainda que em mais de metade
dos hospitais (1, 2 e 3) se encontram as espécies de Candida com maior relevancia no que se
refere ao aumento da prevaléncia de espécies Candida ndo-albicans e que, a nivel geral, é no
Hospital 1, no Hospital 3 e nos Postos de Recolha que se observa a maior concordancia com a

distribuicdo total das espécie observada na Figura 1.

3.2. Prevaléncia de C. africana no conjunto de isolados identificados como C. albicans

A tentativa de identificacdo de isolados desta subespécie de C. albicans foi realizada
para o conjunto de C. albicans recolhidas neste ensaio entre outubro de 2018 e abril de 2019,
perfazendo um total de 764 amostras analisadas. Para tal, os isolados foram crescidos em
meio MMB tendo N-acetilglucosamina como Unica fonte de carbono, uma vez que, C.
africana, ao contrario de C. albicans, ndo apresenta crescimento na presenca deste substrato
37 Os resultados obtidos na identificagdo dos isolados recolhidos entre outubro e abril,
indicam a presenca de vinte e duas estirpes C. africana, correspondendo a uma percentagem
de 2,88 %, que a comparar com o estudo realizado no Reino Unido* (1,8 %) é ligeiramente
mais alta. De entre as C. africana identificadas verificaram-se vinte provenientes de
exsudados vaginais, 0 que é concordante com os estudos anteriormente realizados a nivel
desta levedura. No entanto, detetou-se um isolado de C. africana proveniente do trato
gastrointestinal, nomeadamente fezes, e ainda um isolado proveniente de urina assética, neste
ultimo caso podendo corresponder na mesma a uma colonizacdo vaginal caso o doente de

onde o isolado foi recolhido fosse uma mulher.
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3.3. Avaliacdo da suscetibilidade a antifingicos

A avaliacdo da suscetibilidade a antifingicos dos isolados concentrou-se apenas nos
isolados das espécies C. albicans (n=417) e C. glabrata (n=137) e focalizando a resisténcia a
anfotericina B, voriconazol e fluconazol. No caso dos isolados de C. glabrata foram
efetivamente determinados os MIC de cada isolado e os isolados classificados em sensiveis
ou resistentes conforme as determinacdes recomendadas pela EUCAST, sendo que a
concentracdo de breakpoint de resisténcia para C. glabrata é 1 mg/L para anfotericina B, 4
mg/L para fluconazol e 2 mg/L para voriconazol. Para C. albicans, dado o elevado nimero de
isolados envolvidos, apenas foi feito um profiling fenotipico genérico em que se avaliou a
capacidade dos isolados crescerem na presenca da concentracdo de breakpoint de resisténcia
de cada antifingico (anfotericina B = 1 mg/L, fluconazol = 4 mg/L, voriconazol = 0,125
mg/L). As figuras seguintes mostram a distribui¢do de MICs dos isolados sendo que os dados
usados para a realizacdo destes graficos se encontram nos Anexos 4, 5 e 6, as barras brancas
correspondem a isolados resistentes por serem concentracdes superiores ao breakpoint de
resisténcia. As informacOes acerca de cada isolado testado, seja de C. albicans como de C.
glabrata encontram-se detalhadas nos Anexos 7 e 8
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Figura 6 — Distribuicdo de MIC’s para Anfotericina B segundo os testes de suscetibilidade

efetuados.
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Figura 7 — Distribuicdo de MIC’s para Fluconazol segundo os testes de suscetibilidade

efetuados.
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Figura 8 — Distribuicdo de MIC’s de Voriconazol segundo os testes de suscetibilidade

efetuados.

Pode observar-se, no Figura 6, que no caso da anfotericina B esta apresenta variagoes
ligeiramente distintas daquelas relatadas pelas EUCAST, cujo grafico publicado se encontra
no Anexo 9 sendo o perfil normal dos isolados, pois enquanto nesta Ultima se relata que
maior parte dos isolados tém um valor MIC igual a 0,12 mg/L, neste estudo a maioria
apresentou um valor MIC igual a 0,5 mg/L. Sera preciso verificar com a anélise de um
numero maior de isolados se esta caracteristica € da populagdo de isolados Portugueses da
regido de Lisboa, ou se se deve a algum tipo de enviesamento dos dados. No caso do
fluconazol a distribuicdo MIC obtida neste estudo, que se demonstra na Figura 7, apresenta

valores abaixo do comum, sendo que a maioria dos isolados apresentaram um valor MIC
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distribuido igualmente por 2 mg/L e 4 mg/L, com 1 mg/L em terceiro, no entanto, 0 mesmo
ndo se observa na base de dados da EUCAST, como se pode observar no Anexo 9, onde a
maioria dos isolados se encontram distribuidos por 8 mg/L, 16 mg/L e 4 mg/L (ordem
decrescente). Os dados obtidos para voriconazol, apresentados na Figura 8, quando
comparados com os valores da EUCAST (cujo grafico se encontra no Anexo 9), sao também
ligeiramente diferentes, pois na base de dados observa-se uma maioria de isolados com valor
MIC igual a 0,12 mg/L, seguido de 0,25 mg/L, neste estudo o observado foi 0 inverso, com
isolados com um valor MIC igual a 0,25 mg/L em primeiro lugar.

Apbs a avaliacdo dos testes de suscetibilidade obteve-se um isolado (218) o qual foi
considerado resistente a fluconazol por apresentar um MIC de 64 mg/L, acima do breakpoint
de referéncia que sdo 32 mg/L. Este mesmo isolado, proveniente de um exsudado vaginal,
apresentou resisténcia cruzada por se revelar também resistente a voriconazol. No entanto, no
caso do voriconazol obtiveram-se mais 3 isolados resistentes (31, 457, 458), sendo que um
foi isolado a partir de exsudado faringeo e os outros dois de exsudados vaginais. Este
resultado de aparente resisténcia apenas a voriconazol e ndo a fluconazol é incomum uma vez
que se observa que a maioria dos isolados séo resistentes aos 2 azdis ou apenas a fluconazol.
Sera preciso reavaliar novamente os MICs destes isolados a fluconazol para melhor confirmar
os dados e, caso se confirme a resisténcia exclusiva a voriconazol, serdo precisos estudos

aprofundados para elucidar qual sera 0 mecanismo de resisténcia subjacente.

No caso de C. albicans, nas Figuras 9 e 10 mostra-se um exemplo dos resultados
obtidos no profiling fenotipico efetuado de onde foi possivel recuperar apenas 1 isolado com
capacidade de crescimento na concentracdo de breakpoint de resisténcia de voriconazol e
fluconazol, respetivamente. Este isolado de C. albicans foi isolado a partir de uma amostra de
fezes. No sentido de confirmar a possivel resisténcia deste isolado, realizou-se o método
tradicional EUCAST, determinando-se a concentra¢do MIC. Os resultados obtidos foram 0,5
mg/L para voriconazol e 16 mg/L para fluconazol, ambas acima do breakpoint de referéncia

definido pela EUCAST (0,125 mg/L para voriconazol e 4 mg/L para fluconazol).
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Figura 9 — Resultados obtidos no profiling fenotipico de alguns isolados (voriconazol).
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Figura 10 — Resultados obtidos no profiling fenotipico de alguns isolados (fluconazol).

A analise da suscetibilidade a antifingicos dos isolados examinados revelou que
apenas um dos isolados de espécie C. glabrata era resistente ao fluconazol e voriconazol
obtendo-se uma percentagem de 0,7 % de prevaléncia de resisténcia, encontrando-se abaixo
dos estudos que tem sido reportado noutros estudos epidemioldgicos realizados em
Portugal®”*> como a nivel Mundial'®?%3%86 No caso de C. albicans foi detetado um isolado
com resisténcia cruzada aos azdis, obtendo-se uma prevaléncia de resisténcia de apenas 0,2
%, que tal como C. glabrata é bastante inferior tendo em conta andlises anteriormente

realizadas noutros estudos publicados®1516:29.3066
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3.4. Procura de mutacdes de ganho de funcdo no gene CgPDR1

Na tentativa de perceber qual o mecanismo molecular subjacente a resisténcia do
isolado C. glabrata 218 foi sequenciado o gene CgPdrl desta estirpe e comparada a sua
sequéncia com a da estirpe de referéncia CBS138, através do Clustal Omega. O resultado
dessa comparacdo esta na Figura 11 e as substituices de aminoacidos estdo representadas

com um retangulo vermelho.

{B5135_PDR1 FQTLETTSKSNPGEVEAQKPSTRATKVGKACDSCRRRKIKCNGLEPCPSCTIVGCECTYT (=5

215_PDR1 FQTLETTSKSNPGEVKAQKPSTRRTEVGKACDSCRRRKIKCHGLEPCPSCTIVGCECTYT =55
B e

218_PDR1 DAKSTKNLESNDAGKSKPTGRVSKHKETTAIPKDIRHSEQOYVP INANIHVGPRFPSENT 128

sEprEEfrrrrEtrrrieennneeennney . beeyy EREERRE R R R Ry

CB5138_PDR1 DAKSTKMLESNDAGKSKPTGRYSKHEETT ilKDIR QO WP INANIHVGPRFPSENT 128
CB5138_PDR1 LNGYPOCGAPQNNVYGNP LAVNTQCHRGLSETPMSSTFKESHLRDDRLLQSSDTDDMRNG 18@

215_PDR1 LHGYPOCGAPONNVYENPLAVNTQCHRGLSETPMSSTFEKESHLRDDRLLGSSDTDDMANG 138
B e

CB5138_PDR1 DSEERDLEGSDSENVESKDNESDPLIIVEDDTHIESTYNKLTQAVMNE LKSLONAPSSIKS 248

215_PDR1 DSEERDLEGSDSENVESKDNKSDPLIIYEDDTHIESTWHKL TQAVNE LKSLQNAPSSTKS 2498
B e e e R LT e e e

CB5138_PDR1 SIa‘IELQL?NILDNHKPEVDFEKAKIUESATTKSLETNLLRNKYTWiViLT?F?IHIDY J8a

218_PDR1 SINAIELQLRNILDNWEPEVDFEKAK INESATTEKSLETNLLRNKY THHWVHLTRFRINIDY el

e

CB5138_PDR1 KMNANKNNHFMGECGFSLAESFFASHOPLVDELFGLYSQUVEAFSLOGLGYCWVHLYEPYMET 368

215_PDR1 KHANKNMHFMGECGFSLAESFFASHNQPLVDELFGLYSQVEAFSLOGLGYCVHLYEPYMET 368
B e

CB5138_PDR1 EEAIKLMEETLYIILRFIDICVHHINEESISTANPLETYLREKHLMPMTPTPRESYGESPQ 428

215_PDR1 EEAIKLMKETLYIILRFIDICWVHHINEESISIANPLETYLRKKHLMPMTPTPRSSYGSPQ 428
B e e e R LU e e e

CB5138_PDR1 SASTHKSLVESKIIERIPQPFIESVTHVSSSSTIRSSRRVENVWNIAEHW YK AKTILCYERL 488

218_PDR1 SASTKSLVESKIIERIPQPFIESVTHVSSSSTIRSSRRVENVANIAEHWYKAKTILCYERL 488
B e e P

CB5138_PDR1 RFHCHREIRRRTKWSNCSVHIFVSGRNALSIMLLLSDVIQF L IWDYIHGTSVASSRTACS Gag

218_PDR1 RFHCHRE IRRRTKWSNCSVHIFVSGRNALSIMLLLSDVIQF LIWDY IHGTSVASSRTACS Gag
B e P e e P

CB5138_PDR1 RRILWFEGLECSCCKCKNGFPPLGYLRRLARVDCKEAATMVEVIQLKSOYYEEGFFFCDOY (=5t

218_PDR1 RRILWFKGLECSCCKCKNGFPPLGYLRRLAVDCKEAATMVEVIQLKSOYYEEGFFFCDCY (=5
B L e e

CB5133_FDR1 COLFITDFELWLSGEGYSREY SKANGSCVFRCSNFCPLIRVGPYNSYQWSKIFICIHFYS 668

218_PDR1 COLFITDFELWLSGEEYSREY SKANGSCOVFRCSNFCPLIRVGPYNS YOWSK IFICIHEYS (=1=)
B e e e

CB5133_FDR1 KFRETADIKKPINGNCGWYSLYRDIIGNQKANCKTMGYCIRGDQRNQRRYSSSQIVFELT 728

218_PDR1 KFRETADIKKP INGNCGWYSLYRDL IGNQKANCK TMEYCIRGDQRNQRRYSSSQIVFELT 728
B L e D e e P

CB5133_FDR1 SQIQANQYGROFNCTNGETKIRLANISHEGASQTIALESHNENYPEYGQRLFNCHNNVRILC 788

218_PDR1 SQIQANDYGROFNCTNGE TKIRLANISHEGASQTIALESHNENYPEYGORLFNCNNVRILC JEa
B e e e s

CB5133_FDR1 TIMSVFSYADFFYCEEYGNGOQDOGCS IKISPRNVFAECQSMQPCRSYIQRFFIFFLYYD 848

218_PDR1 TIMSVFSYADFPYCEEYGRGOQDDGCS IKISPRNVE AECQSMOPCRSYIQRFFIFFLYYD 948
B e e e e s

CE5133_FDR1 NFKIDDNRIYANRIDEGRVYEVFSMPPCRSTSDASREKLLLIFFINTADEIWFYWWIQKN 288

218_PDR1 NFKIDDMNRIYANRIDEGRVYEVFSMPPCRSTSDASRSKLLLIFFINVTADEIWFYWWIQKN oaa
B T e e e s

CE5133_FDR1 SRRNDGLOLRPOFGLRGHKNGWIQVNAFLYQCLRYHHRCFQCEES FNGVGEGKFINYTNCT 268

218_PDR1 SRRNDGLOLRPQF GLRGHKVQWIQWVNAFLYQCLRYHHRCFQCEES FHGWGEGKFNYTNCT Sed
B e e e s

CE5133_FDR1 SLIGLKESNAVGFROCSISRGLYTHFCLRAHWGDQREIPSCLSKWIGSANHLFGNFRVOD 1828

218_PDR1 SLIGLKESHNAVGFRQCSISRGLYTHRFCLRAHWGDORSIPSCLSKWIGSANHLFGNFRVIQ 1228
B e e s

CE5133_FDR1 GRFETLPMGPIFCLLY 1e36
218_PDR1 GRFETLPMGPIFCLLY 183s
e

Figura 11 — Alinhamento da sequéncia de CgPDRL1 obtida a partir do isolado 218 com a

sequéncia da estirpe de referéncia CBS138.
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Tabela 5 — Alteracdo da sequéncia de aminoacidos do fator de transcricdo CgPdrl

codificados pelo isolado 218 quando comparado com a estirpe de referéncia CBS138.

5 10 | 35 | 91 | 98 | 143 | 173 | 243 | 274 | 376 | 392 | 555 | 558

CBS138 E S R \% L T D D K R I E G

218 I S N

Na Tabela 5 pode observar-se as 3 mutacGes encontradas, V91l, L98S e D243N. Estas nao
séo atribuiveis a resisténcia uma vez que sao observadas tanto em isolados sensiveis como em
resistentes®®. Dessa forma, os resultados sugerem que este isolado ndo codifica um alelo
ganho de funcdo do CgPdrl pelo que ficam por esclarecer quais 0s mecanismos moleculares

subjacentes ao seu fenotipo de resisténcia.

4. Conclusao

Neste trabalho foi possivel observar que a semelhanca do que se tem observado
noutros centros clinicos em Portugal, também nos centros hospitalares examinados neste
trabalho C. albicans foi a espécie mais predominantemente isolada. Tal como reportado
noutros estudos realizados em Portugal e no Mundo C. albicans é a estirpe mais
frequentemente isolado, podendo atingir frequéncias de isolamento superiores a 70%.
Observou-se também uma elevada prevaléncia de isolamentos de espécies Candida ndo-
albicans, com énfase para C. glabrata e C. parapsilosis. A andlise da distribuicdo das
espécies isoladas nos diferentes hospitais e postos de recolha foi, na sua grande parte, idéntica
ao que sugere um padrdo comum de colonizacdo e de infecdo das espécies de Candida.

A anédlise da suscetibilidade a antifingicos dos isolados examinados revelou que
apenas um dos isolados de espécie C. glabrata era resistente ao fluconazol e voriconazol
obtendo-se uma percentagem de 0,7 % de prevaléncia de resisténcia, encontrando-se abaixo
dos estudos gque tem sido reportado noutros estudos epidemioldgicos realizados em Portugal.
Significativamente, a resisténcia deste isolado ndo pode ser correlacionada com a codificacao
de uma variante ganho de funcao no regulador CgPdrl, mecanismo que tem sido amplamente
descrito como mediando a resisténcia da maior parte dos isolados. Foi também identificado
um isolado de C. albicans resistente a ambos 0s azOis uma vez que apresentou um

crescimento robusto na presenca da concentracdo superiores ao breakpoint de resisténcia.
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Ambos os isolados foram recolhidos a partir de produtos ndo estéreis e que se apresentam
como colonizadores do Homem, reforcando assim a importancia do estudo das leveduras
comensais, pois para além de revelarem resisténcia, no caso de uma situacdo em que estas
evoluissem para uma situagdo de candidemia, seja por uma diminuicdo do sistema autoimune,

seria bastante mais problematica a eliminacdo destas leveduras.
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Anexos

Al. Distribuicéo dos produtos a partir dos quais se obtiveram os isolados em estudo
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A2. Distribuicdo detalhada dos produtos a partir dos quais se isolaram as quatro

principais espécies Candida.

Produto C. albicans | C. glabrata | C. parapsilosis | C. tropicalis
Exsudado Vaginal 573 114 24 23
Urina Asséptica 81 14 9
Fezes 21
Pus 18
Hemocultura 16
Liquido ascitico
Exsudado Uretral
Expetoracéo
Exsudado Auricular
Exsudado Faringeo
Secrecdo Bronquica
Cateter
Bilis
Biopsia
LBA
Liquido Pleural
Lesdo Pele Genital
Faneras
Exsudado do dedo do pé
Les&o do dedo da méo - -
Lesdo da unha da mao - -
Exsudado do Tubo do PEG - - - 1
Outro Produto 13 - 1 -
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A.3. Distribuicao detalhada das espécies recolhidas por Hospital/Posto de Recolha.

Posto de

Recolha Hospital 1 | Hospital 2 | Hospital 3 | Hospital 4 | Hospital 5
C. albicans 347 154 94 58 65 47
C. glabrata 59 32 11 23 3 13
C. parapsilosis 26 9 3 9 2 3
C. tropicallis 16 7 5 5 3 1
C. krusei 6 3 1 2 - -
C. lusitaniae 5 2 - 2 - -
C. kefyr 3 2 - - - 1
C. rugosa 2 1 - - - -
C. dubliniensis 1 1 - - - -
C. famata 1 - - - - -
C. guillermondii 1 - - - - _
C. thermophilla - - - - 1 -
C. nivariensis - - - - - 1
Total 467 211 114 99 74 66
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NuUmero do Isolado

A4. Valor de MIC obtidos por método EUCAST nos isolados deste estudo — Anfotericina B
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A5, Valor de MIC obtidos por método EUCAST nos isolados deste estudo — Fluconazol
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A6. Valor de MIC obtidos por método EUCAST nos isolados deste estudo — VVoriconazol
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A7. Tabela detalhada dos resultados dos testes de avaliagdo de suscetibilidade a

antifangicos para C. albicans

N° de colecdo Produto Hospital Anf.B | Flu. | Vc.
2 Liquido ascitico Hospital 3 S S S
6 Liquido ascitico Hospital 3 S S S
7 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
8 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
9 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
11 Urina Assética Hospital 3 S S S
12 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
13 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
14 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
16 Urina Assética Hospital 4 S S S
17 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
18 Pus Hospital 3 S S S
19 Pus Hospital 4 S S S
20 Urina Assética Hospital 4 S S S
21 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
22 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
23 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
24 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
26 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
28 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
29 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
30 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
32 Exsudado Uretral Posto de Recolha S S S
33 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
34 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
35 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
36 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
37 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
38 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
39 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
41 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
42 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S




44 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
46 Pus Hospital 2 S S S
49 Exsudado Vaginal Hospital 4 S S S
51 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
52 Urina Assética Hospital 3 S S S
53 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
54 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
56 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
58 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
59 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
60 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
61 Urina Assética Hospital 4 S S S
62 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
63 Urina Assética Hospital 3 S S S
64 Fezes Hospital 5 S S S
- Lig. Hospital 4 s s S
Bronqueoalveolar
66 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
67 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
68 Fezes Posto de Recolha S S S
69 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
70 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
71 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
72 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
73 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
74 Urina assética Hospital 3 S S S
75 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
76 Fezes Posto de Recolha S S S
77 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
78 Fezes Posto de Recolha S S S
79 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
80 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
81 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
82 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
83 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
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84 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
85 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
96 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
97 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
98 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
99 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
100 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
101 Cateter Hospital 4 S S S
102 Exsudado Vaginal Hospital 4 S S S
103 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
104 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
105 Exsudado Vaginal Hospital 4 S S S
106 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
107 Exsudado Vaginal Hospital 4 S S S
108 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
109 Urina Assética Hospital 4 S S S
110 Urina Assética Hospital 4 S S S
111 Pus Posto de Recolha S S S
112 Hemocultura Hospital 4 S S S
113 Hemocultura Hospital 4 S S S
114 Hemocultura Hospital 4 S S S
129 Outro Produto Hospital 3 S S S
130 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
131 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
132 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
133 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
134 Urina Assética Hospital 4 S S S
135 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
136 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
137 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
138 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
139 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
140 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
141 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
142 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
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143 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
144 Fezes Hospital 5 S S S
145 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
146 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
147 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
148 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
149 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
150 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
151 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
152 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
153 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
154 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
155 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
156 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
169 Urina Assética Posto de Recolha S S S
170 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
171 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
172 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
173 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
174 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
175 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
176 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
177 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
178 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
179 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
180 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
181 Exsudado Faringeo | Posto de Recolha S S S
182 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
183 Urina Assética Hospital 4 S S S
184 Urina Assética Hospital 4 S S S
191 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
192 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
193 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
194 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
195 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
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196 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
197 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
198 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
199 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
200 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
201 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
202 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
203 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
204 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
205 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
206 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
207 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
208 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
209 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
210 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
211 Fezes Posto de Recolha S S S
212 Fezes Posto de Recolha S S S
213 Exsudado Uretral Hospital 4 S S S
214 Liquido Ascitico Hospital 3 S S S
215 Urina Assética Hospital 3 S S S
249 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
250 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
251 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
252 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
253 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
254 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
255 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
256 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
257 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
258 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
259 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
260 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
261 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
262 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
263 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
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264 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
265 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
266 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
267 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
268 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
269 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
270 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
271 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
272 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
273 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
274 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
275 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
276 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
277 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
278 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
279 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
280 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
281 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
282 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
283 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
284 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
285 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
286 Exsudado Vaginal Hospital 4 S S S
287 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
288 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
289 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
290 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
291 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
292 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
293 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
294 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
295 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
296 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
297 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
298 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
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299 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
300 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
301 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
302 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
303 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
304 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
305 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
306 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
307 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
308 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
309 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
310 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
311 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
312 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
313 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
314 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
315 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
316 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
317 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
318 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
319 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
320 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
321 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
322 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
323 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
324 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
325 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
326 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
327 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
328 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
329 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
330 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
331 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
332 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
333 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
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334 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
335 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
336 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
337 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
338 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
339 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
340 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
341 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
342 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
343 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
344 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
345 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
346 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
347 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
348 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
349 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
350 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
351 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
352 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
353 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
354 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
355 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
356 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
357 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
358 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
359 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
360 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
361 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
362 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
363 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
364 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
365 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
366 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
367 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
368 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
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369 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
370 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
371 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
372 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
373 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
374 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
375 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
376 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
377 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
378 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
379 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
380 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
381 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
382 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
383 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
384 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
385 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
386 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
387 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
388 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
389 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
390 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
391 Urina Assética Hospital 5 S S S
392 Urina Assética Hospital 3 S S S
393 Urina Assética Hospital 3 S S S
394 Urina Assética Hospital 4 S S S
395 Urina Assética Hospital 3 S S S
396 Urina Assética Hospital 1 S S S
397 Urina Assética Posto de Recolha S S S
398 Urina Assética Posto de Recolha S S S
399 Urina Assética Hospital 4 S S S
400 Urina Assética Hospital 3 S S S
401 Urina Assética Hospital 3 S S S
402 Urina Assética Hospital 1 S S S
403 Urina Assética Hospital 4 S S S
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404 Urina Assética Hospital 1 S S S
405 Urina Assética Hospital 4 S S S
406 Urina Assética Hospital 4 S S S
407 Exsudado Auricular Hospital 1 S S S
408 Exsudado Auricular | Posto de Recolha S S S
409 Exsudado Auricular | Posto de Recolha S S S
410 Exsudado Faringeo | Posto de Recolha S S S
411 Exsudado Faringeo | Posto de Recolha S S S
412 Expetoracéo Posto de Recolha S S S
413 Secrecdo Bronquica Hospital 3 S S S
414 Fezes Posto de Recolha S R R
415 Fezes Posto de Recolha S S S
416 Pus Hospital 3 S S S
417 Pus Posto de Recolha S S S
418 Pus Posto de Recolha S S S
419 Bilis Posto de Recolha S S S
420 Liquido Ascitico Posto de Recolha S S S
421 Liquido Ascitico Hospital 4 S S S
422 Liquido Ascitico Posto de Recolha S S S
423 Outro Produto Posto de Recolha S S S
424 Outro Produto Hospital 2 S S S
425 Outro Produto Hospital 1 S S S
426 Outro Produto Posto de Recolha S S S
427 Cateter Hospital 5 S S S
428 Liquido Pleural Hospital 4 S S S
429 Outro Produto Posto de Recolha S S S
430 Hemocultura Hospital 3 S S S
431 Hemocultura Hospital 5 S S S
496 Hemocultura Hospital 1 S S S
497 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
498 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
499 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
500 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
501 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
502 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
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503 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
504 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
505 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
506 Exsudado Vaginal Hospital 3 S S S
507 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
508 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
509 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
510 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
511 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
512 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
513 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
514 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
515 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
516 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
517 Exsudado Vaginal Hospital 4 S S S
518 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
519 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
520 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
521 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
522 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
523 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
524 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
525 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
526 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
527 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
528 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
529 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
530 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
531 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
532 Urina Assética Hospital 4 S S S
533 Urina Assética Hospital 2 S S S
534 Urina Assética Hospital 2 S S S
535 Urina Assética Hospital 1 S S S
536 Urina Assética Hospital 4 S S S
537 Urina Assética Hospital 3 S S S
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538 Fezes Posto de Recolha S S S
539 Outro Produto Posto de Recolha S S S
540 Hemocultura Hospital 2 S S S
551 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
552 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
553 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
554 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
555 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
556 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
557 Exsudado Vaginal Hospital 1 S S S
558 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
559 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
560 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
561 Exsudado Vaginal Hospital 5 S S S
562 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
563 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
564 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
565 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
566 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
567 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
568 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
569 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
570 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
571 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
572 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
573 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
574 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
575 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
576 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
577 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
578 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
579 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
580 Exsudado Vaginal Posto de Recolha S S S
581 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
582 Exsudado Vaginal Hospital 2 S S S
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583

Exsudado Vaginal

Posto de Recolha

584

Exsudado Vaginal

Hospital 1

Legenda:

Anf. B — anfotericina B

Flu — fluconazol

V¢ — voriconazol

S — sensivel

R — resistente
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A8. Tabela detalhada dos resultados dos testes de avaliagdo de suscetibilidade a

antifungicos para C. glabrata

N° de cole¢do Produto Hospital Anf. B Flu Vc
5 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
10 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
15 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
25 Exsudado Vaginal Hospital 4 SDD SDD | SDD
31 Exsudado Faringeo Hospital 5 SDD SDD R
43 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD SDD
45 Exsudado Uretral Hospital 3 SDD SDD SDD
50 Exsudado Uretral Hospital 3 SDD SDD SDD
55 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
57 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
86 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
87 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
88 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
89 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD

120 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
121 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
122 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
123 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
124 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
157 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
158 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
159 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
160 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD | SDD
161 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
162 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
185 Pus Hospital 3 SDD SDD | SDD
186 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD SDD
187 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD SDD
188 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD SDD
189 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
216 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
217 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD

58



218 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD R R

433 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD | SDD
434 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD SDD
435 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD SDD
436 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
437 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
438 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
439 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
440 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
441 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
442 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
443 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
444 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD SDD
445 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
446 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
447 Bilis Posto de Recolha | SDD SDD SDD
448 Fezes Posto de Recolha | SDD SDD | SDD
449 Urina Assética Posto de Recolha | SDD SDD | SDD
450 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD SDD
451 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
452 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD | SDD
453 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD | SDD
454 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
455 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
456 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD SDD
457 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD R

458 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD R

459 Fezes Posto de Recolha | SDD SDD | SDD
541 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
542 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
543 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
544 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
545 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
546 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
547 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
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548 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD SDD
618 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
619 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD SDD
620 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
621 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD SDD
622 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
623 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
624 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD | SDD
625 Hemocultura Hospital 3 SDD SDD | SDD
626 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
627 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
628 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
674 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD | SDD
675 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
676 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD | SDD
677 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
678 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
679 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD SDD
680 Urina Assética Hospital 4 SDD SDD SDD
681 Urina Assética Hospital 4 SDD SDD SDD
682 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD | SDD
724 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
725 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
726 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
727 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
728 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
729 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
779 Exsudado Vaginal Hospital 2 SDD SDD | SDD
780 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
781 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
782 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
783 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
784 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
785 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
786 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD | SDD
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787 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
833 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
834 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
873 Exsudado Vaginal Hospital 3 SDD SDD SDD
874 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
875 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
876 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
877 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
878 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
879 Fezes Posto de Recolha | SDD SDD | SDD
880 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
921 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
922 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
923 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
924 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
925 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD | SDD
926 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
927 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
928 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD SDD
929 Pus Hospital 1 SDD SDD SDD
930 Hemocultura Hospital 1 SDD SDD | SDD
977 Urina Assética Posto de Recolha | SDD SbDD | SDD
978 Urina Assética Posto de Recolha | SDD SbDD | SDD
979 Urina Assética Posto de Recolha | SDD SDD | SDD
980 Urina Assética Hospital 5 SDD SDD SDD
981 Hemocultura Hospital 3 SDD SDD SDD
1009 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
1010 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
1011 Exsudado Vaginal Hospital 5 SDD SDD | SDD
1012 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
1051 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
1052 Exsudado Vaginal Hospital 1 SDD SDD SDD
1053 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
1054 Exsudado Vaginal | Posto de Recolha | SDD SDD SDD
1055 Urina Assética Hospital 3 SDD SDD | SDD
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Legenda:
Anf. B — anfotericina B
Flu — fluconazol
V¢ — voriconazol
R — resistente

SDD - suscetivel dose dependente
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A9. Graficos de distribui¢ao de MIC’s provenientes da base de dados EUCAST.

Amphotericin B / Candida glabrata EUCAST
International MIC Distribution - Reference Database 2019-10-21

MIC distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Fluconazole / Candida glabrata EUCAST
International MIC Distribution - Reference Database 2019-10-21

MIC distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Yoriconazole / Candida glabrata EUCAST
International MIC Distribution - Reference Database 2019-10-21

MIC distributions include collsted data from muttiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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