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RESUMO

KHOURI, S.,LEVEDURAS ISOLADAS DE PACIENTES INTERNADOS EM HOSPITAL
UNIVERSITARIO DA CIDADE DE TAUBATE - SP . 2010. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2010.

Nos ultimos anos, t€ém ocorrido um aumento consideravel das infec¢des fingicas em ambiente hospitalar.
As estimativas da incidéncia das infec¢des causadas por fungos ndo correspondem a realidade, devido as
dificuldades diagnosticas destes microrganismos. Embora as infe¢des fingicas, principalmente leveduras
do género Candida, estejam ganhando importidncia nos pacientes hospitalizados, a grande maioria das
institui¢des ainda ndo estd preparada para o diagndstico destes episddios. O presente trabalho teve como
objetivo realizar um estudo epidemiologico, determinando a ocorréncia leveduras isoladas de diversos
materiais, de diferentes setores em pacientes internados de um Hospital Universitario da regidao do Vale do
Paraiba-SP. Neste estudo foram isoladas 55 cepas de leveduras das 558 amostras analisadas, no periodo de
fevereiro a agosto de 2002. O género Candida ocupou a 2* posicdo (9,85%) em relagdo aos 10
microrganismos mais isolados em amostras positivas com suspeita clinica de infeccao hospitalar. Das
amostras positivas para leveduras, a espécie mais freqliente foi C.albicans com 40,0 %, seguida de C.
tropicalis com 25,5%, C.parapsilosis com 23,6%, C.glabrata com 9,1% e C. norvagensis com 1,8%. A
clinica médica foi o setor que apresentou maior nimero de amostras positivas para leveduras (63,6%),
seguido por UTI neonatal ( 20,0%) e UTI adulto ( 16,4%).Dentre os espécimes clinicos analisados, as
secrecoes ( 47,3%), de um modo geral, foram os que apresentaram maior nimero de amostras positivas
para leveduras, em 2° lugar ponta de sonda ( 29,1%) e em 3° lugar sangue( 12,7%), com predominio de C.
albicans. Dos 38 pacientes que apresentaram cultura positiva para leveduras do género Candida, 26 casos
de colonizacdo foram identificados (68,4%) e 22 casos foram classificados como casos de infeccao
hospitalar ( 57,8%), onde 50% destes casos de pacientes foram a 6bito . Os resultados obtidos demonstram
a importancia da identificagdo correta dos episddios de infec¢do, na caracterizagdo do perfil
epidemiologico,auxiliando assim, no diagndstico e terapéutica destes agentes emergentes.

Palavras chave: Candida sp. Caracterizagdo. Epidemiologia. Infeccdo Nosocomial



ABSTRACT

KHOURIS. Yeasts isolated from patients in HOSPITAL
CITY UNIVERSITY OF Taubaté - SP. 2010. 100f. Thesis (Doctor of Sciences) -
Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, S3o Paulo, 2010.

In recent years, there have been a considerable increase of fungal infections in hospitals.
Estimates of the incidence of fungal infections do not correspond to reality, due to
diagnostic difficulties of these microorganisms. Although fungal infections, especially
Candida species, are gaining importance in hospitalized patients, the vast majority of
institutions are not yet prepared for the diagnosis of these episodes. The present work
aims to perform an epidemiological study, determining the prevalence of these strains
isolated from different materials, different sectors in inpatients of a university hospital
in the region of Vale do Paraiba-SP. In this study we isolated 55 yeast strains from 558
samples in the period from February to August 2002. The genus Candida occupied the
2nd position (9.85%) for the 10 microorganisms isolated from positive samples with
clinical suspicion of nosocomial infection. Samples were positive for yeasts, the most
frequent species was C. albicans with 40.0%, followed by C. tropicalis 25.5% C.
parapsilosis with 23.6% and 9.1% with C. glabrata and C. norvagensis 1.8%. The
medical clinic was the sector that had the greatest number of samples positive for yeast
(63.6%), followed by neonatal ICU (20.0%) and adult ICU (16.4%). Among the clinical
specimens examined, the secretions (47.3%), in general, presented the largest number of
samples positive for yeast, in 2nd place probe tip (29.1%) and blood in 3rd place
(12.7%), predominantly C. albicans. Of the 38 patients who presented positive culture
for Candida species, 26 cases of colonization were identified (68.4%) and 22 cases were
classified as cases of nosocomial infection (57.8%), where 50% of these cases were
patients died. The results demonstrate the importance of correct identification of
episodes of infection, to characterize the epidemiological profile, thereby aiding in the
diagnosis and treatment of these emerging agents.

Keywords: Candida sp., Characterization, Epidemiology, Nosocomial infection



Figura - 9 - PFGE tipo I das amostras de Candida albicans isoladas de um
unico neonato — P17. Linha 1: Padrdo de peso molecular de Saccharomyes
cerevisae (Bio Rad); Linhas 2 a 7: correspondem aos perfis genotipicos —
PFGE tipo I das amostras isoladas da cavidade oral ; Linha 8: corresponde ao
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1 INTRODUCAO

Um organismo, para ser saudavel necessita preservar sua individualidade e interagir
harmoniosamente com o meio em que vive. E importante destacarmos que vivemos em um
ambiente repleto de diferentes seres vivos e nossa sobrevivéncia estd condicionada as
relacdes que estabelecemos com as demais espécies € o meio ambiente. As infec¢des
representam uma forma desarmodnica desta relagdo, do homem com outros organismos
(FERNANDES et al., 2000).

Um consideravel nimero de pacientes pode ser colonizado por espécies de Candida, durante
o periodo de internacdo, porém nem todos, posteriormente, desenvolvem processos
infecciosos (EGGIMAN et al., 2003).

As infecgdes hospitalares constituem um grave problema de Saude Publica, sendo
apontada na estatistica das principais causas de morbidade e mortalidade. O custo adicional
causado, pelas infecgdes hospitalares ¢ extremamente alto, podendo multiplicar varias vezes
os custos adicionais de cada tratamento realizado.

Pacientes hospitalizados em Unidades Intensiva de Tratamento (UTI) apresentam
alto risco de desenvolver infec¢des hospitalares, devido primeiramente, a gravidade do caso,
e depois a grande exposi¢do aos procedimentos invasivos. Outro fator importante, também, ¢
o nimero de profissionais que entram em contato com estes pacientes para ministrar os
devidos cuidados e a maneira com que estes cuidados sdo ministrados. Além de outros
inameros fatores que surgiram, nas ultimas décadas, e fizeram com que as infec¢des
hospitalares aumentassem cada vez mais.

Segundo Fernandes (2000), os avangos médicos, como transplantes, avangos em
quimioterapia, inclusdo de antibioticos de amplo espectro, por um lado alteram

significativamente a historia natural das doengas aumentando a sobrevida dos pacientes, por
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outro lado, resultaram em um grande numero de pacientes com os mecanismos de defesa
alterados ou imunodeprimidos o que levou a populagdo hospitalar ficar altamente
susceptivel as infec¢des causadas por microrganismos oportunistas, onde os fungos se
destacam por causar infecgdes graves e com significativas taxas de mortalidade,
principalmente em ambiente hospitalar (COLOMBO e GUIMARAES, 2003; FERNANDES
et al., 2000).

As infecgdes fungicas nosocomiais tém sido, uma importante causa de mortalidade
em hospitais terciarios durante a ultima década, devido ao aumento de sua incidéncia e a
dificuldade em seu diagnostico (CANTON et al., 2001). No caso de candidiase nosocomial,
vérios fatores contribuiram para aumento de sua freqiiéncia (COLOMBO e GUIMARAES,
2003; REX et al.,1995; ). O maior controle dos choques sépticos e reducao da mortalidade
por bactérias Gram-negativas, tem desencadeado o estabelecimento de uma superinfec¢ao
por leveduras do género Candida. As terapias anti-neoplasicas e processos inflamatdrios, em
geral, contribuiram para agravamento de neutropenia e lesdes em barreiras naturais
existentes em mucosas. Todas estas ocorréncias contribuem, direta ou indiretamente, para a
exposi¢ao maior de pacientes hospitalizados as leveduras e aumentam a vulnerabilidade dos
hospedeiros as infecgdes (PFALLER, et al. 2007; COLOMBO et al., 2006; 2007 ).

As infecgdes fungicas tém aumentado, de forma alarmante nos ultimos anos, sendo
importante causa de morbiletalidade em pacientes hospitalizados. A maioria, das espécies de
fungos envolvidas em doencas humanas, ¢ oportunista causando prejuizos em
imunocomprometidos. Essas infecgdes tém sido reportadas em diversas Instituicdes de
Satde e também em hospitais publicos e privados (SANDVEN et al., 2000).

As doengas infecciosas estdo entrando em uma nova era e atualmente os fungos

representam uma propor¢ao significativa dos patdogenos causadores destas graves infecgoes,
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sendo crucial considerar rapidamente a possibilidade de infec¢ao fungica, em pacientes
hospitalizados, com aumento de sua freqiiéncia e elevadas taxas de mortalidade e morbidade
(PAULA et al., 1999; AGARWAL et al., 2004; BIZARRO et al., 2005;CHANG et al.,
2008). De acordo com Paula et al. (1999), o numero de espécies de leveduras do género
Candida, nas ultimas décadas, vem aumentando progressivamente, constituindo assim, um
grupo dominante de infecgdes fungicas em hospitais. Espécies de Candida sdo responsaveis
por até 78% dos casos de infecgdes nosocomiais por fungos (MAROL e YUCESQY, 2007).

Em revisdo da literatura observa-se que as varias espécies de Candida s3o a quarta ou
terceira principal causa de infeccdo da corrente sangiiinea na América do Norte, associadas a
uma letalidade alta de 40% e particularmente, de 18 a 80% em pacientes neutropénicos.
(EDMOND et al., 1999; NG et al., 2000; FRIDKIN et al., 2006; WENZEL E GENNINGS,
2005).

As espécies de Candida mais comumente isoladas em infec¢des invasivas de
importancia clinica, sdo: Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C
guilliermondii, C. norvegensis, C. rugosa, entre outras (EGGIMANN et al. 2003) .

Embora C. albicans seja o patdogeno mais isolado, em casos clinicos, a incidéncia da
infeccdo de corrente sanguinea por outras espécies tais como, C.tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. lusitaniae tem sido registrada nos ultimos anos (GAGGIANO,
2007; SHIN et al., 2007; WANG et al., 2007; CELEBI et al., 2008). C. parapsilosis tem sido
cada vez mais isolada de sangue de pacientes hospitalizados (LEVIN et al., 1998; RUIZ et
al., 2005; ASBECK et al., 2007; CARTER et al., 2008). A importancia de C. tropicalis ¢é
ressaltada, sendo relatada como agente infeccioso com alta mortalidade e associada com
infeccdo sanguinea. Tem sido também descrita em casos de surtos de candiduria

(WINGARD et al., 1995; JANG et al., 2005; SILVA et al.2007).
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A espécie C. krusei ¢ considerada emergente e tem sido isolada geralmente de
pacientes com cancer (WESTBROOK et al., 2007; HASHEM et al., 2008). C. glabrata se
apresenta em terceiro lugar como causa de infec¢do hospitalar em uma série de estudos.
Ressalta-se a sua ainda a sua resisténcia ao fluconazol e a outros azodis, fato que contribui
com o aumento da infecgdo onde estas drogas sdao utilizadas, em muitos casos, como
profilaxia (PFALLER et al., 1996; SANGUINETTI et al., 2005; HASHEM et al., 2008).
Epidemia por C. guillermondi em pacientes cirirgicos, apds nutricdo parenteral ¢ uso de
cateter também tem sido descrita (MATSUMOTO et al., 2001; MASALA et al., 2004). C.
dubliniensis esta associada com candidiase da mucosa oral em pacientes infectados pelo
HIV (SULLIVAN e COLEMAN, 1997). Esta espécie apresenta caracteristicas morfologicas
e bioquimicas semelhantes a C.albicans, sendo necessaria a utilizagdo de métodos
moleculares para diferencia-las (PARK, 2000; MILAN et al., 2001; CHAVASCO et al.,
2006). Segundo Mariano et al. (2003), na América do Sul, a prevaléncia de isolados de C.
dubliniensis parece ser menor do que aquela demonstrada por paises da América do Norte.
Alguns testes fenotipicos sdo aplicados para a diferenciagdo das duas espécies, como o uso
de “CHROMagar” Candida ¢ capacidade de crescimento a 42 °C (SULLIVAN e
COLEMAN, 1998), gerando resultados parciais. Em um estudo anterior realizado em nosso
laboratério, Matsumoto et al. (2006) realizaram tanto as técnicas fenotipicas e genotipicas e
todas as cepas isoladas foram confirmadas serem C. albicans. Casos de doenga superficial e
invasiva por espécies emergentes, tais como C. famata, C. rugosa tem sido registradas
(HAZEN, 1995; CAGGIANO et al.,, 2007).A mudanca na etiologia das espécies de
leveduras, para alguns autores, esta associada ao uso profilatico do fluconazol, entretanto, as
razdes da diversidade e variabilidade das diferentes espécies tem sido descrita em diversos

estudos, porém gerando controvérsias entre os autores (KREMERY et al., 2002;
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DIMOPOULOS et al., 2008). A resisténcia das espécies nao albicans aos antifungicos,
representa uma mudanga nas estratégias profilaticas e terapéuticas, uma vez que algumas
delas apresentam resisténcia aos antifungicos (GUDLAUSSON et al., 2003; TORTORANO
et al., 2004; DIMOPOULOS et al., 2008).

As espécies, tais como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei também sdo encontradas
nas UTINs (ROILIDES et al., 2003; MANZONI et al., 2007; VENDETUOLLI et al., 2008)
correspondendo a quase 10% das infecgdes fungicas. C. parapsilosis tem se destacado como
causadora de candidiase sistémica neonatal (VENDETUOLLI et al., 2007; GANESAN et
al., 2008). Alguns trabalhos tém descrito C. parapsilosis em UTINs ocupando o segundo
lugar apos C. albicans (SAIMAN et al., 2001; STOLL et al., 2002; FRIDKIN ET al., 2006;.
Entretanto, em outros estudos, a prevaléncia tem mudado de C. albicans para C. parapsilosis
(HUANG et al., 1999; STOLL et al., 2002; BORDERON et al., 2003;RUIZ et al., 2005;
ASBECK et al., 2007).

No Brasil, Matsumoto et al. (2001) realizaram um estudo em um hospital publico
infantil, em S3o0 Paulo ¢ verificaram que de 80 amostras provenientes de sangue e cateter, as
espécies prevalentes foram C. parapsilosis (35%) seguida de C. albicans (20%). Pasqualoto
et al. (2006) realizaram estudo retrospectivo durante o periodo de 9 anos, 1995 a 2003, em
hospital terciario de Porto Alegre e verificaram que 191 pacientes tiveram candidemia,
prevalecendo a espécie C. parapsilosis. Saiman et al. (2001) estudaram os fatores de risco
para a colonizag¢dao por Candida em seis UTINs. Foi realizado estudo retrospectivo de 15
anos de candidemia em UTIN nos Estados Unidos. Em relagdo as espécies de leveduras,
Candida albicans predominou no primeiro periodo, ou seja, de 81 a 90; Candida
parapsilosis predominou no periodo seguinte (91 a 95), sendo responsavel por 60% dos

casos.
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Nos anos 70 e 80, a sepse por bactérias Gram-negativas foi a principal preocupagao
dentre as infec¢des hospitalares. Os principais agentes envolvidos eram a Klebsiella sp.,
Escherichia coli, Enterobater sp. ¢ Pseudomonas sp. Durante os anos 80 e 90 as bactérias
Gram-positivas, particularmente o Staphylococcus sp. e o Enterococcus sp. passaram a ser
as principais causadoras de infecgdes hospitalares. Entretanto, mais recentemente, leveduras
do género Candida tornaram-se a quarta causa principal de sepse hospitalar, ultrapassando a
E. coli (REX et al., 2001) .

E importante ressaltar que ha variagdes geograficas, significativas, no padrio
etioldgico de infecgdes invasivas por Candida spp documentadas em diferentes paises.
Enquanto na América do Norte nota-se o predominio de C. glabrata entre as espécies nao
albicans, na América do Sul, observa-se predominio de Candida parapsilosis e Candida
tropicalis (COLOMBO e GUIMARAES, 2003).

Em um estudo de revisdo, realizado por Colombo ¢ Guimaraes ( 2003), estes autores
relataram que leveduras do género Candida t€m grande importancia pela alta freqiiéncia
com que colonizam e infectam o hospedeiro humano. Espécies de Candida sao encontradas
no tubo gastrointestinal em 20 a 80% da populagdo adulta saudavel. Entre as mulheres, cerca
de 20 a 30% apresentam colonizagdo por Candida na vagina. Estes microorganismos
comensais tornam-se patogénicos caso ocorram alteragdes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro ou o comprometimento de barreiras anatomicas secundariamente a queimadura
ou procedimentos médicos invasivos. Alteracdes dos mecanismos de defesa do hospedeiro
podem ser decorrentes de mudangas fisioldgicas caracteristicas da infancia (prematuridade)
e envelhecimento ou mais freqlientemente, associadas a doencas degenerativas, neoplasicas,
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e imunodepressdo induzida por atos médicos

(DIGNANI et.al., 2003).
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De acordo ainda, com os mesmos autores, as peculiaridades apresentadas por
diferentes espécies de Candida spp, do ponto de vista epidemioldgico, justificam a
necessidade de identificagdo de espécies, destas leveduras quando associadas as doengas
sistémicas. A identificacdo ¢ considerada uma etapa fundamental para a monitorizagdo das
taxas de infec¢cdo hospitalar bem como para a identificacdo precoce de surtos por Candida
(COLOMBO e GUIMARAES, 2003).

O reconhecimento da importancia de investigagdo das infecgdes fungicas
nosocomiais tem levado ao aumento das pesquisas em busca de novos diagnosticos e
terapéuticas para detectar e conduzir melhor esse tipo de micose (PAULA et al., 1999;
MATSUMOTO et al., 2001, 2007; RUIZ et al., 2005; COLOMBO et al., 2006, 2007). Além
disso, as pesquisas mostram a necessidade de um monitoramento epidemioldgico,
juntamente com uma vigilancia continua nos padrdes de sensibilidade aos antifungicos,
assim como mais trabalhos associando resisténcia-sensibilidade as demais caracteristicas
biologicas da levedura.

Os avangos da biologia molecular tem permitido o rapido desenvolvimento de
técnicas de genotipagem molecular para estudos clinicos e epeidemiologicos (Scherer &
Stevens, 1988; Stevens et al., 1990). Uma variedade de métodos sdo utilizados para subtipar
espécies de Candida spp através do DNA, uma vez que ndo existe um método “gold
standard”. A técnica de RAPD (“Random amplified polymorphic DNA”) ou REA
(“Restriction enzyme analyses”) geralmente sdo utilizados para determinar a origem de uma
infeccdo, mas muitas vezes ¢ necessario a utilizagdo de métodos mais reprodutiveis e
discriminatérios como hibridiza¢do por Southern blotting e eletroforese em campo pulsado
(PFGE — Pulsed field gel electrophoresis). Estas técnicas quando aplicadas, em algumas

infecgdes nosocomiais causadas por Candida spp, uma variedade de cepas e espécies podem
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ser identificadas. Além disso ocorre microevolu¢do de espécies de leveduras e cepas
epidemiologicamente relacionadas podem mostrar pequenas diferencas no seu perfil
genotipico criando a incerteza se estas sdo cepas distintas (REISS et al., 1998).

Nos tltimos anos, tém ocorrido um aumento da incidéncia de espécies ndo albicans devido
ao uso abusivo de antibidticos e antifingicos promovendo redugdo da sensibilidade das
cepas frente a estes firmacos (EGGIMAN et al., 2003). Além disso, existem ainda os fatores
de viruléncia desenvolvidos pelo microrganismo que tornam o tratamento mais dificil
(GHANNOUM, 2002) e promovem aumento na ocorréncia de infec¢des por Candida spp
(SOBEL et al., 2002). Os fatores mais comuns descritos por Xisto et al.( 2005) sdo a
antibioticoterapia (100%) e o uso de cateter vesical de demora (92,6%).

Nao existe nenhum teste diagndstico rapido e preciso que permita confirmar com
certeza a presenca de doenca fungica invasiva. Com auséncia de bidpsias de tecido, as
culturas fungicas nem sempre sdo positivas na presenca da doenga invasiva. Além disso, as
culturas positivas ndo significam definitivamente a preseng¢a de doencga invasiva, pois elas
podem representar colonizacdo. Todavia, em pacientes que sdo imunossuprimidos, a
positividade da cultura ¢ altamente correlacionada com doenga invasiva. Assim, em um
paciente de alto risco, a cultura positiva deve ser considerada infec¢do até que se prove o
contrario (REX et al., 2001).

O diagnéstico de candidiases disseminadas apresenta dificuldades e limitagdes. A
melhor ferramenta ¢ a hemocultura, porém ela tem valor limitado, pois até mesmo em
pacientes com neutropenia grave ou imunossuprimidos, com suspeita significativa de
candidemia, as hemoculturas sdo positivas em cerca de 50% dos episddios. Por isso, estdo
sendo estudadas estratégias diagndsticas ndo baseadas em hemoculturas, mas ainda nao foi

encontrada uma alternativa fidedigna (BERENGUER et al.,1993; BORST et al. 2001).
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Em estudo realizado por Mihnss et al. (2005), foram comparados diferentes métodos
fenotipicos para identificagdo de Candida spp, entre eles o API 20C AUX (Biomerieux),
entre outros métodos classicos, utilizando como padrao cepas de leveduras ja identificadas
por PCR (Reagdo em cadeia da polimerase), e concluiram que ndo existe um unico método
capaz de diferenciar todas as espécies, principalmente quando elas possuem caracteristicas
semelhantes, como é o caso de Candida albicans e Candida dubliniensis, por exemplo.
Dependendo da espécie € necessario o uso de pelo menos trés provas fenotipicas diferentes
ou o uso de PCR que pode ser complementado por outro método molecular chamado RFLP
(Restriction fragment lenght polymorphism) que ¢ um método pratico e confiavel quando
comparado aos métodos de identificagdo convencionais (CIRAK et al., 2003).

Cada vez mais, sdo estudados os fatores de viruléncia dos fungos e acredita-se que C.
albicans e outras espécies do género, possuam atributos celulares e moleculares que
conferem a habilidade de causarem infec¢des, dentre as quais, podemos relacionar a
secrecao de exoenzimas, como proteinases e fosfolipases.

Estudos sobre a atividade das proteinases e fosfolipases tem sido relatados com
objetivo de compreender os mecanismos de viruléncia de Candida. O destaque da espécie
como patdogeno estd relacionado a varios fatores incluindo a secrecdo destas enzimas
(SATIB et al., 2002). Esta atividade pode ser monitorada “in vitro” (RUCHEL et al., 1982;
PRICE et al., 1982). Segundo Oksuz et al. (2007), as atividades enzimaticas foram mais
baixas em amostras colonizantes do que em amostras isoladas de infecgdo. Cerikrioglu et al.
(2004), sugerem que a atividade enzimatica, durante a colonizacdo, por longo tempo, pode
contribuir para o desenvolvimento de candidemia.

Durante as ultimas décadas, a incidéncia e a severidade das infecgdes fungicas tém

aumentado significativamente. Estes eventos levaram ao estudo e desenvolvimento de novos
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antifingicos. As principais limitagdes das opgdes terapéuticas atuais incluem: espectro
inadequado de atividade, a falta de eficacia devido a resisténcia crescente, pequeno indice de
tolerancia, interagdes com outras drogas, perfil farmacocinético inadequado e custo
excessivo (LEWIS, KLEPSER e PFALLER, 1998).

No pais, os principais antifungicos utilizados no controle de espécies de Candida sao
os poliénicos, anfotericina B, os azolicos como cetoconazol ¢ miconazol (imidazolicos) ou
itraconazol, fluconazol e voriconazol (triazélicos).

A anfotericina B convencional tem sido utilizada como droga de escolha para
infecgdes por Candida spp em neonatos, mas causa efeitos colaterais severos, como
nefrotoxicidade (BALEY et al., 1984;BLISS et al., 2003). A anfotericina B lipossomal
mostrou-se efetiva e segura no tratamento de neonatos (KREBS et al., 1999; BLISS et al.,
2003).

O uso terapéutico e profilatico de agentes tais como anfotericina B e os azois, menos
toxicos, que sdo freqiientemente administrados por periodos prolongados, tem dado origem a
casos alarmantes de resisténcia aos antifingicos (DIAZ-GUERRA et al., 1998; PFALLER et
al., 1998; PFALLER ET al., 2006; PFALLER et al., 2007). Porém, sabe-se que algumas
espécies de Candida como C. krusei e C. glabrata apresentam susceptibilidade reduzida aos
triazolicos e, desta maneira, os pacientes devem ser tratados com outros antifingicos
(PFALLER et al., 2007; PFALLER et al., 2008). Efeitos colaterais menos sérios do que os
causados pela anfotericina B e a sua facil administragdo tem tornado os azélicos, fArmacos
bastante utilizados. O aumento da ocorréncia de espécies de Candida spp potencialmente
resistentes as drogas azolicas de primeira e segunda geragdes, levou ao desenvolvimento de
novas drogas antifingicas, como o voriconazol, que apresenta um amplo espectro de acdo e

vem mostrando resultados promissores contra espécies de Candida resistentes a outros
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azois, como o fluconazol (DRAGO et al., 2004; PFALLER et al., 2007). Kullberg et al.
(2005) verificaram que o voriconazol ¢ tdo eficaz quanto o esquema da anfotericina seguida
de fluconazol para tratamento de pacientes ndo neutropenicos. O voriconazol é considerado
um farmaco seguro para os neonatos (KOHLI et al., 2008). A caspofungina pertence a uma
nova classe de compostos antiflingicos que inibe a sintese da f-1,3-D-glucana, o maior
componente da parede celular

de leveduras . E a primeira equinocandina a ser lincenciada e seu espectro estd limitado as
espécies de Candida e Aspergillus (MORA-DUARTE et al., 2001; STONE et al., 2002;
WALSH et al., 2002). Estudos tém sido relatados sobre a a¢ao da caspofungina em neonatos
(VASQUEZ et al., 1997, WALSH et al., 2002; LEHNRBECKER e GROLL, 2008).

Para que um antifungico seja considerado ideal ele deve possuir um amplo espectro
de atividade, agdo fungicida ao invés de fungiostatica, estar disponivel em formulagdes oral
e parenteral, causar poucas interacdes medicamentosas, ser seguro em doses eficazes, ser
custo-efetivo e estavel a resisténcia microbiana. Sendo assim, o desenvolvimento de um
agente antifungico ¢ um grande desafio, pois ha poucos alvos potenciais de a¢do que nao
sejam compartilhados pelo fungo e a espécie humana. Além disso, as dificuldades inerentes
ao diagnostico ¢ identificacdo da espécie envolvida prejudicam o desenvolvimento de

estudos populacionais adequados (PFALLER et al., 1998; REX et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

Com base nas consideracdes descritas, o presente estudo teve por objetivos:

1. Identificar as leveduras do género Candida isoladas de pacientes hospitalizados, por

meio de métodos classicos, “kit” comercial API-20C e por Ribotipagem.

2. Diferenciar as cepas de Candida albicans de Candida dubliniensis por métodos

fenotipicos e pelo método de PCR.

3. Verificar a ocorréncia das leveduras do género Candida nos diversos espécimes

clinicos, cateter e sondas de pacientes hospitalizados

4. Comparar a presenca das leveduras do género Candida nos diversos espécimes

clinicos e equipamentos médicos com relacdo a presenca de bactérias

5. Determinar os casos de colonizacdo e de infeccao hospitalar por leveduras.

6. Averiguar a producdo de fatores relacionados a viruléncia (proteases e fosfolipases)

pelas leveduras isoladas.

7. Determinar a sensibilidade das leveduras do género Candida, por meio do método
“E-test”, frente aos antiflingicos: anfotericina B, 5-fluorocitosina, cetoconazol,

itraconazol, fluconazol e voriconazol.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Estudo:

O presente estudo foi realizado no Hospital Universitario de Taubaté (HUT) — Vale
do Paraiba, SP, nas unidades de Terapia Intensiva (UTIs) Adulto (12 leitos) e Neonatal (12
leitos), Oncohematologia Adulto e Infantil (13 leitos), e Clinica Médica (24 leitos),
respectivamente figuras 1, 2, 3 e 4.

O HUT ¢ caracterizado como Hospital Geral de Ensino da Universidade de Taubaté,
de grande porte (170 leitos), localizado na regido do Vale do Paraiba no estado de Sao
Paulo. O hospital atende pacientes do Vale do Paraiba, principalmente os pacientes
provenientes do Sistema Unico de Saude (SUS), vindo de cidades vizinhas da regido do

Vale do Paraiba e regido Serrana.

Figura 1. UTI neonatal do HUT localizado na regido do Vale do Paraiba — SP
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Figura 2. Leito de UTI adulto do HUT localizado na regido do Vale do Paraiba — SP.

Figura 3. Disposi¢do de um quarto de 2 leitos do setor de Clinica Medica do HUT.

localizado na regido do Vale do Paraiba — SP.
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Figura 4. Leito do setor de Oncohematologia do HUT localizado na regido do Vale do

Paraiba — SP.

3.2 Amostras estudadas

3.2.1 Critérios de inclusido
Isolados clinicos de pacientes, adultos, criancas e neonatos, com um periodo de internagao,
nos setores pré — selecionados, superior a 72 horas com suspeita clinica de infec¢do
hospitalar.

3.2.2 Defini¢des dos casos de colonizacio e infec¢iao hospitalar:
O critério para a classificacdo de casos de infeccdo ou colonizagdo foi realizada pelo Centro
de Controle de Infec¢ao Hospitalar (CCIH), do hospital em estudo pela medica responsavel,
Dra. Marina Moreira juntamente com a enfermeira Teresinha Ferreira, responsavel pela
busca ativa, dos casos e compilacdo dos dados, por meio de critérios especificos definidos
pela Centers for Diasease Control and Prevention (C.D.C), americana e da portaria n°2.616
da ANVISA que se baseam em evidéncias clinicas, derivadas da observagao direta do

paciente ou da analise do seu prontudrio, resultados de exames de laboratorio, ressaltando-se
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0s exames microbioldgicos.
Além de critérios gerais importantes, para a classificagdo de infec¢do como:

¢ Quando, na mesma topografia em que foi diagnosticada infeccdo comunitaria, for
isolado um germe diferente, seguido do agravamento das condic¢des clinicas do
paciente, o caso devera ser considerado como infec¢do hospitalar.

¢ Quando se desconhecer o periodo de incuba¢do do microrganismo e ndo houver
evidéncia clinica e/ou dado laboratorial de infeccdo no momento da internagao,
convenciona-se infeccao hospitalar toda manifestacdo clinica de infeccdo que se
apresentar a partir de 72 horas apos a admissao.

e S3o também convencionadas infec¢des hospitalares aquelas manifestadas antes de 72
horas da interna¢do, quando associadas a procedimentos diagnodsticos e/ou
terapéuticos, realizados durante este periodo.

e Os pacientes provenientes de outro hospital que se internam com infec¢do, sdo
considerados portadores de infec¢ao hospitalar do hospital de origem.

Os resultados da distribuicdo das espécies mais encontradas em cada setor analisado, bem
como doenga de base e a classificagdo de infecg¢ao hospitalar e casos de colonizagdo, foram

trabalhados no programa Excel, com realizacao de grafico e tabelas.

3.2.3 Coleta

Foram estudadas 105 amostras de leveduras, isoladas de 954 espécimes clinicos 67
pacientes, de diversos materiais, no periodo de Fevereiro de 2002 a Fevereiro de 2003, com
a aprovagio da Comissio de Etica do HUT (anexo A).

Estes pacientes foram submetidos a um protocolo basico individual de avaliacdo,
sendo registrados dados referentes a idade, sexo, tipo de material a ser analisado, setor de
internacdo, patologia(s) de base, uso de antifungicos, corticoides, radioterapicos,

quimioterapicos e tempo de internacdo dos mesmos (Anexo B).
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As amostras utilizadas fazem parte de um estudo em comum, realizado no estado de
Sao Paulo, entre a Universidade de Sao Paulo (USP), Instituto Adolfo Lutz (IAL) e o
Hospital Universitario de Taubaté (HUT).

Os diversos espécimes clinicos e materiais médicos, foram colhidos de pacientes com
suspeita clinica de infec¢ao hospitalar (tempo de internagdo superior a 72 horas) nos setores
pré - selecionados do HUT. Os dados dos pacientes encontram-se arquivados no Laboratorio
de Microbiologia e no Servigo da Comissdao de Controle de Infecgdo Hospitalar do HUT.

Com a aprovagdo da Comissdo de Etica do HUT (Anexo A), as coletas foram
realizadas, em cada setor selecionado, por profissionais devidamente treinados. O material
coletado foi introduzido, imediatamente, em meio de transporte Stuart (DIFCO), com
excecdo das hemoculturas que foram coletadas em meio de “Brain Heart Infusion” bifasico
(BHI-TIAL). Foram analisados apenas pacientes com suspeita clinica de infec¢do hospitalar
(tempo de internagao superior a 72 horas). Em seguida o material, devidamente identificado,
foi encaminhado ao Laboratorio de Microbiologia do HUT, o qual foi submetido ao registro
e a semeadura em tubo com meio de 4gar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol inclinado
e incubado a 30° C até 5 dias, para posterior identificagio.

Uma alternativa para o isolamento e diferenciacdo da maioria das espécies
patogénicas de Candida foi o uso do CHROMagar, onde ap0s a incubagido a 30° C por 48
horas, as colonias de C. albicans apresentam coloracdo verde, C. tropicalis azul, C.

glabrata, C. krusei, C . lusitaniae e C. guilliermondii rosa, C. parapsilosis e C. lipolytica

coloragdo creme.

Figura5. Obtencao de coldnias de levedura, de C. albicans e C. tropicalis, respectivamente,

apos crescimento em CHROMagar ®, em maior € menor aumento.
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3.2.4 Identificacio das leveduras isoladas
3.2.4.1 Método Classico

Todos os espécimes clinicos positivos para leveduras foram enviados ao setor de
Micologia do Laboratério 1 de Taubaté do Instituto Adolfo Lutz (IAL) duas vezes por
semana, onde foram registrados, analisados e identificados de acordo com o protocolo de
identificacdo de leveduras , segundo técnicas do Manual “The Yeasts”(KURTZMAN e
FELL, 1998) e as amostras de Trichosporon foram identificadas segundo Gueho et al, 1992;
pelo kit comercial API 20 C e pela Ribotipagem.

As culturas positivas, que apresentaram coldnias leveduriformes, foram analisadas
através do exame direto com azul de lactofenol, para a confirmacdo microscopica das
células caracteristicas. Em seguida, foram repicadas em CHROMagar Candida e feitos
tantos repiques quantos fossem as variantes morfologicas apresentadas neste meio, isolando-
se assim as colonias morfologicamente distintas em agar Sabouraud Dextrose (DIFCO) em

placas.

3.2.4.2 M¢étodo Comercial API 20C AUX ( Biomeriex)

E um sistema preciso de identificagdo de leveduras freqiientemente encontrada em
material clinico.

A galeria API 20C AUX consiste em 20 ctpulas contendo substrato desidratado que
permite execucdo de 19 testes de assimilagdo de carboidratos (identificagdao bioquimica).

As cupulas sdo inoculadas e as leveduras somente crescerdo se elas forem capazes de
utilizar cada substrato como Unica fonte de carbono.

A leitura destas reagdes se tem se dd através da comparacdo com o controle de
crescimento (1% cipula controle negativo e a 2* clipula controle positivo), e a identificagdo é
obtida referente a um catdlogo analitico ou usando o programa de informatica de

identificacdo.
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3.2.4.3 Método Molecular - Ribotipagem

Células provenientes de uma cultura fresca foram submetidas ao protocolo
extracdo de do DNA gendmico conforme descrito por Philippsen et al. (2004). Para
identificagdo por similaridade, amplificamos a regido D1/D2 do rDNA 28S. A reacgdo de
PCR foi realizada com o Kit Go Taq (Promega). Para uma reagao de 25 pl, foi utilizado 1X
do tampao para PCR, 3 mM MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM dos iniciadores Uni-f e
Uni-r (DONELLY et al., 1999), 5 ul do produto total de extracdo, 0,2 ul de Taq DNA
polimerase (5U/ul) e dgua desmineralizada esterilizada q.s.p. A amplifica¢do foi realizada
no termociclador Express Thermal Cycler (Hybaid Limited) e constou de uma desnaturagio
inicial a 95°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de: 30 s 2 95°C, 30 s a 58°C e 50 s a 72°C.

Uma vez que tinha — se colonias puras, optamos pelo sequenciamento
direto do produto da PCR, assim, os amplicons foram usados como template para a reacao
de seqiienciamento e foi utilizado o Kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing
(Amersham Biosciences), tanto a reacdo quanto a termociclagem seguiram os padrdes do
manual, alterando-se os primers para os mesmos usados na amplificagdo e com a mesma
concentragcdo. A determinacdo das sequencias foi realizada pelo seqiienciador automatico
ABI 3100 (Applied Biosystems). As configuragdes do aparelho adotadas seguiram as
recomendacoes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram analisadas através do programa SeqMan'™ I
(DNA Star Inc.). As comparacdes dos arquivos foram realizadas com o banco de seqiiéncias
nucléicas ndo redundantes (nr), obtido do banco de dados do GenBank (NCBI)
(<ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db) (atualizado em abril de 2009), utilizando o programa Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al, 1997), configurado na opg¢ao

“blastn”.
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3.3 Fatores relacionados a viruléncia das leveduras
Os testes foram realizados empregando a cepa-padrao de Candida albicans (ICB-12A)

como controle positivo. A atividade enzimatica (Pz) foi mediada segundo Price et al. (1982),
utilizando a razao entre o didmetro da colonia (dc) e o diametro da colonia mais a zona de
precipitagdo (dcp), ou seja, Pz=dc/dcp. Os resultados de Pz foram considerados da seguinte
maneira: (1) negativa (PZ=1), (2) positiva (PZ>0,64 <1,0) e (3) fortemente positiva
(PZ<0,64).

3.3.1 Pesquisa de proteinase

Este estudo foi baseado no procedimento descrito por Ruchel et al, 1982. O meio
basico esterilizado foi resfriado a 50° C, na qual foi adicionado o meio de albumina e entdo,
a mistura foi distribuida em placas de Petri em volume de 20 mL. Apds a solidificacdo da
mistura foram semeados quatro isolados de leveduras por placa com alga de platina
calibrada. As placas foram incubadas a 37° C durante 96 horas. A presenga da enzima foi
detectada pela formagao de um halo claro de degradagdo da albumina ao redor das coldnias
de leveduras. A atividade enzimatica (Pz) foi medida de acordo com a técnica de Price et al,
1982.
3.3.2 Pesquisa de fosfolipase
O meio basico foi preparado contendo 1% de peptona, 2% de dextrose, 6 % de cloreto de
sodio, 0.06% de cloreto de calcio. Este meio foi enriquecido com gema de ovo e
posteriormente distribuido em placas. Foram semeados quatro isolados de leveduras por
placa com alga de platina calibrada. As placas foram incubadas a 37° C durante 96 horas. A
presenga da enzima foi detectada pela formacdo de um halo opaco de precipitagdo ao redor
da colonia de levedura. A atividade enzimatica (Pz) foi medida de acordo com a técnica de

Price et al, 1982 da mesma maneira que para a atividade de proteinase.
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3.4 Teste de sensibilidade aos antifungicos

Determinacao da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos antifungicos — “kit” comercial
Etest (AB Biodisk, Solna, Suécia):

Neste teste foi utilizado o sistema comercial E-test (AB-Biodisk, Solna, Suécia),
incluindo os antifingicos seguintes: fluconazol, itraconazol, cetoconazol, voriconazol,
anfotericina B e 5- Fluorcitosina.

3.4.1 Processamento do teste
Inicialmente, 105 amostras de leveduras foram subcultivadas em agar Sabouraud-dextrose
(Difco) por 24 horas a 37° C. O indculo de cada amostra de levedura foi preparado a partir
de suspensao em salina estéril ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland. A
amostra foi, entdo, semeada em estrias na superficie de placas de Petri contendo agar RPMI
1640 + 2% de glicose + MOPS conforme recomendado pelo fabricante. As fitas do Etest
produzidas pela AB Biodisk (Solna, Suécia) sdo plasticas e contém um gradiente definido e
continuo do antifingico. Cada fita contém um gradiente de concentracio correspondente a
0,016 a 256pg/mL para fluconazol e 0,002 a 32pug/mL para cetoconazol, itraconazol,
voriconazol, anfotericina B e 5 - fluorcitosina. Estas fitas contendo os antifungicos foram
aplicadas cuidadosamente sobre a superficie do dgar e entdo incubadas a 35° C durante 24 —
48 horas. Para controle, foram incluidas no teste, C. parapsilosis ATCC (American type
culture collection) 22019 e C. krusei ATCC 6258.
A leitura do teste foi feita de acordo com as instrugdes da AB Biodisk (1993) considerando a

CIM de cada antifungico para cada uma das amostras.
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3.4.2 Interpretagao dos resultados
O critério de sensibilidade/resisténcia aos antifingicos fluconazol e voriconazol foi aquele
recomendado pelo CLSI (documento M27-A2, 2002 e suplemento M27-S3, 2008) que
preconiza de acordo com a tabela abaixo os seguintes valores de concentragdes de
antifingicos para avaliar a sensibilidade ou resisténcia aos farmacos pela técnica da

microdilui¢ao.

TABELA 1. Interpretacdo do comportamento de cepas de Candida spp. Segundo normas

do CLSI (M27A2 —2002), frente a concentragao dos antifungicos (uL/mL).

Agentes Sensivel Dose
Sensiveis Resistente
antifingicos Dependente Referéncia
Fluconazol <8 16-32 >64 M27-A2/2002
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1 M27-A2 /2002

Anfotericina B -

>2 (sugere-se) M27-A2 /2002
Voriconazol <1 2 >4 M27-S3 /2008

5-fluorcitosina <4 - >32 M27-S3/2008

O critério ndo estipula valores para cetoconazol que ¢ considerada uma droga fungistatica.
Apenas indica que a maioria dos valores sdo encontrados entre 0,03 ¢ 16pug/mL para os
isolados clinicos (M27-A2,CLSI). Neste estudo, valores acima de 16ug/mL foram
considerados como resisténcia.

Para voriconazol, cepas com CIMs acima de 4pg/mL foram consideradas

resistentes,segundo o documento do M27-S3, 2008. Para 5 fluorcitosina, as cepas foram
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consideradas resistentes quando mostravam CIMs maiores que 32 pg/mL (Pfaller et al.,
2008).
3.7 Técnicas para diferenciaciio de C. albicans e C. dubliniensis

3.7.1 Testes Fenotipicos

As amostras identificadas pelo método tradicional como sendo C. albicans foram
semeadas em meio cromogénico (CHROMagar Candida, Difco, EUA) e incubadas a 32° C
por até 3 dias. A presenca de colonia verde clara foi indicativo de C. albicans e colonias
verde escura indicativo de C. dubliniensis. O teste do crescimento a 42° C foi realizado
segundo Sullivan e Coleman, 1998. Amostras que semeadas em agar Sabouraud dextrose
(Difco-Massachussets, EUA) com crescimento a esta temperatura foi sugestivo de C.
albicans e amostras que nao cresceram sugestivas de C. dubliniensis. Para controle positivo

utilizamos a cepa C. albicans ATCC 64548 ¢ C. dubliniensis ATCC 777.

3.7.2 Testes genotipicos
3.7.2.1 Extracdo do DNA das amostras de leveduras para diferenciacio molecular

entre C. albicans e C. dubliniensis.

Foi realizada a técnica de PCR, com extracdo de DNA de acordo com Scherer e
Stevens, 1987. Amostras de C. albicans foram cultivadas em tubos contendo 5 mL de YPD
(“Yeast Peptone Dextrose” — Difco, Detroit, EUA) liquido por 18 horas, sob agitagdo a 37°
C. Apds a incubagdo, o meio liquido contendo o crescimento da levedura foi transferido para
Eppendorf de 1,5mL contendo 1,0 mL de tampao SET (Tris 20mM, EDTA 25mM, NaCl
75mM, pH 8,0) para serem lavadas. Foram entdo adicionados 300uL de lisozima
(Amersham-Pharmacia, EUA) em uma concentracdo de 3,0mg/mL em tampao SET, ¢ os

tubos foram incubados a 37° C durante uma hora. A seguir, cerca de Sul. de RNase a
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10,0mg/mL (Amersham-Pharmacia, EUA) foi adicionada e a mistura foi incubada a 37° C
por 30 minutos. Apo6s, foi acrescentados S0uL. de SDS (Sodium dodecyl sulphate — Sigma,
St. Louis, EUA) a 10% e 10uL de proteinase K a 10,0mg/mL (Invitrogen, Brasil). A mistura
foi incubada a 37° C por uma hora, apds o qual foram acrescentados 150uL de acetato de
sodio (Merck, Germany) a 3 Me mantidos em gelo durante 20 minutos. Cerca de 500uL da
mistura fenol-cloroféormio-alcool isoamilico na propor¢ao 25:24:1 (Amersham-Pharmacia,
EUA) foi adicionada, misturadas 50x por inversdo e cenfrifugadas a 5000 rpm por 30
minutos a tempertura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorf de
1,5mL. A mistura cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 foi adicionada e apds serem 50 vezes
misturados por inversdo, foram centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido em outro Eppendorf com igual volume de alcool
isopropilico (Amersham-Pharmacia). O tubos foram mantidos em gelo seco por 20 minutos.
Os tubos foram centrifugados durante 30 minutos 10000 x g e o sobrenadante descartado.
Etanol a 70% foi adicionado a mistura e centrifugados a 10000 x g durante 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado novamente, ¢ o tubo foi secado a temperatura ambiente. O
DNA presente no sedimento dentro do tubo foi ressuspendido em 25uL de tampao TE 1X (
Tris 0,01M, EDTA ImM e pH 7,5). A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por

dosagem espectrofométrica a 260nm (Beckman DU 640, EUA).

3.7.2.2 Visualiza¢do do DNA extraido

Gel de agarose 0,8% foi preparado com tampao TBE (Tris 0,09M; acido boérico 0,09M,
EDTA 2mM, pHS8,0) 1X. O tampao de corrida foi a solugdo TBE 1X. O gel teve capacidade
para 8 pogos. No primeiro pogo foi depositado a mistura de 1 pL do marcador de peso
molecular — fagol] digerido com Hind III (Amersham-Pharmacia) com 4uL de corante azul

de bromofenol (Invitrogen, Brasil) e 4uLl. de TE. Nos demais pogos foi depositada a mistura
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de S5uL. de DNA da amostra e SuL. de corante. A corrida foi realizada a 90V por 30 minutos,
posteriormente corado com solucdo de 2ug/mL de brometo de etidio (Sugma, St. Louis,
EUA) durante 15 minutos. A visualizagdo do DNA extraido foi realizada com auxilio do
equipamento GEL DOC 1000 sob iluminacdo de luz ultravioleta, com o programa

“Molecular Analyst” (Versao 1.4.1. Bio-Rad).

3.7.2.3 Reagao de PCR

Para a reacdo de PCR foi utilizado dois pares de primers: um para C. albicans ¢ um para C.

dubliniensis (Maranelli et al., 1998).

C. albicans:

Sense: CALS 5° TGT TGC TCT CTC GGG GGC GGC CG ¥’

Anti-sense: NL4ACAL 5° AAG ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG GTA AA 3’

C. dubliniensis:

Sense: CDU2 5° TGT TGC TCT CTC GGG GGC GGC CG 3°

Anti-sense: NL4ACAL 5° AAG ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG GTA AA 3’

Para o preparo do mix de 25uL foram colocados em tudo Eppendorf, tampao com 2mM de
MgCL2 (Biotools, Brasil), 0,2mM de dNTP (Biotools, Brasil), 0,5mM de cada primer
(Invitrogen, Brasil), 1,2U de taq polimerase (Biotools, Brasil), 10ng de DNA da amostra e
H,0 miliQ para completar o volume. A amplificagdo foi realizada em termociclador (MJ

Bio Research, EUA) com a programagao: denaturagao inicial 3° a 98°C seguida de 35 ciclos
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de 1’ a 95°C (denaturagdo); 1,5’ a 52°C (anelamento); 1,5’ a 72°C (extensdo) e extensao
final de 10> a 72°C. A presenca do fragmento amplificado ou ndo foi analizada por
eletroforese em gel de agarose a 1,2% e utilizagdo do peso molecular de 100pb (Invitrogen,
Brasil). O gel foi corado com brometo de etidio (Sigma, St. Louis, EUA) (2ug/mL) e a
visualiza¢do do produto do PCR foi realizada com auxilio do equipamento GEL DOC 1000

TM>,

sob iluminacdo de luz ultravioleta com o programa “Molecular Analyst ( versao 1.4.1.,

Bio Rad) As cepas utilizadas para os testes genotipicos foram os mesmos dos testes

fenotipicos: ATCC 64548 (C. albicans) e 777 (C. dubliniensis)

3.8 Analise Estatistica
Para os dados referentes ao teste de sensibilidade aos antifngicos foi aplicado o teste de
Tuckey e realizada a andlise de varidncia (ANOVA) c nivel de significdncia de 5%. Para os

demais dados, o tratamento estatistico nao se aplicou.
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4 RESULTADOS

Foram analisados 954 espécimes clinicos: liquor, secrecdes diversas, ponta de cateter,
sonda vesical, sangue, liquido ascitico, lavado bronquico, lavado gastrico, intracath, liquido
peritoneal, ulceras por pressao (escaras), fragmento Osseo, das quais 105 foram positivas
para leveduras.

4.1Identificacao por métodos classicos, kit comercial (API 20 C) e ribotipagem:

O resultado da comparacao entre os trés métodos de identificagdo esta representado
no quadro abaixo (quadro 1). A coluna onde aparece % e T refere-se aos resultados do API,
onde: a % ¢ a chance da amostra ser daquela determinada espécie e T um indice de
confianca do resultado, quanto mais préximo de 1 maior ¢ semelhanga com as cepas
controle usadas na validagao do método. Na tltima coluna podemos observar o resultado da
ribotipagem por sequenciamento, para todas elas teve uma porcentagem de 100% de
semelhanca com os dados disponiveis no banco do NCBI e o evalue = 0,0, para o evalue
quanto mais proximo de zero melhor. O célculo do evalue leva em conta varios fatores,
como o tamanho da sequéncia que estamos comparando, quantas identidades foram
encontradas e quantas penalidades foram verificadas. Nesse caso, tivemos 100% de
identidade e nenhuma penalidade, por isso ele deu zero.

Observa-se ainda, uma nao concordancia de identificacdo entre os métodos genotipicos e

molecular em 4 amostras, assinaladas, representando cerca de 3,8% das amostras avaliadas.
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Quadro 1. Comparagao dos métodos de identificagao fenotipicos e genotipicos das amostras

de leveduras.

Identificacido

N° | Cédigo Assimilagﬁ:)/ o API
= | 000 Fermentacao Espécies % T Molecular
1. SK 001 C. albicans C. albicans - - C. albicans
2. SK 002 C. parapsilosis C. parapsilosis 93,6 0,57 C. parapsilosis
3. SK 003 C. albicans C. albicans - - C. albicans
4. SK 004 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
3. SK 005 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
6. SK 006 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
7. SK 007 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 068 C. parapsilosis
8 SK 008 C. albicans C. albicans - - C. albicans
9. SK 009 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
10. | SKO010 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
11.| SKO11 C. albicans C. albicans - - C. albicans
12. | SKO012 C. albicans C. albicans - - C. albicans
13.| SKO013 C. albicans C. albicans - - C. albicans
14. | SK014 C. albicans C. albicans - - C. albicans
15. | SKO015 C. albicans C. albicans - - C. albicans
l6. | SKO016 C. glabrata C. glabrata 99,3 1,0 C. glabrata
SK 017 C. norvagensis C. norvagensis 43,8 1,0 G. capitatun
L7 G. capitatun Ak 1,0
18. SK 18 S.. cerevisiae S.. cerevisiae 81,2 0,92 C. kefyr
19. | SK 19 H. polymorpha H. polymorpha - - O. thermophila
20. | SK?21 T.asahii T.asahii 99,9 0,9 T.asahii
21.| SK020 C. albicans C. albicans - - C. albicans
22| SK022 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
23. | SK023 C. albicans C. albicans - - C. albicans
24. | SK024 C. albicans C. albicans - - C. albicans
25. | SK025 C. albicans C. albicans - - C. albicans
26. | SK026 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
27.| SK027 C. albicans C. albicans - - C. albicans
28. | SK029 C. albicans C. albicans - - C. albicans
29 | SK030 C. albicans C. albicans - - C. albicans
30. | SKO031 C. albicans C. albicans - - C. albicans
31. | SK032 C. glabrata C. glabrata 99,3 1,0 C. glabrata
32| SKO033 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C.tropicalis
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33. | SK034 C. albicans C. albicans - - C. albicans
34. | SKO035 C. albicans C. albicans - - C. albicans
35. | SK036 C. glabrata C. glabrata 99,3 1,0 C. glabrata
36. | SK 037 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C.tropicalis
37.| SKO038 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0.86 C. parapsilosis
38. | SK039 C. glabrata C. glabrata 99,3 1,0 C. glabrata
39 | SK040 C. glabrata C. glabrata 99.3 1,0 C. guilliermondii
40. | SK 041 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
41.| SK042 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
42. | SK 043 C. guilliermondii C. guilliermondii 84,3 1,00 C. guilliermondii
43. | SK 044 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
44. | SK 045 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
45. | SK046 C. albicans C. albicans - - C. albicans
46. | SK 047 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
47.| SK 0438 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
48. | SK 049 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
49 | SK050 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
50. | SKO051 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
51.| SKO052 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
52| SKO053 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0.86 C. parapsilosis
53| SK054 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
54. | SKO055 C. albicans C. albicans - - C. albicans
55. | SKO056 C. albicans C. albicans - - C. albicans
56. | SK057 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
57.| SKO058 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
58. | SKO059 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0.86 C. parapsilosis
59 | SK060 C. albicans C. albicans - - C. albicans
60. | SKO061 C. albicans C. albicans - - C. albicans
61. | SK062 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
62. | SK063 C. guilliermondii C. guilliermondii | 60,3 0,83 C. guilliermondii
63. | SK 064 C. albicans C. albicans - - C. albicans
64. | SK 065 C. albicans C. albicans - - C. albicans
65. | SK 066 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
66. | SK 067 C. tropicalis C. tropicalis 88.9 0,89 C. tropicalis
67. | SKO068 C. albicans C. albicans - - C. albicans
68. | SK 069 C. albicans C. albicans - - C. albicans
SK 070 C. albicans C. albicans - - C. albicans

69.
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70. | SK 071 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
71.| SK072 C. albicans C. albicans - - C. albicans
72| SK073 C. albicans C. albicans - - C. albicans
73. | SK 074 C. albicans C. albicans - - C. albicans
74.| SK 75 C. rugosa C. rugosa 97,1 0,93 C. metarugosa
75.| SK 76 C. rugosa C. rugosa 97,1 0,93 C. metarugosa
76. | SK 077 C. albicans C. albicans - - C. albicans
77. | SKO078 C. albicans C. albicans - - C. albicans
78. | SK079 C. glabrata C. glabrata 99,3 1,0 C. glabrata
79 | SK 080 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0,82 C. parapsilosis
0. | SK 081 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
{1.| SKO082 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
{2 | SK 083 C. tropicalis C. tropicalis 88,9 0,89 C. tropicalis
g3 | SK 084 C. guilliermondii | C. guilliermondii | 99,7 0,99 C. guilliermondii
84. | SK 085 C. albicans C. albicans - - C. albicans
85. | SK 086 C. albicans C. albicans - - C. albicans
86. | SK 087 C. albicans C. albicans - - C. albicans
SK 088 C. krusei C. krusei/ 96,2 1,00 C. krusei
87. inconspicua
88. | SK 089 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0.86 C. parapsilosis
g9 | SK 090 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0.86 C. parapsilosis
00. | SK091 C. albicans C. albicans - - C. albicans
91.| SK92 T.asahii T.asahii 99,9 0,9 T.asahii
92 | SK093 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
03. | SK 094 C. albicans C. albicans - - C. albicans
04. | SK095 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
095. | SK096 C. glabrata C. glabrata 99,3 1,0 C. glabrata
96. | SK 097 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
97| SK098 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0,82 C. parapsilosis
08 | SK 099 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 0,82 C. parapsilosis
099 | SK 100 C. parapsilosis C. parapsilosis 99,9 1,00 C. parapsilosis
100/ SK 101 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
101 SK 102 C. parapsilosis C. parapsilosis 99.9 068 C. parapsilosis
102/ SK 103 C. tropicalis C. tropicalis 95,7 1,0 C. tropicalis
103/ SK 104 C. albicans C. albicans - - C. albicans
104] SK 105 C. albicans C. albicans - - C. albicans

OBS: Amostra SK 28 = foi feito o seqiienciamento: Pichia norvegensis strain TY27 26S ribosomal RNA gene, partial sequence. Score =
837 bits (453), Expect = 0.0; Identities = 453/453 (100%) .

Esses dados estdo dizendo que a possibilidade de ser P. norvengensis ¢ de 100%.
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1. Diferenciacio da cepa de C. albicans e C. dubliniensis:

Testes fenotipicos e genotipicos para a diferenciagdo de C. albicans e C.
dubliniensis. Através dos testes fenotipicos para diferenciar C.albicans de C. dubliniensis,
constatamos que todas as amostras classificadas como C. albicans apresentaram cor verde
claro no meio cromogénico e crescimento a 42° C. Quanto ao teste genotipico, através da
técnica de PCR, obtivemos o produto da reagdo especifico para C. albicans pela presenga da
banda de 175 pb em 100% das amostras. Portanto, ndo ocorreu isolamento de C.

dubliniensis (figura 07)

12345678910 1112 131415 16 171819 20212223 2425262728 2930 313233343536 37 38 39 40 41424344

Figura 7. As trés primeiras amostras sdo os controles: C. dubliniensis ATCC 777; C dubliniensis ATCC 78157
e C. albicans ATCC1023. As demais, sdo de amostras de C. albicans, isoladas de pacientes, que comega no
nimero 1 e termina no nimero 105, ordem crescente ( 4 -44).

Tabela 2. Freqiiéncia e distribuicdo das leveduras isoladas de diferentes materiais clinicos

de pacientes internados no HUT — SP (Fevereiro de 2002 a Fevereiro de 2003).
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Espécies Sangue Cateter Ponta de Secrecdoes Lavado Total
Venoso Sondas Gastrico (n=105)
C. albicans 6 01 6 25 2 40
(7,3%) (1,8%)  (10,9%) (16,4%)  (3,6%)  (40,0%)
C. tropicalis 2 1 13 8 1 25
(0,0%) (1,8%) (9,0%)  (14,6%)  (0,0%)  (25,5%)
C. parapsilosis 6 6 2 7 0 21
(5,5%) (3,6%) (1,8%)  (12,7%)  (0,0%) (21,0%)
C. glabrata 0 0 5 4 0 09
(0,0%) (0,0%) (5,5%) (3,6%) (0,0%) (9,0%)
C. rugosa 0 0 1 0 0 01
(0,0%) (0,0%) (1,8%) (0,0%) (0,0%) (1,0%)
C. norvegensis 0 0 1 0 0 (1,0%
(0,0%) (0,0%) (1,8%) (0,0%) (0,0%) (1,0%)
Total (n=100) 0 4 16 26 2 100
(12,7%)  (7,3%)  (29,1%) (47,3%)  (3,6%) (100,0%)
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Os dados referentes aos testes de sensibilidade aos antifingicos estdo demonstrados na

tabela 3, abaixo.

Tabela 3. Perfil de susceptibilidade de espécies de Candida isoladas de pacientes
hospitalizados em Hospital Universitario de Taubaté — S.P, no periodo de 2002 a 2003.

Espécies Antifingico Variagao CIM 5 CIM o Susceptibilidade

(ng/mL) (ug/mL)  (pug/mL) (%)

Anfotericina B 0.012-0.064 0.011 0.013 100

5-fluorcitosina 0.006->32.0 0.75 50.2 62

Candida albicans Fluconazol 0.047-0.75 0.016 0.056 100
Voriconazol 0.003-0.032 0.0015 0.016 100

Itraconazol 0.006-0.94 0.0045 0.032 100

Ketoconazol 0.004-0.25 0.0036 0.022 ND

Anfotericina B 0.023-4.0 0.09 1.75 92

5-fluorcitosina 0.002-32.0 0.9 44.0 72

Candida tropicalis Fluconazol 0.094-3.0 0.25 1.2 100
Voriconazol 0.006-0.19 0.009 0.01 100

Itraconazol 0.047-8.0 0.18 1.0 72

Ketoconazol 0.01-8.0 0.047 4.0 ND

Anfotericina B 0.012-12.0 0.75 2.0 76

5-fluorcitosina 0.008-32.0 0.0075 52.3 67

Candida parapsilosis Fluconazol 0.125->64.0 0.31 80.0 86
Voriconazol 0.004->4 0.0047 0.094 95

Itraconazol 0.002-16.0 0.025 16.0 76

Ketoconazol 0.002-16.0 0.16 2.0 ND

Anfotericina B 0.004-23.0 0.07 1.0 89

5-fluorcitosina 0.016->32.0 0.17 39.0 78

Candida glabrata Fluconazol 0.094->64.0 60.0 88.0 33
Voriconazol 0.003-0.25 0.0035 1.0 100

Itraconazol 0.016->1.0 0.77 1.36 33

Ketoconazol 0.008->32.0 1.5 54.0 ND

ND, ponto de corte ndo normatizado pelo CLSIL.
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Os isolados de C. parapsilosis analisados frente ao cetoconazol, itraconazol,
fluconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram, respectivamente, CIM média e

desvio padrao de: 0,302 e 0,586; 0,770 e 1,458; 0,072 ¢ 0,088; 2,504 ¢ 3,177.

J& as cepas de C. tropicalis analisadas frente ao cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram, respectivamente, CIM média e desvio

padrdo de: 0,932 ¢ 1,601; 0,602 e 2,123; 0,040 e 0,084; 2,143 e 1,823.

Os isolados de C. glabrata analisados frente ao cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram, respectivamente, CIM média e desvio
padrdo de: 0,400 e 0,548; 0 e 0; 0,15 e 0,335; 3,2 e 7,155. Nao foi analisado o desvio

padrdo e a média da C. norvegensis por ser amostra unica.

Dos antifingicos testados, a 5-fluorocitosina foi a que mais apresentou auséncia do
halo de inibi¢ao, dando CIM > ou igual a 32ug/ml. Em contrapartida, o Itraconazol foi o
antifingico que mais apresentou halo de inibicdo correspondente 2 menor concentracdo do
antifungico ou igual a 0,002pg/ml.

Para a 5-fluorocitosina, 96,4% das amostras apresentaram CIM > 32 pg/ml (maior

valor da escala de leitura).
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Tabela.4 Distribuicao dos pacientes internados, de Fevereiro de 2002 a fevereiro de 2003,
nas unidades de um hospital Universitario segundo as caracteristicas de idade, sexo, fatores
de risco por doenga de base, para ocorréncia de colonizagdo/infeccdo hospitalar por

leveduras (n= 67 pacientes*).

Paciente Casos Positivos
Sexo = Masculino/Feminino 10/28
Idade = Média 45

Doenga de Base

Cancer 08
Diabetes 10
Cirurgias em geral 06
Politraumatismo 05
Outros 09
Uso de Antibidticos 23
Uso de Antifingicos 06
Total de pacientes cateterizados 30
Imunodeprimidos 09
Colonizagao 26
Infec¢dao Hospitalar 22
Obitos em relacdo aos casos de Infeccio 11
Hospitalar
Total

* As 105 amostras representam um total de 67 pacientes, pois de um mesmo paciente se obteve mais de uma s

amostras.
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3 DISCUSSAO

A problematica que envolve este estudo estd na importancia da identificacdo das
leveduras do género Candida e suas espécies para complementagdo do diagndstico clinico
dos casos de infeccdo e colonizagdo, assim como em pesquisas especialmente nacionais
relacionadas a esta levedura.

Previamente a realizacdo dos experimentos, verificou-se as padronizagdes ¢
preconizagdes existentes para sua realizagdo, assim como os fatores importantes a serem
avaliados com relagdo ao tipo de amostra analisada e os dados clinicos dos pacientes.

Como pudemos observar, a prevaléncia de colonizagio/infec¢do foi de 9,85%, onde
justifica a realizacdo de mais pesquisas neste campo para a caracterizagdo desta levedura no
ambiente hospitalar.

Relacionada a distribui¢do dos microrganismos presentes nas suspeitas clinicas de
infecgdo hospitalar, a Candida ocupa a 2" posicdo, evidenciando ainda mais a relevancia da
investigagdo para esta levedura.

Comparando-se o numero total de amostras positivas obtidas no periodo estudado
com os setores, pudemos observar um significativo nimero de amostras do setor de Clinica
Médica em relagdo aos demais setores estudados: UTI neonatal, UTI adulto e
Oncohematologia, ndo tendo, infelizmente literatura que indique a distribui¢ao dos setores
em relacdo as leveduras encontradas.

Em estudo realizado por RODERO et al. (1999), a distribui¢ao das espécies obtidas
de diversos materiais clinicos foi: C. albicans (50,6%), C. tropicalis (22,5%), C.
parapsilosis (20,2%), C. krusei (3,4%), C. glabrata (2,2%) e Debaryomyces krusei (1,1%),
similar ao nosso trabalho onde as espécies identificadas foram C. albicans (40,0%), C.

tropicalis (25,5%), C. parapsilosis (23,6%), C. glabrata (9,1%) e C. norvegensis (1,8%),
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observando-se que a C. krusei ndo foi encontrada em nossas pesquisas, mesmo sendo esta
integrante das principais espécies de interesse médico encontradas na literatura (VOSS et al.,
1996; PFALLER et al., 1998).

Da mesma forma que encontramos na literatura (ABI-SAID et al., 1997), a Candida-
ndo-albicans tem demonstrado uma prevaléncia maior que a Candida albicans, com
resultado de 60,0% para Candida-ndo-albicans e 40,0% para Candida albicans dos
episodios, em nossa pesquisa e, 63,0% para Candida-ndao-albicans e 37,0% para os
episodios de Candida albicans no estudo realizados por COLOMBO et al. (1999),
mostrando assim a necessidade da identificagdo das espécies, visto que o tratamento
antifungico ¢ diferente entre as espécies de Candida devido a resisténcia aos antifingicos
existentes.

A metodologia para o estabelecimento das CIMs de microrganismos, frente a
diferentes antibioticos sempre foi tema de discussdo, devido a importancia de uma boa
reprodutibilidade de dados entre diferentes laboratdrios (COLOMBO et al., 1995).

Em contraste aos resultados obtidos na rotina laboratorial comparando o “Etest”
contendo antibacterianos com os métodos de referéncias do NCCLS (“National Comittee for
Clinical Laboratory”), hd poucas informagdes sobre o desempenho do “Etest” com
antifungicos .

Os antifungicos realizados pelo método da fita de “Etest”, demonstraram ser praticos,
rapidos e apropriados para a rotina de laboratorio, especialmente em emergéncias clinicas.

Em nosso estudo, observarmos o feito “trailling” (microcolonias dentro do halo de
inibi¢do) frente aos compostos azolicos (Anexo 6). No entanto estes resultados nao

chegaram a constituir um problema na determinacdo das CIMs.
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Para facilitar o uso do “Etest” em isolados clinicos de leveduras e, permitir a
comparagdo dos resultados entre tais estudos, o desenvolvimento de uma metodologia
padronizada ¢ de grande prioridade. Além disso, estudos multicéntricos de varias amostras
de Candida sp. sdo necessarios para avaliar a eficacia do “Etest”( PFALLER et al., 1996 ).

Pudemos observar que, 96,4% das amostras se apresentaram “resistentes” a 5-
fuorocitosina, pelo grande nimero de amostras com auséncia do halo de inibigao fungica, da
mesma forma que encontrada em literatura, onde por este motivo, essa droga quase nunca ¢é
utilizada sozinha na terapia antifingica (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

C. albicans ¢ a levedura mais isolada nas colonizac¢des, mas também ¢ a espécie mais
invasiva ¢ foi descrita sendo a mais sensivel ao fluconazol com CIM 90 <Iug/mL
(SAFDAR et al., 2001). Em nosso estudo, a maior CIM 50 para o fluconazol foi encontrada
nas amostras de C. albicans, seguida de C. parapsilosis e C. krusei. Porém, a maior CIM 90
para fluconazol foi observada para C. krusei, seguida de C. albicans e C. parapsilosis.
Apesar de C. krusei ser uma espécie relatada como intrinsicamente resistente ao fluconazol
(WINGARD et al., 1991) o teste “in vitro” mostrou sensibilidade das amostras frente a este
antifungico. Estes dados corroboram com os achados de MATSUMOTO et al, 2001;
MATSUMOTO et al., 2007). Estas cepas deverdo ser melhor estudadas e podemos realizar
outros testes de sensibilidade “in vitro” como o CLSI e EUCAST. O fluconazol ¢ o azol
mais estudado em neonatos, incluindo sua farmacocinética (SAXEN et al., 1993). A
dosagem utilizada neonatos foi descrita em estudo empregando este farmaco como
profilatico durante, uma epidemia por C. parapsilosis. (SAXEN et al., 1995).

Convém salientar que as maiores CIMs foram encontradas em amostras provenientes
do sangue e cateter. Apesar dos valores serem menores que 1pug/mL ¢ importante relatarmos

os dados obtidos uma vez que a administragdo de antifingicos, especialmente do fluconazol,
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tem sido descrita como uma forma de reduzir a colonizacdo e, consequentemente, a infec¢ao
por leveduras ( BERTINI et al., 2005; HEALY et al., 2005). C. glabrata ¢ C. parapsilosis
vém mostrando resisténcia apos exposi¢do ao fluconazol fato que pode modificar a
prevaléncia de C. albicans por espécies nao albicans (CASTAGNOLA et al., 2004). Porém,
ha controvérsias, conforme Manzoni et al. (2008) t€ém relatado o uso de fluconazol como
um antifingico que ndo seleciona cepas resistentes. E importante ressaltar que o uso
profilatico por antiftingicos deve ser melhor estudado levando-se em conta a gravidade do
estado geral do neonato. J4 tem sido descrito casos de infecgdo por fungos filamentosos em
substituicao as infecg¢des por Candida spp devido ao amplo uso de triazolicos em pacientes
imunocomprometidos (CASTAGNOLA et al.,2004).

As amostras de C. parapsilosis mostraram maior CIM 50 para anfotericina B, ¢ maior
CIM 90 para fluconazol. Pappas et al. (2004) relataram que anfotericina B e fluconazol sdo
as drogas de escolha para tratar candidemia em neonatos. A anfotericina B deoxicolato ¢
nefrotoxica e esta toxicidade para os neonatos ¢ similar a dos adultos (FRATTARELLI et
al., 2004). As formulacdes lipidicas da anfotericina s3o indicadas como tratamento de
primeira linha, bastante utilizado por neonatologistas, quando pacientes de alto risco
desenvolvem intolerancia a anfotericina B, ou quando apresentam outros problemas,
inclusive insuficiéncia renal. (ROWEN, 2001; RUEDA, 2006).

Krebs et al., 1999 avaliaram a eficacia da formulagao lipidica da anfotericina B em
neonatos com candidiase sistémica, durante o periodo de 1994 a 1996. Concluiram que o
tratamento com formulacao lipidica foi mais efetivo e com diminui¢do dos efeitos colaterais
em comparagdo com o uso da anfotericina convencional.

A CIM 50 do voriconazol foi maior frente a C. albicans. O voriconazol ¢ um

derivado sintético do fluconazol e tem sido ativo contra cepas de C. krusei e C. glabrata.
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Tem tem sido descrito como um farmaco seguro em neonatos ( KULLBERG et al., 2005;
KOHLI et al., 2008).

A maior CIM 50 do itraconazol foi averiguada em C. krusei. Este antifingico assim,
como cetoconazol raramente sdo utilizados em neonatos ( ROWEN, 2001). Itraconazol ¢
uma droga recente em relagdo ao cetoconazol e provoca menos hepatotoxicidade. Porém
ambos tem demonstrado efeito fungistatico o que ndo justifica substituir a anfotericina B em
associa¢do com fluconazol no tratamento dos neonatos ( BLISS et al., 2003).

Os pacientes que mais apresentaram colonizacdo e infec¢do de leveduras encontrados
foram aqueles possuiam doencas de base, faziam uso de antibioticos, tinham cateter venoso,
da mesma forma que relatada em estudo realizado por LUNEL et al. (1999), sendo que dos
casos de infec¢do hospitalar 50% dos pacientes foram a o6bito.

O “E-test” ¢ um método comercial aprovado pelo “Food Drug Administration” (FDA) o
qual apresenta uma boa correlagdo com a metodologia de referéncia. Este método pode ser
aplicado dentro da pratica laboratorial. Atualmente, ¢ importante ressaltar, que este teste esta
em fase final de implementagdo em rotina laboratorial de varios hospitais (MOTTA, A.L. et

al, 2010).
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5 CONCLUSOES

= Os resultados obtidos através dos exames laboratoriais executados das amostras
biologicas dos pacientes internados no HUT com suspeita de infec¢ao hospitalar no
periodo de Fevereiro de 2002 a fevereiro de 2003, revelaram que leveduras do género
Candida ocuparam a 2° posi¢do dentre os agentes isolados, sendo responsavel por 9,85%

de positividade para infec¢ao e colonizagao.

= Pudemos observar que a unidade de Clinica Médica foi o setor de onde se obteve mais
amostras positivas para leveduras (63,6%), seguido por UTI neonatal (20%) e UTI
adulto (16,4%), sendo que, da Oncohematologia nido obtivemos amostra positiva,
podendo este fato estar relacionado ao numero reduzido de amostras que obtivemos

desta unidade.

= Das amostras analisadas positivas para leveduras, observou-se que a Candida albicans
apresenta a maior prevaléncia, seguida da C. tropicalis e C. parapsilosis. No entanto,
torna-se relevante expor que as leveduras nao- albicans superaram a C. albicans em

60% das amostras.

= Secrecdes de sitios variados, foram os materiais bioldgicos mais freqiientes de amostras
positivas para Candida (47,3%), sendo as leveduras comumente identificadas: C.

albicans (16,4%), C. tropicalis (14,6%) e C. parapsilosis (12,7%).

= As pontas de sonda analisadas ocuparam o segundo lugar dos materiais bioldgicos
positivos para leveduras analisados (29,1%), sendo os agentes mais encontrados C.
albicans (10,9%) e C. tropicalis (9,0%) seguidos em menor percentagem pela C.

glabrata (5,5%), C. parapsilosis (1,8%) e C. norvegensis (1,8%).

= (. albicans esteve presente na totalidade dos casos positivos envolvendo lavado géstrico

(3,6%).
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C. parapsilosis foi o agente mais freqlientemente isolado de cateter venoso (3,6%),

seguido de C. albicans (1,8%) e C. tropicalis (1,8%).

Desta maneira, evidenciou-se que os achados laboratoriais sdo de grande importancia
para a complementacdo do diagnostico clinico de candidose, no que se refere a

identificacao das espécies e tratamento a ser empregado.

Cepas de C. albicans isoladas dos diversos materiais clinicos analisadas frente ao
cetoconazol, itraconazol, fluconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram,
respectivamente, CIM média e desvio padrao de: 0,129 e 0,329; 0,396 ¢ 1,275; 0,067 ¢
0,080; 0,853 ¢ 0,642.

Os isolados de C. parapsilosis analisados frente ao cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram, respectivamente, CIM média e desvio

padrdo de: 0,302 e 0,586; 0,770 e 1,458; 0,072 e 0,088; 2,504 e 3,177.

Ja as cepas de C. tropicalis analisadas frente ao cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram, respectivamente, CIM média e desvio

padrdo de: 0,932 ¢ 1,601; 0,602 e 2,123; 0,040 e 0,084; 2,143 e 1,823.

Os isolados de C. glabrata analisados frente ao cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
anfotericina B e 5-fluorocitosina apresentaram, respectivamente, CIM média e desvio

padrdo de: 0,400 e 0,548; 0e0; 0,15¢ 0,335;3,2 e 7,155.

Nao foi analisado o desvio padrao e a média da C. norvegensis por ser amostra unica.

Dos antifingicos testados, a 5-fluorocitosina foi a que mais apresentou auséncia do halo
de inibi¢do, dando CIM > ou igual a 32ug/ml. Em contrapartida, o Itraconazol foi o
antifingico que mais apresentou halo de inibi¢cdo correspondente & menor concentracdo

do antifingico ou igual a 0,002pg/ml.
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= Para a 5-fluorocitosina, 96,4% das amostras apresentaram CIM > 32 pg/ml (maior valor

da escala de leitura).

= Observou-se um grande nimero de colonizacdo por leveduras do género Candida e, dos
casos de infeccdo hospitalar, 50% dos pacientes evoluiram ao dbito, denotando a
importancia da identificagdo dos casos e da existéncia de padronizagdes de medidas

preventivas de infecc¢ao para estes fungos emergentes.

Consideragdes finais

Estas e muitas outras questdes constituem o inicio de uma atividade essencial no
controle de infecgdes hospitalares que seria a normatizagao dos procedimentos bésicos.

Para cada cuidado prestado direta ou indiretamente ao paciente deve ser avaliado
quanto ao potencial de transmissdo de infec¢des, devendo-se no planejamento desta
atividade levar-se em conta o risco, elaborando-se uma padroniza¢ao adequada. Todos os
funcionarios devem ser continuamente reciclados nas medidas de controle, contribuindo
para que cada um perceba seu papel no processo de cura do paciente.

Através da Sistematizagdo da Assisténcia de Enfermagem (SAE), onde o enfermeiro
determina o estado de satde e identifica quaisquer problemas reais ou potenciais do
paciente, diagnosticando e planejando a conduta a ser implementada; o enfermeiro pode
avaliar todos os cuidados prestados direta ou indiretamente ao paciente a fim de se
identificar problemas e apontar solu¢des, medir o risco de aquisicdo de infeccdo hospitalar,
avaliando prioridades para o seu controle, sendo que, para o sucesso de um programa de
controle de infecgdes hospitalares a integracdo das normas propostas para o controle e da
pratica individual de cada profissional de saude ¢ fundamental, e como resultado final

teremos a qualidade da assisténcia ao paciente.
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Como a maioria das instituicdes ndo estd preparada para intervir nos episodios de
candidiases e, através deste trabalho apresentamos as caracteristicas das leveduras do género
Candida assim como o perfil dos pacientes envolvidos neste episddios, servindo como base
para os profissionais de satde, visto que ndo existe atualmente uma padronizacdo das
medidas de prevencdo e controle especificas para fungos sendo que estes ocupam uma
posicdo de destaque perante os achados clinicos/laboratoriais e, o conhecimento e
reconhecimento deste patdégeno ¢ de suma importancia no que tange a qualidade da

assisténcia de uma institui¢ao.
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ANEXO A

FUNDAGAO UNIVERSITARIA DE SRUDE DE TRUBATE
COMISSAO DE ETICA MEDICA

PARECER DA COMISSAO DE ETICA MEDICA SOBRE O PROJETO DE
PESQUISA “INFECCAO NOSOCOMIAL POR LEVEDURAS DO GENERO

CANDIDA”

A Sra. Sénia Khouri, Auxiliar de Ensino da UNIVAP -
Universidade do Vale do Paraiba.

Em resposta a vossa solicitagdo de parecer da Comissio de Etica
Meédica do Hospital Universitario de Taubaté, sobre o trabalho acima, que
contard com a sua participagdo, vimos por meio deste comunicar que o
protocolo deste trabalho foi por noés analisado, ¢ a ele conferimos a nossa
aprovagdo integral, visto que respeita todos os principios éticos fundamentais da
pesquisa biomédica, sem risco; devendo constar no mesmo, para cada paciente,

o Termo de Consentimento Pés-Informado.

Taubaté, 23 de agosto de 2001.

hissgo de Etica Médica

¥

Presidente da ¢



ANEXO B

BUSCA ATIVA
Ficha Simplificada

Paciente: RG: Leito

Clinica; Data de Internacéo: / / Alta: / /

Diagnéstico:
HD:

Evolugao:

Infeccao Hospitalar: ( ) nao ( )sim Data / /

Sitio Infeccioso:

Dispositivo Relacionado:
inicio e § inicio i inicio | inicio e,

término I término i f término f ! término TEN ),

Tipo de cirurgia e data quanto ao potencial de contaminagao:

ol /
e
Antibidtico:
inicio [/ inicio __ [/ inicio __/___
término ___ [ término [/ término [
inicio _ [ inicio ___ [/ inicio ___ [
término [ término /[ término [
Agente Isolado: Sitio:
Agente Isolado: Sitio:
Agente Isolado: Sitio:

Agente Isolado: Sitio:




