PAULA REGINA CAZARES VIANI

Candida provenientes de INFECCAO HOSPITALAR ISOLADAS
DE PACIENTES INTERNADOS EM HOSPITAL INFANTIL DO
ESTADO DE SAO PAULO E AVALIADAS POR
MARCADORES FENOTIPICOS

Dissertacéo apresentada ao
Programa de P6s-Graduagdo em
Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Sao Paulo
2007




PAULA REGINA CAZARES VIANI

INFECCAO HOSPITALAR POR Candida ISOLADAS DE PACIENTES
INTERNADOS, PROFISSIONAIS DA SAUDE E AMBIENTE
HOSPITALAR EM HOSPITAL INFANTIL DO ESTADO DE SAO PAULO
E AVALIADA POR MARCADORES FENOTIPICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Microbiologia

do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para obtencéo
do Titulo de Mestre em Ciéncias.

Sao Paulo
2007




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Paula Regina Viani.

Titulo da Dissertacgéo: Candida provenientes de infeccdo hospitalar isoladas de
pacientes internados em hospital infantil do estado de sdo
paulo e avaliadas por marcadores fenotipicos.

Orientador(a): Claudete Rodrigues Paula.
A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertacdo de Mestrado,
em sessao publica realizada a ............... Lo, Lo, ,
() Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)
Examinador(a): F TS T (= S
[N (o] 1 1 PR UPPPPR
LTS 11 (1T T SRR
Examinador(a): ASSINALUIA ©eeiiiiiiiiiiee et ettt e e e e s sabbeee e e s snbbeaaee s
N OB, et
LTS 11 (Lo SR
Presidente: ASSINALUA ..eeiiiiiiieiee ettt e e e e et e e e s nea e as
NOMIE: et

LTS 1] (Lo T SR



Resumo

VIANI, P.R.C. Candida provenientes de infecgdo hospitalar isoladas de pacientes
internados em hospital infantil do estado de S&o Paulo e avaliadas por marcadores
fenotipicos. 2007. 68.f. Dissertacdo (Mestrado em ciéncias) — Instituto de Ciéncias

Biomédicas , Universidade de Sdo Paulo, 2007.

Este estudo avaliou a incidéncia e distribuicdo de Candida spp. isoladas de casos de
infeccdo hospitalar no periodo entre 2005 to 2007, em um hospital pablico infantil, em Séo
Paulo. Brasil. As amostras foram isoladas de sangue, urina e outros materiais bioldgicos
(36,6%, 37,12% e 26,52%, respectivamente). As analises micromorfologicas e bioquimicas
revelaram que a distribuicdo por espécie foi 62,12% Candida albicans, 37,88% néo-
albicans. Uma maior incidéncia de amostras de C. albicans foi observada em casos de
candidaria (53,62%) enquanto espécies ndo-albicans foram mais prevalentes em
candidemia (71,43%) (p < 0.05). A respeito da producdo enzimatica, 68,94%, 47,73%,
65,91% e 66,67% foram positivas para proteinase, fosfolipase, lipase e hemolisina. Em
relacdo aos antifungicos, para Anfotericina B, 96,97% dos isolados mostraram e para 5-
fluorcitosina foi observado o maior indice de resisténcia. Os fatores de risco identificados
para candidemia hospitalar foram as doengas pré-existentes, terapia antibidtica de largo

espectro e a presencga de cateter venoso central.

Palavras — chaves. Candida, infec¢do hospitalar, enzimas, antifungicos.
Financiamento: FAPESP, CAPES



Abstract

VIANI, P.R.C. Candida nosocomial infections at a public children’s hospital in Sdo Paulo
evaluated by fenotipic markers. 2007. 68f. Master Thesis (Science) — Instituto de Ciéncias

Biomédicas , Universidade de Sdo Paulo, 2007.

This study evaluated the incidence and distribution of Candida spp. identified from cases
of nosocomial infection in the period from 2005 to 2007, in a public children’s hospital in
Sdo Paulo, Brazil. The strains were isolated from the blood, urine and other biological
specimens (36,6%, 37,12% and 26,52%, respectively). Micromorphological and
biochemical analyses revealed that the overall distribution by species was 62,12% Candida
albicans, 37,88% non-albicans. A higher incidence of C. albicans strains was observed in
cases of candiduria (53,62%) while non-albicans species were more prevalent in cases of
candidemia (71,43%) (p < 0.05). Concernig the production of enzymes, 68,94%, 47,73%,
65,91% and 66,67% presented positive proteinase, phospholipase, lipase and hemolin
activity. In relation to antifungal for the Amphotericin B, 96,97% of isolates showed
sensitivity and for 5- fluorocytosine was observed the biggest index of resistence. The Risk
factors identified for nosocomial candidemia was underlying disease, therapy with broad-

spectrum antibiotics and the presence of a central venous catheter.

Key words: Candida, nosocomial infection, enzymes, antifungal agent.
Suported by FAPESP, CAPES
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Introducéo
1.1. Infeccdo Hospitalar por Candida sp

Infeccdo hospitalar € aquela adquirida apés a admissdo do paciente e que se
manifesta durante a internacdo ou apos a alta, quando puder ser relacionada com a
internacdo ou procedimentos hospitalares (Montelli, 2000). A aquisicdo de infeccdo
hospitalar depende de uma complexa interacdo entre hospedeiro susceptivel e o agente
infeccioso. Os fatores referentes ao patdgeno incluem dose do indculo suficiente para
causar infeccdo, patogenicidade e viruléncia. O controle da infeccdo fungica hospitalar
requer conhecimento do hospital como um complexo ecossistema (Ghannoum & Abu-
Eleen, 1990).

As manifestacdes clinicas das infec¢des fungicas nosocomiais podem se apresentar
sob diversas formas: infeccdo de corrente sanguinea (fungemia), infeccdo do trato
urinario (ITU), infeccdo de ferida cirurgica, abscessos cutaneos relacionados a insercao
de cateter, infeccdo de masculo cardiaco, entre outras (Javis, 1995; Freid et al., 1999;
Christensen et al., 2000; Silva, 2005)

As infeccbes hospitalares constituem graves problemas de Sadde Publica, e estdo
entre as principais causas de morbidade e mortalidade no ser humano, acarretando
aumento no tempo de hospitalizacdo e, consequentemente, gerando elevados custos
adicionais para o tratamento do doente (Barchiesi et al, 2004). Os programas de
Vigilancia Epidemioldgica dos Estados Unidos tém demonstrado que 5 a 10% dos
pacientes que ingressam em hospitais adquirem uma infec¢do nosocomial. (Lacaz et al,
2002)

A maioria das infec¢des por Candida albicans sdo de origem enddgena (Pfaller,
1996) decorrentes da proliferacdo ou mudanca de sitio da levedura, induzidos por
algum fator predisponente do hospedeiro ou do fungo, mas existe a possibilidade de
infeccdo exdgena em ambiente hospitalar (Strausbaugh et al, 1994; Khatib et al, 1995;
Shimid et al, 1995).
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Embora C. albicans permaneca como mais freqliente causa de fungemia e a mais
predominante em sitios clinicamente importantes (Pfaller et al., 1998 a,b,c; Sandven et
al, 1998; Pfaller et al 1999; Krcméry et al, 2000), alguns estudos publicados
recentemente mostraram um aumento das outras espécies de Candida causando
infeccdes significantes (Wingard, 1995; Fridkin & Jarvis, 1996, Pfaller, 1996; Krcméry
et al, 2000).

A maioria das infec¢cdes nosocomiais causadas por fungos sdo relatadas como sendo
causadas por Candida spp. (Schaberg,1991; Pfaller, 1992; Beck-Sague, 1993;
Matsumoto, 2001, Ruiz, 2005). Em hospitais terciarios, o género Candida responde por
cerca de 80% das infeccBes fungicas documentadas, representando um grande desafio
aos clinicos de diferentes especialidades devido as dificuldades diagnosticas e

terapéuticas das infec¢des causadas por tais agentes (Banerjee ,1991).

A incidéncia de infec¢Ges nosocomiais causada por fungos, especialmente por Candida
albicans, vem aumentando proporcionalmente. Analises em hospitais americanos
apresentam Candida albicans como o fungo mais isolado em todos os sitios de

infeccdo: sangue, cateter, e trato urinario (Schaberg, 1991; Emori, 1993).

Em 1993, espécies de Candida e outras leveduras tornaram-se 0s principais patégenos
nosocomiais em Hospital de Taiwan. Houve um aumento na taxa de infeccdo fingica
nosocomial de 0,9/1000 altas em 1981 para 6,6/1000 altas em 1993 (Che et al, 1997).

Em 1998, Candida spp. foi isolada na urina de 166 pacientes internados no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-SP. Os prontuarios médicos de
100 destes pacientes, com candiduria detectada depois de trés ou mais dias de
hospitalizacdo. C. tropicalis foi isolada em 53 % e C. albicans em 36 % dos casos; as
espécies ndo-albicans foram os principais agentes de candiduria, sendo considerados
patdgenos emergentes do trato urindrio em pacientes gravemente enfermos. (Oliveira,
2001)

Silva, 2005; em estudo, identificou 100 casos de candidiria de um periodo de 1999 a
2004, de um hospital infantil pablico de Sdo Paulo, sendo que a de maior fregiiéncia foi
C. albicans 56%, seguida por C. tropicalis 20%, C. glabrata 11%, C. lusitaniae 4%, C
Krusei 2%, C. guilliermondii 2% e Trichosporon asahii 3%.
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Entre os fatores de risco para candidemia, a colonizacdo prévia do trato urinério por
Candida merece particular importancia, jd& que sua prevaléncia em pacientes
hospitalizados é cada vez mais alta, de 6,5 a 20%. Em pacientes em estado critico, a
morte associada com cultura positiva de urina para Candida é de 50% (ANG et al.,
2003). Em um estudo prospectivo de pacientes com candiduria, constatou-se que
somente sete (1,3%) de 530 evoluiram para candidemia, préximo aos valores obtidos
em outro estudo prospectivo, que mostra que de 28 pacientes com candidiria, somente
um (3,6%) evoluiu para candidemia (ANG et al., 1993; Kauffman et al., 2000).

Entre as infecgdes invasivas causadas pelo género Candida, vale salientar a relevancia
clinica dos casos de infeccdo de corrente sangiinea, complicacdo esta conhecida como
candidemia ou candidiase hematogénica. Na verdade, o termo candidiase hematogénica
engloba um espectro amplo de situac@es clinicas, incluindo desde episodios isolados de
candidemia até casos onde o fungo presente na corrente sangiiinea dissemina-se para
um ou varios 6rgdos do hospedeiro infectado (Colombo, 2000, Matsumoto et al.,
2001).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via enddgena,
pela translocacdo do patégeno através do trato gastrointestinal, local onde hé rica
colonizacdo por Candida spp em até 70% da populacdo normal. A maior parte das
candidemias € precedida pelo evento colonizacdo pela mesma especie de levedura, que
é considerado um fator de risco independente para o seu desenvolvimento. Métodos de
genotipagem mostram a similaridade entre cepas colonizantes e infectantes,
comprovando a provavel origem enddgena da maioria das infeccdes por tais patégenos
(Cole, 1996; Nucci, 2001)

Infecgdes hematogénicas por Candida spp também podem ser adquiridas por via
exdgena, através do contato das maos de profissionais de salde, com pacientes
portadores de cateteres vasculares em posicdo central, implante de proteses
contaminadas, bem como pela administragdo parenteral de solucGes contaminadas
(Wenzel, 1995; Pfaller, 1996)
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Estudos sobre candidemia, demonstram que a mortalidade é de 50 a 60% das infec¢des
nosocomiais que tem a candida como infeccdo primaria da corrente sanguinea
(Karabinis, 1988; Wey,1988; Bross, 1989; Komshian 1989; Banerjee, 1991).

No Brasil, Colombo et al, 1999 e 2000 conduziram estudo para identificar as
caracteristicas epidemioldgicas de pacientes que desenvolvem candidemia em hospitais
brasileiros. Neste estudo, durante um periodo de 22 meses, todos os episodios de
candidemia ocorridos em seis hospitais universitarios do Rio de Janeiro e Sdo Paulo
foram sistematicamente estudados, reunindo casuistica de 145 episddios de fungemia. A
distribuicdo de sexo foi semelhante nesta casuistica sendo a média e mediana de idade
dos pacientes 32 e 34,3 anos, respectivamente. O tempo decorrido entre a internacdo e a
primeira cultura de sangue positiva para Candida spp foi de 14 dias. Os dados obtidos
neste estudo demonstram que, em nosso meio, candidemia também é uma complicacdo
infecciosa encontrada em pacientes portadores de diferentes doencgas degenerativas ou
neopléasicas, internados por periodos prolongados e submetidos a procedimentos

invasivos, antibioticos de amplo espectro e quimioterapicos.

Matsumoto et al., 2001, observou a frequiéncia das leveduras isoladas de sangue e
cateter, sendo que a espécies mais frequente foram C. parapsilosis, com 32,2% e 42,9%
respectivamente, e em segundo lugar, C. albicans, com 16,9% e 28,6%,

respectivamente.

Em relagdo aos aspectos epidemioldgicos, a identificacdo de leveduras em nivel de
espécie € etapa fundamental para a monitorizagdo das taxas de infeccao hospitalar bem
como para identificacdo precoce de surtos de infeccdes por Candida. (Colombo et al.,
2003; Ruiz et al., 2005)

Pedroso 2005, relata que 1,8% das admissdes entre 1993 a 2004, evoluiram para casos
de candidiase sistémica no hospital da crianca da FM/USP; a mortalidade foi de 33,3%

estando associada a pneumonia e plagquetopenia.

Em estudo sobre a freqiiéncia de leveduras isoladas de diferentes produtos bioldgicos de
pacientes de hospitais da Cidade do México no periodo de um ano, foram isoladas: C.
albicans 72.3% dos pacientes, seguido de C. glabrata 13.4% e C. parapsilosis 8%.
(Manzano-Gayosso, 2000)
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Miranda 2003, comparando a distribuicdo de espécies de Candida relacionadas a
fungemias e outras fontes, em quatro hospitais do Estado de S&o Paulo, das 40
leveduras identificadas, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis foram isoladas,
respectivamente, em 35 %, 50 % e 15 %, revelando uma tendéncia de ser maior a

frequéncia de espécies ndo-albicans
1.2. Candida e Candidiase

O género Candida é classificado como fungo imperfeito, subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales e familia Cryptococcaceae (Lacaz, 2002).
Neste género temos mais de 150 espécies das quais somente uma dezena sdo causadoras
de infeccdes no homem, e delas, trés ou quatro espécies ocasionam mais de 90% das

micoses (Kurtzman e Fell, 1998).

As leveduras do género Candida possuem distribuicdo universal podendo ser
encontradas em homens ou animais, solos, dgua, vegetais, alimentos e em diversos
ambientes, inclusive hospitalares (Komshiam et al., 1989; Paula et al., 1990; Lacaz et
al., 1991; Branchini et al., 1995; Odds, 1998; Paula et al 1999; Matsumoto et al., 2001).

As leveduras do género Candida caracterizam-se por serem seres unicelulares,
eucarioticas, heterotrofica, tendo como substdncia de reserva o glicogénio. A
reproducdo do género Candida normalmente é por brotamento unipolar. Algumas
especies tém a propriedade de formar estruturas filamentosas, como hifas e pseudo-
hifas, sendo esta caracteristica um obstaculo a fagocitose, principal mecanismo de
defesa contra as infeccdes. Em infecgdes graves, com grande quantidade de leveduras e
alta carga antigénica, pode haver depressdo da imunidade celular, ocorrendo assim, a

infeccdo. (Lacaz et al, 2002).

Somente as leveduras capazes de crescer a 37° C séo potencialmente patogénicas para o
homem, tornando-se de grande importancia pela alta freqténcia com que colonizam e
infectam o hospedeiro humano. Espécies de Candida sdo encontradas no trato
gastrointestinal em 20 a 80% da populacdo adulta saudavel. Entre as mulheres cerca de
20 a 30% apresentam colonizagdo vaginal por Candida. Estes microrganismos

comensais tornam-se patogénicos quando ocorrem alteracdes nos mecanismos de defesa



15

do hospedeiro ou quando ocorre comprometimento de barreiras anatdmicas, tais como

queimaduras ou procedimentos médicos invasivos (Dignani et al, 2003)

Nos ultimos anos, houve um aumento de infecgdes invasivas por espécies nao albicans
(Ruiz et al, 2005). Em 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida
causadora de doencas em humanos, incluindo Candida albicans, C. tropicalis, C.
Krusei, C. guilliermondii, e C. parapsilosis. Atualmente, sdo conhecidas cerca de
dezessete especies de interesse clinico: C.albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefir, C. rugosa, C. lusitaniae e C. dubliniensis
(Gludlaugsson et al, 2003).

Diniz, 2003; isolou Candida guilliermondii em 52% das amostras positivas em
ambientes, dos isolados de mdos, mucosa oral e nasal de profissionais de saude. A

maior incidéncia foi de Candida albicans em 23% dos casos positivos.

As espécies de Candida sdo de grande importancia pela alta frequéncia com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano. Espécies de Candida sdo encontradas no
tubo gastrointestinal em 20 a 80% da populacdo adulta saudavel. Entre as mulheres,
cerca de 20 a 30% apresentam colonizagdo por Candida na vagina. Estes
microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram alteragcbes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro ou 0 comprometimento de barreiras anatbmicas
secundariamente a queimadura ou procedimentos médicos invasivos. Alteracdes dos
mecanismos de defesa do hospedeiro podem ser decorrentes de mudancas fisiologicas
caracteristicas da infancia (prematuridade) e envelhecimento ou mais freqiientemente,
associadas a doencas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénitas ou

adquiridas e imunodepresséo induzida por atos médicos (Dignani, 2003).

A mortalidade atribuida a infec¢do por Candida é muito dificil de se averiguar, porque
a infeccdo tende a ocorrer em vérias doencas do paciente. Varios estudos estimam a
atribuicdo da mortalidade em 38% (Wey, 1988) porem, as taxas podem variar de 50 a
60% (Karabinis, 1988; Wey,1988; Bross, 1989; Komshian, 1989). Outras evidencias
da agressividade natural da invasdo das infec¢Bes por Candida é de grande propor¢éo
de pacientes diagnosticados com candidemia cuja a causa da morte sdo atribuidas a
Candida spp.(Wey, 1988; Fraser, 1992; Lecciones, 1992).
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Evidencias mostram que a candidemia estd associada com um alto indice de
mortalidade (Fraser, 1992). Em pacientes com candidemia associada com cateter, a

remocdo do cateter deve ser realizada como parte do tratamento (Paula et al 1999)

Numerosos relatos sdo documentados com o aumento da incidéncia de C. parapsilosis,
C. lusitaniae, C. tropicalis e C. glabrata em pacientes hospitalizados (Fraser, 1992,
Sanchez 1992, Weems, 1992; Borg-von Zepelin, 1993, Sanchez, 1993, Peacock, 1994,).
Porem, pouco se sabe sobre a epidemiologia destas infec¢Ges, embora evidencias
indicam infecgdes exogenas ou infeccdo cruzada, muito comum em pacientes
hospitalizados (Sanchez, 1992; Sanchez, 1993). Um estudo das maos de profissionais
de saude foram relatadas como reservatorios de Candida spp, sendo 85% dos isolados

de espécie nédo albicans.

C. parapsilosis aparece proliferando em altas concentragfes de glicose, e adere a
materiais produzindo biofilme. Esta associada a quadros de septicemia, a isolados de
méaos de profissionais de saude e em pacientes alimentados com nutricdo parenteral
(Solomon, 1984, Horn 1985, McCray, 1986; Solomon, 1986, Weems, 1987,
Weems, 1992, Branchini, 1994, Pfaller, 1994a, Pfaller, 1994b).

A infeccdo por C. tropicalis parece similar a de C. albicans, aparece em pacientes
recebendo nutricdo parenteral, em méos de profissionais da salde e no ambiente;

suspeita-se de infec¢cdo cruzada (Komshian, 1989; Finkelstein, 1993).

C krusei aparentemente ocorre atraves de infecgdo cruzada do trato gastrointestinal e
em pacientes imunocomprometidos (Wingard,1991).

A formacdo e a estrutura do biofilme de Candida é influenciado pela superficie de
contato, fatores ambientais, morfologia e a espécie envolvida. Completamente formado
o0 biofilme de Candida tem uma mistura de fases morfoldgicas e consiste de uma densa
rede de leveduras, hifas e pseudo-hifas em uma matriz de polissacarideos, carboidratos,

proteinas e outros componentes.(Hawser, 1994; Chandra, 2001).
1.3. Fatores Relacionados a viruléncia - exoenzimas

1.3.1. Proteinase
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Entre os fatores relacionados a viruléncia de leveduras do género Candida, as enzimas
com atividade proteolitica tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores desde a

comprovacao da sua producéo pela primeira vez por Staib em 1965.

A purificacdo dessa enzima permitiu classifica-la como uma aspartil proteinase (Sap) de
peso molecular entre 42 e 45 Kda, cuja atividade se da em pH acido (2,0 a 4,0) e que
possui uma acao de substrato bastante ampla, incluindo queratina, colageno, albumina,
hemoglobina, cadeia pesada de imunoglobulinas e proteinas de matriz extracelular
(Ruchel et al., 1982). As proteinases podem ser estudadas em meios de cultivo
contendo albumina bovina como Unica fonte de nitrogénio, verificando-se apenas
diferencas quantitativas entre as espécies do género Candida. Atualmente, foram
sequenciados 10 genes (Sapl — 10) que codificam a producdo desta enzima (Hube e
Naglik, 2001).

Estudos evidenciaram que as Saps sdo realmente produzidas “in vivo”, uma vez que a
secrecdo da proteinase foi detectada atraves da técnica de imunofluorescéncia em
tecidos de hospedeiros infectados, e elevados titulos de anticorpos anti-Sap foram
encontrados em pacientes com candidiase disseminada (Richel et al., 1983, 1988, Ray
et al., 1988).

Vaérios trabalhos documentaram a correlacdo entre os niveis de secrecdo de Sap e a

viruléncia de diferentes cepas (Ruchel, 1983, 1992).
1.3.2. Fosfolipases

As fosfolipases tém sido encontradas em muitos fungos e isto sugeriu que elas
desempenham papel na patogénicidade dos mesmos. A atividade da fosfolipase foi
primeiro demonstrada em C. albicans por Costa et al. (1968). Subseqguientemente, Price;
Cawson (1977) demonstraram a presenca da atividade de fosfolipase A e
lisofosfolipases em fragmentos celulars de C. albicans.

Sao enzimas hidroliticas capazes de degradar fosfolipideos. A atividade lipolitica dessas
enzimas de C.albicans foi estudada principalmente com a fosfolipase A, e
lisofosfolipase, que agem em condi¢bes de pH acido (3,6 a 4,7) estando a producdo
inversamente correlacionada com a concentracdo de galactose ou glicose no meio

(Samaranayake et al., 1984).
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Price et al(1982), desenvolveram uma técnica usando gema de ovo (contém grandes

quantidades de fosfolipidios e fosfofatidioetanolamina.
1.3.3. Lipase

As Lipases sdo caracteristicas por sua habilidade para catalisar e hidrolisar
fosfolipidios. Werner, 1966 detectou a atividade extracelular da lipase de espécies
patogénicas de Candida. Sheridan e Ratledge 1996, observaram que Candida albicans
possui um crescimento viavel em meio contendo triolein como Unica fonte de carbono,

sugerindo existéncia de enzimas lipoliticas.

Schaller 2005, descreve que devido a grande flexibilidade dos testes in vitro de lipase,
possivelmente € refletido in vivo da atividade lipolitica, o que contribui para a

persisténcia e viruléncia de Candida albicans em tecidos humanos
1.3.4. Hemolisinas

Espécies de Candida possuem a habilidade de produzir uma variedade de enzimas
hidroliticas, como as proteinases, lipases e fosfolipases (Odds 1988, Samaranayake
1990, Cutler 1991). Estas enzimas merecem atencdo, particularmente por facilitar a
invasdo da hifa especialmente na disseminacdo (Fallon 1997). Pouco se sabe sobre a
atividade hemolitica exibida por diferentes espécies de Candida. Em estudo Luo 2001,
propbe uma técnica in vitro para o teste de hemolisinas no qual ele conseguiu
diferenciar as espécies de acordo com seu tipo de hemolise. O teste foi realizado a partir
de um meio de &gar Sabouraud-dextrose, suplementado com 3% de glicose e 7% de
sangue de carneiro, incubado apds semeadura a temperatura de 37°.C, por 48 horas, sob
concentracdo atmosférica de 5% de CO2 ; obtendo resultado de 3 hemodlise (hemolise
total) para Candida albicans, C. dubliniensis, C. kefir, C. krusei, C. zeylanoides, C.
glabrata, C. tropicalis e C. lusitaniae e oo hemdlise (hemolise parcial) para C. famata,

C. guilliermondii, C. rugosa, C. parapsilosis e C. pelliculosa.
1.4. Resisténcia aos antifungicos

As cepas de leveduras isoladas de pacientes hospitalizados podem fazer parte da
microbiota normal, colonizando especialmente pele e trato gastrointestinal. Nessa

situacdo, as leveduras podem ficar expostas por periodos prolongados aos antifungicos
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sistémicos em geral, pertencentes as classes dos azéis, usados para profilaxia de
infecgdes flngicas graves. Pacientes submetidos a grandes cirurgias ou transplantes de
orgéos , podem ser alvo de profilaxia com fluconazol ou outros antifungicos. Leveduras
expostas de modo prolongado a baixas concentracGes de antifingicos podem levar a
selecdo de cepas resistentes a essas drogas (Vasquez et. al, 1993). Trabalhos
experimentais de exposicdo prévia de culturas de leveduras a concentracfes de drogas

sustentam esta hipotese (Calvet et al, 1997).

As amostras de leveduras resistentes em ambientes hospitalares podem representar um
perigo em potencial para os pacientes debilitados que se internam em unidades onde ha
contaminagdo com essas cepas. A transmissdo horizontal , de paciente para paciente ou
médico a paciente pode ocorrer, bem como infeccdo enddgena e faz-se necessario a
monitoracdo espacial e temporal de tais cepas para controle de episodios e surtos de
infeccdo hospitalar (Zhanel et al. 1997). Desse modo, a determinagdo do perfil de
sensibilidade da cepa pode também ser usada como ferramenta de tipagem fenotipica
(Dromer et al. 1997).

Os principais grupos de antifungicos com agdo em Candida spp, de uso no Brasil,
sdo os poliénicos, anfotericina, nistatina e os azélicos (imidazoélicos e triazolicos). A
anfotericina B tem sido considerada o mais efetivo, possui atividade fungicida de largo
espectro tanto in vivo e in vitro, porém a sua formulagdo endovenosa tem seu uso

limitado devido a alta toxicidade associada a disfuncédo renal (White et al. 1998).

A Anfotericina B é considerada droga de primeira escolha para o tratamento de
candidiase sistémica em criangas (Fratarelli, Pappas, 2004). Ele age na membrana
celular do fungo, aumentando sua permeabilidade assim conduzindo a lise e morte
celular. Ndo é absorvida por via oral, podendo ser administrada somente por via
parenteral. Possui efeito nefrotdxico, hepatotoxico entre outros (Moreira,.2005b)

5-Fluorocitosina (5-FC) afeta 0 DNA do fungo e a sintese de proteina. A droga é
absorvida pelo trato gastrointestinal. E utilizado em associagdo com anfotericina B, com
efeito sinérgico, permitindo grande penetracdo no sistema nervoso central.
Administrado por via oral, com restricdo de uso a criangas muito prematuras, que

freqientemente ndo toleram drogas orais(Moreira, 2005b)
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Fluconazol e Voriconazol sdo membros da familia azéis, sendo o primeiro um
composto triazolico, e o segundo um derivado sintético do primeiro. A acdo dos azdis
estd na inibicdo da enzima responsavel pela sintese de ergosterol na membrana celular
do fungo. Pode ser administrado via oral ou intravenoso, sendo absorvido pelo trato
gastroitestinal (Moreira, 2005b)

Muitos autores descrevem variacGes de sensibilidade de isolados clinicos de
Candida albicans e espécies ndo albicans, dependendo de fatores como 0 uso
profilatico de antiflngicos, localizagdo geografica entre outros (Matsumoto,2001; Ruiz,
2005, Nawrot, 2005).

Matsumoto 2001, descreve que referente aos imidazolicos, C. parapsilosis mostrou
ser bastante sensivel ao cetoconazol (85,7%), ao itraconazol (92,8%) e ao fluconazol
(64,3%), porém uma alta porcentagem das amostras de C. albicans e C. tropicalis se
mostraram resistentes a essas drogas. Ruiz 2005, descreveu que Candida tropicalis,
mostrou ser a espécie com maior porcentagem de resisténcia aos imidazélicos, e que
especies ndo-albicans apresentam altos indices de resisténcia ao fluconazol,

concordando com Matsumoto,2001.

Candida glabrata e Candida krusei sdo espécies com alta resisténcia para os triazois
e sua importancia tem aumentado, como causa de sérias infeccdes. Isolados C. glabrata
provenientes de criancas apresentaram resisténcia ao Fluconazol 16% e das cepas
isoladas de adultos 13% apresentaram resisténcia a este farmaco. C. krusei é uma

espécies intrinsicamente resistente ao fluconazol (Pfaller, 1998).

Os testes de sensibilidade as drogas in vitro para fungos, fornecem informacdes
valiosas quanto a pesquisa de novas substancias, resisténcia aos antifungicos de uso
frequente, controle terapéutico de infec¢bes e caracterizagdo de amostras fungicas
(Shadomy & Pfaller, 1991).

O método de difusdo por disco € indicado pelo M44-P do NCCLS,2004 (atual
CLSI), para o fluconazol, com a vantagem da simplicidade da técnica, sendo
classificado em trés categorias: sensivel, intermediario e resistente de acordo com 0s

dados do fabricante. (NCCLS,2004). Estudos apresentam bons resultados frente a
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Nistatina (Moreira, 2005) e a outros antifingicos como 5-fluorocitosina, Anfotericina

B, Econazol, Miconazol, Cetoconazol e Itraconazol (Silva, 2005).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Levando em consideracdo a importancia do género Candida como agente infeccioso,
sua diversidade de padrdes de atividade enzimaética, a ocorréncia de cepas resistentes
aos principais agentes antifingicos e a necessidade de descrever a cadeia
epidemioldgica da candidiase em infeccdo hospitalar, o objetivo deste projeto é avaliar
leveduras do género Candida isoladas de criancas internadas em um Hospital Publico
Infantil do Estado de S&o Paulo.

2.2. Obijetivos especificos
e Identificacdo de amostras de Candida spp isoladas de criangas hospitalizadas.

e ldentificar e separar as amostras isoladas de casos comprovados de infecgéo

hospitalar dos demais caos

e Pesquisar o perfil enzimatico das amostras de leveduras (proteinases, fosfolipases,

queratinase, lipase e hemolisina)

e Verificar o comportamento das amostras com relacéo aos antifingicos Anfotericina

B, Fluconazol, Itraconazol e 5-fluorocitosina

e Correlacionar os achados com dados dos pacientes
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3. Material e Métodos
3.1. Hospital

Hospital Infantil, localizado na Cidade de S&o Paulo, Estado de Séo Paulo, subordinado
a Coordenadoria de Saude da Regido Metropolitana da Grande Sao Paulo — Secretaria
da Saude do Estado de S&o Paulo, integrado ao sistema SUS. O hospital possui alta
complexidade e 90 leitos, o que lhe confere, de acordo com Costa, 1998; o titulo de

hospital terciario e de médio porte, respectivamente.
3.2. Pacientes

O hospital atende criancas de 0 a 18 anos, em todos o0s niveis de atendimentos, seus
dados serdo relatados em Tabela mantendo sigilo sobre a identidade e somente
mencionando o nudmero da amostra registrada no Laboratério de Leveduras
Patogénicas; Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas —
USP.

3.3. Isolados

Todos o0s casos isolados pelo laboratério clinico do hospital e enviados para
identificagdo foram estudados.

As cepas dos pacientes foram enviadas pelo Hospital Infantil para Laboratério de
Leveduras Patogénicas; Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas — USP, por meio do Laboratério do hospital. As leveduras isoladas de
ponta de cateter venoso quando retirados de pacientes sem sinais clinicos de infeccdo
também serdo analisados para vigilancia microbioldgica. As leveduras isoladas destes
cateteres serdo semeadas por técnica de Maki et al. 1977, técnica de rolamento sobre

placas contendo agar sangue (DIFCO) e incubadas a 35 °C por 72 horas.
3.4. Manutencédo, Cultivo e identificacéo

Identificacdo: As cepas serdo triadas com o auxilio do meio Chromagar Candida
(Microbiology) e a partir de sua separacdo, sera realizada a identificacdo através da

analise das caracteristicas macro e micromofoldgicas, reprodutivas e fisioldgicas
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(Kreger-van, 1984; Kurtzman & Fell, 1998), procedendo-se de acordo com o protocolo
(ANEX - 01), utilizado para a identificagdo de leveduras do Laboratério Leveduras
Patogénicas do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas —
USP, SP.

Cultivo: Apos receber as amostras no laboratério, estas serdo centrifugadas por 10
minutos em baixa rotacdo, o sobrenadante sera desprezado e o sedimento serd semeado

em &gar Sabouraud-dextrose com cloranfenicol (Odds, 1988).
3.5. Pesquisa de exoenzimas
45.1. Proteinase

As cepas foram semeadas em meio &gar albumina, para pesquisa de proteinase
incubadas a 37°C por quatro dias. A atividade enzimatica sera caracterizada pela
presenca de halo opaco de degradacdo da proteina ao redor da colénia no meio agar
albumina. Seréa utilizada como cepa padrdo a C. albicans (ICB-12 A: Candida albicans
— A. Proveniente: The London Scholl of Hyg & Tropic Méd., no. 3153, junho de 1970,
FM 464 ) como controle positivo. A atividade enzimatica sera mensurada utilizando a
razdo entre o didmetro da col6nia e 0 mesmo somado a zona de precipitagdo (Price et
al., 1982).

4.5.2. Fosfolipase

Para pesquisa de fosfolipase as amostras foram incubadas a 37°C por quatro dias. A
atividade enzimética sera caracterizada pela presenga por uma zona opaca de
precipitacdo ao redor da col6nia para o meio agar fosfolipase. Foi utilizada como cepa
padrdo a C. albicans (ICB-12 A: Candida albicans — A. Proveniente: The London
Scholl of Hyg & Tropic Méd., no. 3153, junho de 1970, FM 464 ) como controle
positivo. A atividade enzimatica sera mensurada utilizando a razdo entre o diametro da

coldnia e 0 mesmo somado a zona de precipitacdo (Price et al., 1982).
4.5.3. Lipase

A atividade de lipase foi detectada em meio para deteccao de lipase (MUHSIN, 1997)
contendo Tween 20 e CaCl,, serad considerado positivo a visualizacdo de um halo de
precipitacdo ao redor da colonia.
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45.4, Hemolisina

A hemolisina foi testada segunda técnica descrita por (Luo, 2001). As cepas foram
semeadas em agar sabouraud dextrose, suplementado com 3% de glicose e 7% de

sangue de carneiro, incubado apds semeadura a temperatura de 37°.C, por 48 horas.

3.6. Teste de sensibilidade aos antifungicos - Método de difusdo em Placa -

(Discos)

Os testes seréo realizados de acordo com o documento M 44-P de 2003, da NCCLS
(CLSI). As leveduras foram previamente cultivadas em agar Sabouraud-dextrose
(Difco) por 24 horas a 37°.C. A partir desses repiques foram feitas suspensdes em salina
estéril de acordo com a escala 0,5 de McFarland. O indculo sera espalhado com auxilio
de “swab” estéril, sobre a superficie do agar Mueller Hinton (Difco), suplementado com
2% de glicose e 0,5 ug/mL de azul de metileno. Utilizaremos os discos: Anfotericina B,
Fluconazol, Itraconazol e 5-fluorocitosina e avaliaremos a sensibilidade apds a
incubacdo das placas semeadas e com os discos de antifungicos, apés 24 horas de
incubacéo a 37°.C.

3.7. Dados dos Pacientes

Serdo analisados e correlacionados os dados dos pacientes que constam da ficha de
coleta de dados. Serdo acessados por andlise do prontuario médico em pesquisa direta
no Servico de Arquivo Médico (SAME) e estardo sujeitos a disponibilidade dos

prontuérios
3.8.  Analise estatistica

Serd utilizado o programa Instat Graphic Pad e os testes de Fisher, T de student e
coeficiente de correlacdo de Yule.



4. Resultados
4.1. Andlise fenotipica das amostras isoladas.
Os dados brutos obtidos estdo dispostos no ANEXO-2
4.1.1. Amostras isoladas
Foram isoladas 132 amostras de Candida spp no periodo de janeiro de 2005 a junho de

2007. A distribuicdo das espécies encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Identificacdo de 132 amostras de Candida spp isoladas de Hospital Infantil de

Sao Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.

Espécie No. %

Candida albicans 82 62,12%
Candida guilliermondii 2 1,52%
Candida krusei 11 8,33%
Candida lusitaniae 2 1,52%
Candida parapsilosis 8 6,06%
Candida glabrata 10 7,58%
Candida tropicalis 17 12,88%
Total 132 100,00%

4.1.2. Materiais clinicos enviados ao laboratorio de Leveduras patogénicas.

As amostras foram isoladas a partir de diversos materiais clinicos que estdo
classificados na Tabela 2 segundo critérios do Hospital. A distribuicdo das espécies
isoladas de acordo com o material clinico encontra-se na Tabela 3.Foi encontrado um
predominio de Candida albicans na urina e espécies ndo- albicans em hemocultura e

cateter (Tabela 4; Figura 1)
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Tabela 2 Amostras clinicas onde ocorrerdo isolamento de Candida sp. colhidas em
Hospital infantil de S&o Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.

Material Clinico No. %
Cateter 15 11,36%
Escarro 1 0,76%
fezes 1 0,76%
hemocultura 48 36,36%
Lavado bronco alveolar 1 0,76%
Liquido Cefalorraquidiano 1 0,76%
liquido pleural 1 0,76%
secrecdo ferida 1 0,76%
secrecao gastrica 2 1,52%
Secrecdo indefinida 3 2,27%
secre¢do lingua 1 1,52%
secrecdo lombar 2 2,27%
secrecdo orofaringe 3 2,27%
secrecéo traqueal 3 2,27%

urina 49 37,12%
Total 132
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Tabela 3 Espécies de Candida spp segundo amostras clinicas colhidas em Hospital infantil

de S&o Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.

Espécie hemocultura % urina % cateter % outros % TOTAL
Candida albicans * 25 30,49% 37 45,12% 7 8,54% 13 15,85% 82
Candida glabrata 4 40,00% 4 40,00% 2 20,00% 0 0,00% 10
Candida

guilliermondii 1 50,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 50,00% 2
Candida krusei * 7 63,64% 1 9,09% 2 18,18% 1 9,09% 11
Candida lusitaniae 0 0,00% 2 100,00% 0 0,00% 0 0,00% 2
Candida parapsilosis 4 50,00% 2 25,00% 0 0,00% 2 25,00% 8
Candida tropicalis 6 35,29% 3 17,65% 4 23,53% 4 23,53% 17
TOTAL 47 49 15 21 132

* diferenca significativa para p<0,05.

Tabela 4 Isolados de Candida albicans e Candida spp segundo amostras clinicas
colhidas em Hospital infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a
junho de 2007.

Espécie hemocultura + cateter urina
C. albicans 46,38% 53,62%
Candida spp ndo-albicans 71,43% 28,57%
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Figura 1: Isolados de Candida albicans e Candida spp segundo amostras clinicas
colhidas em Hospital infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a
junho de 2007.



4.1.3. Atividade enzimatica

4.1.3.1.Atividade Hemolitica
A atividade hemolitica das 132 amostras isoladas estdo expressas na Tabela 5 e

Figura 2. Observou-se que Candida glabrata tem atividade hemolitica inferior a C.
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albicans e C. tropicalis estatisticamente significativa para p<0,05. A figura 3 mostra placa

com amostras positivas e negativas.

Tabela 5 Atividade hemolitica de espécies de Candida sp colhidas em Hospital infantil de

Séo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007

Espécie hemolise + hemolise - Total
Candida albicans * 54 65,85% 28 34,15% 82
Candida glabrata * ** 3 30,00% 7 70,00% 10
Candida guilliermondii 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida krusei 8 72,73% 3 27,27% 11
Candida lusitaniae 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida parapsilosis 4 50,00% 4 50,00% 8
Candida tropicalis ** 14 82,35% 3 17,65% 17
TOTAL 87 65,91% 45 34,09% 132
* estatisticamente significativo para p<0,05.
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Figura 2 Atividade hemolitica de espécies de Candida sp colhidas em Hospital infantil de

Sao Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.
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Figura 3 Atividade hemolitica de espécies de Candida sp colhidas em Hospital infantil de
Sao Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007. Amostra 325 positiva e
324 negativa.

4.1.3.2.Atividade de fosfolipase

Os resultados da atividade de fosfolipase estdo dispostos na tabela 6. Candida
albicans apresentou uma maior atividade desta enzima que C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis sendo este resultado significativo do ponto de vista estatistico
para p<0,05.

Tabela 6. Atividade da fosfolipase de espécies de Candida sp colhidas em Hospital infantil

de S&o Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.

Espécie fosfo + fosfo - Total
Candida albicans * ** ***

falalaled 59 71,95% 23 28,05% 82
Candida glabrata * 1 10,00% 9 90,00% 10
Candida guilliermondii 0 0,00% 2 100,00% 2
Candida krusei ** 1 9,09% 10 90,91% 11
Candida lusitaniae 0 0,00% 2 100,00% 2
Candida parapsilosis *** 1 12,50% 7 87,50% 8
Candida tropicalis **** 1 5,88% 16 94,12% 17
TOTAL 63 47,73% 69 52,27% 132

*, kX kkk kkkx significativo para p<0,05
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4.1.3.3.Atividade de proteinase

Os resultados da atividade de proteinase estdo dispostos na tabela 7, Candida
albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.lusitaniae apresentaram uma maior
atividade desta enzima em relacéo a C. glabrata, tendo este resultado diferenca estatistica
significativa para p<0,05. A figura 4 mostra placa com o teste de proteinase, evidenciando

amostras positivas e negativas.

Tabela 7. Atividade da proteinase de espécies de Candida sp colhidas em Hospital infantil

de S&o Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.

Espécie proteinase + proteinase - Total
Candida albicans * 60 73,17% 22 26,83% 82
Candida glabrata * ** *** ***xx

falakeiaa 1 10,00% 9 90,00% 10
Candida guilliermondii 1 50,00% 1 50,00% 2
Candida krusei ** 9 81,82% 2 18,18% 11
Candida lusitaniae *** 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida parapsilosis **** 6 75,00% 2 25,00% 8
Candida tropicalis ***** 12 70,59% 5 29,41% 17
TOTAL 91 68,94% 41 31,06% 132

* KE Rk dekkxkkkxk significativo para p<0,05
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Figura 4 - Atividade proteolitica de espécies de Candida sp colhidas em
Hospital infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de
2007.

4.1.3.4.Atividade de lipase

Os resultados da atividade de lipase estdo dispostos na tabela 8. Candida albicans,
apresentou uma maior atividade desta enzima que C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C.lusitaniae, e C. tropicalis apresentou uma maior atividade desta enzima
em relacdo a C. krusei, C. parapsilosis, tendo estes resultado diferenca estatistica

significativa para p<0,05. A figura 5 mostra detalhe da prova positiva.

Tabela 8. Atividade da lipase de espécies de Candida sp colhidas em Hospital infantil de

Séo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007.

Espécie lip + lip - Total
Candida albicans * ** *** *xxx

Ak 70 85,37% 12 14,63% 82
Candida glabrata * 3 30,00% 7 70,00% 10
Candida guilliermondii 1 50,00% 1 50,00% 2
Candida krusei ** + 1 9,09% 10 90,91% 11
Candida lusitaniae *** 0 0,00% 2 100,00% 2
Candida parapsilosis **** ++ 1 12,50% 7 87,50% 8
Candida tropicalis ***** + ++ 10 58,82% 7 41,18% 17
TOTAL 86 65,15% 46 34,85% 132

xR KRk ek kxkkkk +, ++ significativo para p<0,05
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Figura 5 —Placa de petri com meio para deteccéo de atividade de lipase. Detalhe

de amostra positivo evidenciado pelo precipitado.

4.1.3.5.Correlagdo entre as atividades enzimaticas

Houve correlacdo positiva e significancia estatistica para p< 0,05 entre a atividade

das enzimas lipase e fosfolipase e proteinase (Tabela 9); ndo ocorrendo correlacdo entre a

hemolisina e a atividade das demais enzimas

Tabela 9: Correlacdo entre as atividades enzimaticas de lipase, fosfolipase e proteinase.

lipase + Lipase - Y
Fosfolipase + 45,45% 2,27% 0,94
Fosfolipase- 20,45% 31,82%
proteinase + Proteinase - Y
Fosfolipase + 38,64% 9,09% 0,51
Fosfolipase- 30,30% 21,97%
lipase + Lipase - Y
Proteinase + 53,03% 15,91% 0,65
Proteinase- 12,88% 18,18%

Y — coeficiente de correlagdo de Yule

Dados estatisticamente significativos para p<0,05



4.1.4. Antifungigrama

4.1.4.1.Anfotericina B
Os resultados da susceptibilidade a Anfotericina B estdo dispostos na tabela 10. Das
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132 amostras analisadas, 127 amostras apresentaram-se sensiveis a Anfotericina B

Tabela 10: Susceptibilidade da Anfotericina B em espécies de Candida colhidas em

Hospital infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007

Espécie AB+ AB+  AB- AB- Total
Candida albicans 80 97,56% 2 2,44% 82
Candida glabrata 9 90,00% 1 10,00% 10
Candida guilliermondii 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida krusei 11 100,00% 0 0,00% 11
Candida lusitaniae 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida parapsilosis 8 100,00% 0 0,00% 8
Candida tropicalis 15 88,24% 2 11,76% 17
TOTAL 127 96,21% 5 3,79% 132

4.1.4.2. 5-Fluorcitosina

Os resultados da susceptibilidade a 5-Fluocitosina estdo dispostos na tabela 11. Das

132 amostras analisadas 100 amostras apresentaram-se resistentes a 5-Fluocitosina.

Amostras de Candida glabrata mostraram-se mais sensiveis a 5-Fluocitosina em relagéo a

C. albicans e C. tropicalis e estas diferencas apresentam significancia estatistica (p<0,05).

Tabela 11: susceptibilidade da 5-Fluocitosina em espécies de Candida colhidas em

Hospital infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007

Espécie 5FC+ 5FC+ 5FC- 5FC- Total
Candida albicans * 19 23,17% 63 76,83% 82
Candida glabrata * ** 6 60,00% 4 40,00% 10
Candida guilliermondii 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida krusei 0 0,00% 11 100,00% 11
Candida lusitaniae 0 0,00% 2 100,00% 2
Candida parapsilosis 2 25,00% 6 75,00% 8
Candida tropicalis ** 3 17,65% 14 82,35% 17
TOTAL 32 24,24% 100 75,76% 132

*, **_significativo para p<0,05
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4.1.4.3.1traconazol

Os resultados da susceptibilidade ao Itraconazol estéo dispostos na tabela 12.
Amostras de Candida glabrata mostraram-se mais resistentes ao Itraconazol em relagéo a
C. albicans e C. parapsilosis e estas diferencas apresentam significancia estatistica
(p<0,05).

Tabela 12: susceptibilidade do Itraconazol em espécies de Candida colhidas em Hospital

infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007

Espécie ICZ+ ICZ- Total
Candida albicans * 61 74,39% 21 25,61% 82
Candida glabrata * ** 3 30,00% 7 70,00% 10
Candida guilliermondii 1 50,00% 1 50,00% 2
Candida krusei 6 54,55% 5 45,45% 11
Candida lusitaniae 0 0,00% 2 100,00% 2
Candida parapsilosis ** 7 87,50% 1 12,50% 8
Candida tropicalis 10 58,82% 7 41,18% 17
TOTAL 88 66,67% 44 33,33% 132

*, ** significativo para p<0,05

4.1.4.4.Fluconazol

Os resultados da susceptibilidade ao Fluconazol estdo dispostos na tabela 13. Das
132 amostras analisadas 100 amostras apresentaram-se sensiveis ao Fluconazol e as
amostras de Candida glabrata mostraram-se mais resistentes ao Fluconazol em relagéo a

C. albicans e C. tropicalis e estas diferencas apresentam significancia estatistica (p<0,05).
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Tabela 13: susceptibilidade do Fluconazol em espécies de Candida colhidas em Hospital

infantil de Sdo Paulo durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007

Espécie FLUCO+ FLUCO- Total
Candida albicans * 69 84,15% 13 15,85% 82
Candida glabrata * ** 2 20,00% 8 80,00% 10
Candida guilliermondii 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida krusei 6 54,55% 5 45,45% 11
Candida lusitaniae 2 100,00% 0 0,00% 2
Candida parapsilosis 7 87,50% 1 12,50% 8
Candida tropicalis ** 12 70,59% 5 29,41% 17

TOTAL 100 75,76% 32 24,24% 132
*, ** significativo para p<0,05

4.1.4.5.Correlagéo entre susceptibilidade ao Fluconazol e Itraconazol

Houve correlacdo positiva e significancia estatistica (p< 0,05) entre a
susceptibilidade ao fluconazol e itraconazol, conforme pode ser observado na tabela 14 e
figura 6.

Tabela 14: Correlagéo positiva entre a susceptibilidade de amostras de Candida spp ao

Fluconazol e Itraconazol

ITRAS ITRAR

FLUCO S 79 20 99
FLUCOR 9 24 33
TOTAL 88 44 132

Coeficiente de Yule = 0,83

Dados com significado estatistico para p<0,05
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Figura 8: Correlacéo positiva entre a susceptibilidade de amostras de Candida spp ao

Fluconazol e Itraconazol

A figura 9 mostra teste de antifungigrama com discos de difusao.
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Figura 9: Antifungigrama pelo método dos discos de difusdo, mostrando areas de inibicao.
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4.2. Andlise das caracteristicas clinicas e terapéuticas de pacientes com
candidiase.
4.2.1. Casos estudados.

Das 132 amostras estudadas, foi possivel acessar o prontuério de 71 casos devido a
disponibilidade do SAME, onde classificamos 60 destes como casos comprovados de

infecgéo hospitalar e 11 casos de infec¢do ndo hospitalar

4.2.2. Relagdo das espécies de Candida, Material clinico e perfil de

susceptibilidade aos antifungicos com o tipo de infecc¢éo.

Os resultado de ocorréncia de espécies identificadas em relagdo ao material clinico
estdo dispostos nas tabelas 15, 16 e figura 10. Com relacdo a espécie de Candida e o
material clinico, as amostras provenientes de urina apresentaram maior numero de
identificacdo de Candida albicans, enquanto que as amostras de hemocultura apresentaram
maior numero de identificacdo de Candida Krusei, sendo estes dados de significancia
estatistica (p<0,05) (Tabela 15). Em relacdo a espécie em hemocultura/ cateter e urina,
houve maior numero de isolamentos de C.albicans em urina e Candida spp, ndo- albicans
em hemocultura/ cateter sendo significativo estatisticamente (p<0,05) (Tabela 16 e figura
10).

Dos 71 casos analisados, 60 eram oriundos de infec¢do hospitalar, enquanto que 11
foram considerados casos ndo relacionados a hospitalar. Das amostras correlacionados a
infeccdo hospitalar, quanto ao material clinico o sitio mais freqlente foi de hemocultura
com 23 casos, enquanto que nos casos que ndo foram relacionados com infecgcdo hospitalar
0 sitio mais frequente foi em urina com 10 casos (Tabelas 17 e 18).
Em relacéo a espécie mais frequente isolada, C. albicans foi isolada em 7 dos 11 casos ndo
hospitalares e em 35 casos provenientes de infecgéo hospitalar (Tabela 19).
As 11 amostras ndo hospitalares apresentaram-se sensiveis a Anfotericina B e Fluconazol e
das 60 amostras hospitalares, 57 apresentaram-se sensiveis a Anfotericina B (Tabela 20).
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Tabela 15: Ocorréncia de espécies de Candida em materiais clinicos

Espécie hemocultura % urina % cateter % outros % TOTAL
Candida albicans * 25 30,49% 37 45,12% 7 8,54% 13 15,85% 82
Candida glabrata 4 40,00% 4 40,00% 2 20,00% 0 0,00% 10
Candida guilliermondii 1 50,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 50,00% 2
Candida krusei * 7 63,64% 1 9,09% 2 18,18% 1 9,09% 11
Candida lusitaniae 0 0,00% 2 100,00% 0 0,00% 0 0,00% 2
Candida parapsilosis 4 50,00% 2 25,00% 0 0,00% 2 25,00% 8
Candida tropicalis 6 35,29% 3 17,65% 4 23,53% 4 23,53% 17

* hemocultura, urina p<0,05

Tabela 16: Ocorréncia de espécies de Candida albicans e Candida spp, néo

albicans isoladas de hemocultura/cateter e urina

Espécie hemocultura + cateter % urina % Total
C. albicans 32 46,38% 37 53,62% 69
Candida spp néo-albicans 30 71,43% 12 28,57% 42
total 62 49 111
P<0,05

80,00%

70,00%

60,00%-

50,00%1 |,

O C. albicans
40,00%- |
) B Candida spp nao-

30,00% i albicans

20,00%1 ||

10,00%-

0,00%-

hemocultura + urina
cateter

Figura 10: Ocorréncia de espécies de Candida albicans e C. spp, ndo albicans

isoladas de hemocultura/cateter e urina



Tabela 17 — Amostras de infeccédo hospitalar em relagéo ao sitio de isolamento

Materia Clinico Numero %

Urina 19 31,67%
hemocultura 23 38,33%
Cateter 7 11,67%

Tabela 18 — Amostras de infecgdo ndo hospitalar em relagéo ao sitio de isolamento

Materia Clinico NUmero %
Urina 10 90,91%
Secrecdo de Orofaringe 1 9,09%
TOTAL 11

Tabela 19 — Espécies identificadas de Candida spp em relagdo ao tipo de infecgéo.

N&o Hospitalar Hospitalar
Espécie NUmero % Nimero %
Candida albicans 7 63,64% 35 58,33%
Candida tropicalis 1 9,09% 11 18,33%
Candida lusitaniae 1 9,09% 0 0,00%
Candida glabrata 1 9,09% 5 8,33%
Candida parapsilosis 1 9,09% 4 6,67%
Candida guilliermondii 0 0,00% 1 1,67%
Candida krusei 0 0,00% 4 6,67%
TOTAL 11 60

Tabela 20 — Susceptibilidade de amostras de Candida spp em relagao ao tipo de infeccdo
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de origem.
Néao
Hospitalar Hospitalar
Antiflngico S % R % Total S % R %
Anfotericina B 11 100,00% 0 0,00% 11 57 95,00% 3 5,00% 60
5-Flucitosina 6 54,55% 5 4545% 11 16 26,67% 44 7333% 60
Itraconazol 8 72,73% 3 27,27% 11 39 65,00% 21 35,00% 60
Fluconazol* 11 100,00% 0 0,00% 11 41 68,33% 19 31,67% 60
S —sensivel

R - resistente
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4.2.3. Dados de vigilancia epidemiologica

Quanto a doenca de base dos casos de infecgdo hospitalar, as mais encontradas
foram: Leucemia Linféide Aguda (LLA), Malformacdo Congénita, Neoplasias e doencas
pulmonares, 17, 9, 6 e 5 casos respectivamente. E nas ndo hospitalares Diabetes Melitus
foi a mais encontrada com 5 casos (Tabela 21 e 22).

A idade média dos pacientes com infeccdo ndo hospitalar foi de 85,09 meses e hospitalar de
49,29 meses (Tabela 23).

O tempo de internacao das infeccdes relacionadas a infeccao hospitalar foi de 67,2 dias e
das infecc¢des ndo relacionadas ao ambiente hospitalar 4,18 dias. Em relagéo a internacgdes
recorrentes das infecgdes relacionadas a infecgdo hospitalar 25 casos possuiam e ndo
relacionadas ao ambiente hospitalar 6 casos. Dos portadores de doencas cronicas 8 eram

pacientes sem infeccdo hospitalar e 34 hospitalar. (tabela 23).

Dos casos de origem hospitalar, 81,67% fez uso simultaneo de antibioticoterapia e 66,67%
possuiam cateter venoso (tabela 23).

Tabela 21 — Doencas de base de criancas com Candidiase de origem hospitalar

Doenca de Base Nimero %
LLA 17 28,33%
Neoplasias 6 10,00%
Malformacao congénita 9 15,00%
Lupus 3 5,00%
trauma de pancreas 3 5,00%
Doengas renais 3 5,00%
Doencas pulmonares 5 8,33%
Meningite 2 3,33%
Alergia 2 3,33%
outras causas 10 16,67%

TOTAL 60




Tabela 22 Doencas de base de criancas com Candidiase de origem ndo hospitalar
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Doenca de Base NUmero %
Diabetes Melitus 5 45,45%
Fibrose cistica 1 9,09%
Sindrome nefrética 1 9,09%
Puberdade antecipada 1 9,09%
meningite 1 9,09%
Asma 1 9,09%
Megaureter 1 9,09%
Total 11
Tabela 23 — Histdrico dos casos hospitalares e ndo hospitalares
N&o Hospitalar Hospitalar
NUmero NUmero
Idade Média 85,09 - 49,29 -
Tempo Médio de Internacao 4,18 - 67,2 -
Tempo médio de UTI 0 - 1,03 -
Internagdes recorrentes (No. Pacientes) 6 54,55% 25 41,67%
Portador de doenga cronica 8 72,73% 34 56,67%
Outros microrganismos relatados 2 18,18% 23 38,33%
Utilizacdo simultanea de ATB* 5 45,45% 49 81,67%
Uso de terapia antifungica 4 36,36% 37 61,67%
Uso de Cateter venoso 0 0,00% 40 66,67%
Uso de sonda vesical 0 0,00% 15 25,00%
Uso de sonda nasogastrica 0 0,00% 10 16,67%
Ventilacdo mecanica 0 0,00% 16 26,67%
Nutricdo parenteral 0 0,00% 7 11,67%
Total de pacientes 11 - 60 -
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5. Discussao

No presente estudo, em sua primeira parte, foi analisado um total de 132 amostras de
Candida spp provenientes de hospital infantil publico de Sdo Paulo/ SP, analisou-se
também 71 casos de candidiase, sendo classificado como infecgdo hospitalar 60 e como nao

hospitalar 11.

C.albicans foi o isolado mais comum com 62,12% das amostras, seguido por C.
tropicalis 12,88%, C. krusei 8,33%, C. glabrata 7,58%, C. parapsilosis 6,06%, C.
guilliermondii 1,52% e C. lusitaniae 1,52%. O aumento da incidéncia de espécies ndo —
albicans ja vem sendo relatado por varios autores (Fraser et al. 1992, Sanchez et al. 1992,
Weems et al. 1992), indicando o aumento de casos por C. parapsilosis, C. lusitaniae, C.
tropicalis e C. glabrata. Segundo Foongladda et al., 2004, o aparecimento de candidiase
disseminada por Candida —ndo albicans parece ser mais comum em criancas que em
adultos, podendo chegar a quase 60% dos casos, neste experimento encontramos 37,88% de
espécies ndo- albicans e 62,12% por Candida albicans mostrando ainda em nosso meio o
predominio desta espécie. Porém, fica claro que, quando analisamos somente casos de
isolamento em sangue e cateter, ocorre o predominio das espécies ndo-albicans com uma
freqiiéncia de 71,43% mostrando a importancia deste grupo em infeccdes hospitalares
propriamente ditas. Quanto as amostras isoladas de candiduria, os dados concordam com
Silva, 2005 que relatou 56% dos casos por C. albicans enquanto relatamos 53,62%. Deve-
se ressaltar também o predominio de C. krusei isoladas de sangue e a baixa freqténcia de

C. lusitaniae que foi isolada em somente dois casos de infec¢éo urinéria.

Os fatores de viruléncia de Candida spp, tém atraido interesse como possivel meio

para o desenvolvimento de novas interacOes terapéuticas contra a candidiase. Tais fatores
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incluem aderéncia, formacdo de tubo germinativo, proteinase, fosfolipase e hemdlise
(Morerira, 2005). Um dos fatores de viruléncia do género Candida mais estudados é a
producdo de exoenzimas que sdo relacionadas com a patogénese da candidiase (Hube et al.,
1996, 1998). Observamos que para proteinase, fosfolipase, lipase e hemolisina, as
frequéncias de amostras produtoras foram 68,94%, 47,73%, 65,91% e 66,67%

respectivamente.

A atividade enzimatica de C. albicans varia entre 62,5% a 100% para proteinase,
50% a 100% para fosfolipase (Macdonald e Odds, 1983, Walther et al., 1986). A literatura
ndo relata dados sobre a producdo de lipase. Mann et al.(1994) relata 96,3% de atividade
hemolitica para C. albicans e 93% para as espécies ndo-albicans. Quando comparamos
entdo a atividade enzimatica por espécie, obtemos que C. albicans apresentou para
proteinase, fosfolipase, lipase e hemolisina 73,17%, 71,95%, 85, 37% e 65,85%
respectivamente 0 que concorda com os autores, ressaltando apenas a menor atividade
hemolitica em comparacdo com o relato anterior. Em relacdo as espécies nao-albicans
chama a atencdo a menor atividade proteolitica da C. glabrata em relacdo as demais
espécies, a baixa atividade de fosfolipase das espécies ndo-albicans, a alta producdo de
lipase em C. albicans e C. tropicalis em relacdo as demais e a menor atividade hemolitica
de C. glabrata em relacéo as outras espécies. Observou-se também uma correlacdo entre as
atividades de lipase, fosfolipase e proteinase indicando que estas ezimas podem estar
associadas em algumas espécies, porém a atividade hemolitica parece ser independente das
demais enzimas. A variagdo da atividade enzimatica entre as espécies de Candida

necessitam ser avaliadas a luz de sua patogenicidade para comparar sua importancia in vivo.

O arsenal terapéutico para o controle da candidiase inclui fluconasol convencional e
lipossomal, anfotericina B convencional e lipossomal e as drogas recentemente
introduzidas, a caspofungina e o voriconazol (Koch et al. 2005). O voriconazol e a
caspofungina vem se tornando viavel para o tratamento de micoses invasivas, porém com o
custo ainda proibitivo para vérias instituicfes e pacientes. O Fluconazol ainda é a droga de

escolha para candidemia, o uso da anfotericina B sera limitada pela viabilidade de novas
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drogas. Pelo seu alto custo, a forma ligada a lipidio da anfotericina sera utilizada somente
em situacdes onde o paciente ndo tolera a forma convencional e em caso de falha na terapia

(van 't Wout et al., 2004), porém hoje estas Ultimas sdo ainda as drogas mais utilizadas.

Das 132 cepas estudadas, 97% foram sensiveis a Anfotericina B, onde encontramos
casos de resisténcia somente em C. albicans (2,44%), C. glabrata (10%) e C. tropicalis
(11, 76%). Giusiano et al., 2006 descreve 100% de sensibilidade a este antifungico, Peman
et al., 2006, apartir de 290 casos identificou 91% de amostras sensiveis. Silva et al., 2004,
apartir de 130 pacientes com candidemia de origem hospitalar encontrou 100% de amostras

sensiveis.

Em relacdo ao fluconazol, 75% das amostras se mostram sensiveis, sendo que C.
glabrata apresentou sensibilidade somente em 20% das amostras. O fluconazol ainda é a
droga de escolha em casos de candidemia exceto em casos de isolamento de C. grablatra e
C. krusei (van 't Wout et al., 2004) o que concorda com nossos resultados onde
encontramos resisténcia de 80% e 45,45% respectivamente para C. grablatra e C. krusei. O
itraconazol, mais utilizado em casos de onicomicose, apresentou, nestas amostras, uma
forte correlacdo com a susceptibilidade relacionada ao fluconazol, ressaltando a

similaridade do mecanismo de acéo.

5-fluorcitosina tem sido uma dos mais usados antimicoticos na terapia das micoses,
porém sua alta resisténcia € um fator limitante ao seu uso (Andrew et al., 2000).
Encontramos uma proporcao de 75% das amostras resistentes, porém C. glabrata apresenta

60% de sensibilidade diferindo seu perfil das demais espécies.
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Das 132 amostras estudadas, 60,61% sdo provenientes de pacientes do sexo
masculino, sendo esta proporcdo significativamente maior que a presente na populacéo.
N&o encontramos nenhuma correlacdo plausivel a ser feita que justificasse tal fato, porém
este merece maior atencao da vigilancia sanitaria a fim de verificar qual o verdadeiro fator

predisponente no sexo masculino.

Na segunda parte deste estudo, foram analisados os fatores relacionados ao paciente
e aos procedimentos médicos em relacdo a candidiase. A consulta aos prontuarios do
SAME permitiu levantar os dados de 71 pacientes, sendo que o0s demais estavam
incompletos ou arquivados em outro setor. Destes entdo foram avaliados os dados a
respeito da doenca de base, causa da internacdo, tempo de internagdo, uso de medicacédo
antimicrobiana, a presenca de outros agentes e a utilizacao de cateteres e sondas a fim de
correlacionar estas caracteristicas com o tipo de candidiase, susceptibilidade aos
antiflngicos e espécies isoladas. Dos 71 casos estudados, foram considerados casos tipicos
de infeccdo hospitalar 60, sendo que os outros 11 ndo preenchiam os critérios para tal
enquadramento, sendo caracterizados por pacientes que chegaram ao hospital com

candiduria, principalmente, originada de fatores extra hospitalares.

Dos casos estudados, ndo foi encontrado diferenca significativa entre as frequéncias
de espécies de Candida entre os casos de infeccdo hospitalar e os demais, em ambos 0s
grupos C. albicans foi a predominante, como comentado anteriormente. Em relacdo aos
locais de isolamento fica nitida a diferenca entre os dois grupos, onde nos casos de infec¢ao
de origem nao hospitalar 91% dos casos sdo provenientes de urina enquanto nos de origem

hospitalar 30% vém de cateter e sangue e 20% de urina. Ainda comparando amostras dos
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dois grupos, nao foi possivel identificar qualquer diferenca na freqiiéncia de ambos os

grupos quando comparando o perfil de susceptibilidade aos antifungicos.

Com relacdo ao perfil dos pacientes, nos casos caracterizados como infecgdo
hospitalar, a doenca de base predominante foi a Leucemia Linfoide Aguda com 28,33% dos
casos seguidos por outras neoplasias com 10%. Em criancas sob tratamento quimioterapico,
a ocorréncia de candidemia tem sido descrita por varios autores (Wojak I; Gospodarek E,
2005), sendo a neutropenia pds quimioterapia um importante fator associado a incidéncia
de candidemia (Viude et al., 2002). Entre os casos de origem extra hospitalar o Diabetes
Melitus foi o mais freqliente com 45,45% dos casos. Segundo Carvalho et al, 2001,
anormalidade do trato urinario e Diabetes mellitus sdo causas comuns de funguria,
concordado com as causas observadas. Os pacientes com infec¢do hospitalar ficaram em
média mais tempo internados, firam em media um dia na UTI, 66,7% utilizaram cateter
venoso além de sonda nasogastrica, vesical e ventilagdo mecanica. O uso concomitante com
terapia antibacteriana foi superior (81,% contra 45,5%) nos pacientes com infeccdo
hospitalar. Varios autores discutem os fatores de risco para candidiase disseminada, onde
parece ser 0 uso de cateter central, imunossupressao, uso de terapia antibiotica, internacédo
prolongada em UTI’s e cirurgia ou injuria gastrointestinal os mais importantes como em
nossos dados. (Zaoutis et al., 2004; Silva et al., 2004; Peman et al., 2005; Koch et al.
2005; Viudes et al. 2002, Trubenova et al. 2001). Neutropenia, corticoideterapia,
interrupcao do tratamento antifungico e falha na troca do cateter central venoso séo fatores

associados com obito por candidemia (Viudes et al. 2002).
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Inimeros fatores de risco estdo relacionados a ocorréncia de infecgdes fungicas de origem
hospitalar, entre outros relaciona-se uso de antibioticoterapia, colonizacdo em diferentes
sitios anatdbmicos, transmissao cruzada de leveduras via maos de profissionais de saude e

uso de cateter venoso central. (Colombo e Guimaraes, 2003).

Segundo Giusiano et al., 2006 as leveduras sdo a primeira causa da colonizagéo de cateteres
e a terceira causa de infeccGes sistémicas em UTI e oncologia pediatrica e a especie mais

comum em cateteres e sangue foi a C. albicans seguida de C. parapsilosis e C. tropicalis.

A extensa utilizacdo de agentes antifungicos como profildtico ou no tratamento de
candidiase, pode acarretar possivel aumento de espécies ndo- albicans (Ruiz,2005).
Infecgdes fungicas por espécies ndo —albicans sdo de especial interesse pela viruléncia e

patogenicidade,e a resisténcias aos antifingicos disponiveis. (Diekema et al., 2002).
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6. Conclusdes

1. Candida albicans ainda é a espécie mais frequente em casos de candidiase, porém
as espécies ndo-albicans estdo mais freqlientes nos casos de candidemia.

2. Candida albicans possui uma maior frequéncia de amostras produtoras das enzimas
fosfolipase e lipase que as outras espécies, a maioria das cepas s@o produtoras de
proteinase, enquanto que C. glabrata pare ser a Unica com baixa producdo de
hemolisinas. Existe uma correlacdo entre a atividade de proteinase, fosfolipase e
lipase sugerindo algum tipo de conex&o entre estas.

3. A maioria das cepas sdo sensiveis a Anfotericina B, porém existem cepas resistentes
ao Fluconazol que é droga de escolha para os casos de candidemia.

4. Nem todos os casos triados pelo hospital como infecg¢do hospitalar realmente séo.

5. Dos casos comprovados de infeccdo hospitalar, os fatores mais fortemente
correlacionados foram o uso de cateteres e sondas e a terapia antibacteriana de

amplo espectro.
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ANEXO -1

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
DEPARTAMENTD DE MICROBIOLOGIA
SECAD DE MICOLOGIA

Procedéncia:

Ragistra:

Observagles:

1. Exame direto:

2. Crescimento em meios usuais:
Crescimento em meios com acido graxo:

3. Microcullive e tubo germinativo:

PM: BL: AR: AR: TG:

L5 LT CL: Cutros:
4, ASCOS & ASCOROros:

Positivos: Megativo:
5. Outras Prowvas

- Sintese de amida:

- Produgio de melanina:

- TTEC:

. Auxanograma
[ b
FEF:
glicose: rafinose:
inositol: celobiose:
SECAMDEE: melibiose:
laciose: trealoss:
dulgitol: maltose:
wilgse:

7. Zimograma:
glicose: laciose:
maltose: SACAMDSE:

Diagnostico:
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ANEXO 2

cepa No.

Identificacdo

Material Clinico

hemoélise fosfolipase Proteinase Lipase AB 5FC |

0O

Z

F

-

91
99
144
147
148
149
150
152
154
156
158
162
163
164
165
166
170
172
176
179
180
181
182
183
185
186
190
191

Candida albicans

Candida papsilosis

Candida glabrata
Candida albicans
Candida albicans

Candida guilliermondii

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis

Candida papsilosis

Candida glabrata
Candida glabrata
Candida albicans
Candida krusei

Candida glabrata
Candida krusei

Candida krusei

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida papsilosis

Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans

hemocultura
hemocultura
urina

urina

urina
hemocultura
urina

urina

urina
hemocultura
hemocultura
hemocultura
urina
hemocultura
hemocultura
hemocultura
hemocultura
hemocultura
hemocultura
secrecao lingua
hemocultura
cateter
hemocultura
urina
hemocultura
urina

lcr

sonda

PRPRRPRRPRRPPRPRRPRPRPOORORRORRFRPOOORRRLROOR

ORPRFRPORRPRPPRPRPRPROOOOROOOORORORRLROOR

PRPRPRPRORPRRPRRPRRPRPRRPROOFROORRRORORRLROOO

PPFRPORFRPRPFRPPPPOOO0ODO0OO0OO0OOOFRP,FRPOFRPORPLPLPOOO

PRPRRRPRRPRRPRPRRPRRPRPRPRPRRPRPRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRRPRREPRRR

OO0 O0O0OO0OO0OrO0OO0OORrRPOOFRPFRPOFRPOFRPORPPFRPOPRERO

ORRPRRPRRPRPRRORRRRPRRPORPROOORROORRRORLER

OORrRORRRORRRRPROOROOORRRORRRERORRIC

63



193
194
195
196
197
198
199
200
201
233
234
235
237
238
239
240
241
242
243
245
246
247
248
249
250
2901
292
293
294
295

Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida albicans
Candida papsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida glabrata
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

secrecao orofaringe
secrecao indefinida
hemocultura

urina

hemocultura

urina

urina

hemocultura

urina

hemocultura
cateter

urina

cateter

secrecao indefinida
urina

hemocultura
cateter

urina

urina

hemocultura
cateter
hemocultura

urina

cateter

urina

hemocultura
secrecgdo orofaringe
Lavado bronco alveolar
secrecao traqueal
hemocultura

PRPPPPOOORPRFRPROOORFRRPRPFRPPOOOOOOORFRORFRLORK

POROROOROORRROOROORRRRPRRPRRORRRPR

PORRPRRFPORRPRRPRPRPRROOOORRORRRERRRRERERRLRERERO

PRPRRPRPPRPOORRPRRPRPRPRPRPROORPROORRRPRRPRRPRPRPRORRRR

PRPRRPRRPRRPRPRPRPRRPPRPRPRPRPORPRPRPPRPROORRRRPRRPRORPR

eleoololoolooolololololol Nollol NolololojolololNaol Jlolele)

PORPRFRPOOROORRORRRORRORRRERRRRERRLRORER

PORRRPRPRORRPRRPRRPROROROORRORRRERRRRERRLRORE
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302
303
304
305
306
309
310
311
312
313
316
317
318
319
320
323
324
325
328
329
330
332
333
334
335
336
337
338
339
340

Candida albicans
Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida papsilosis
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida krusei
Candida krusei
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida krusei
Candida albicans
Candida albicans
Candida lusitaniae
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida papsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida papsilosis
Candida tropicalis

urina

urina

urina

urina

secrecao lombar
urina

urina
hemocultura
hemocultura
hemocultura
cateter

cateter

liquido pleural
hemocultura
hemocultura
hemocultura
secrecao traqueal
urina
hemocultura
hemocultura
urina

escarro
secrecao lombar
secrecao gastrica
urina

urina
hemocultura
urina
hemocultura
urina

ORPRPPPFPORPOFROOOROORRRRRRRERPRRRRERERRERER

OO0 O0OO0OPFrRO0OO0OO0OPrPROO0OORr,rPOOOPFrRPROOOOOFr,rOFrORrOo

OO0OO0OO0OORRRRPRRPRRRRPRPRORRRRLRRPOORORRERO

OOFRRPRRPRPRPRPRPRORPRROOORRORFRPRFRPROOROORORORO

RPRPRRRPRRPRPRPRPRRPRPRPRPRRPRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRERR

OCOPFRPOORFRPRPFPOOPFRPROOODOOOODO0OO0OO0OO0OO0OO0OFrOO0ODOOO R

PRPRRPRRPRRPRPRPRRPRRPRPRPRPRORPROROORRRORRRRERRLRORERE

PRPRRPRRPRRPRPRPRRPRRPRPRPRPRPRRPOOOOROOORRRRERRLRORE
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341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
365
366
367
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
391
392
393
394
395
396

Candida albicans

Candida guilliermondii

Candida albicans
Candida papsilosis
Candida albicans
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida lusitaniae
Candida albicans
Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida krusei
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida krusei
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida glabrata
Candida glabrata
Candida albicans

cateter

secrecao gastrica
cateter

urina
hemocultura
hemocultura
hemocultura
urina

urina
hemocultura
cateter

urina

urina

urina
hemocultura
hemocultura
cateter

urina

urina
hemocultura
hemocultura
secrecao orofaringe
urina

urina

secrecao traqueal
urina

urina
hemocultura
cateter

urina

PRPRPRORPRRPRRPRORPRRPRPROROROORRRREPREPRRRPORRER

POORFRPORPRPRPPPRPOOPFRPROPRPOPRPOOOOFrRPROOORLPFLPLOOO

ORRPRRPRRPRRPRRPRRPRPRRRPRPRPRRRPRRPRRLRRPRRPOORORRRO

POORRRPRFRPRPRRPRPRPRORPRRORORRORRPRRORRORRLRERO

RPRPRRRPRRPRRPRPRPRRPRPRPRPRRPRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRERPR

COOFRPRFRPPRPFRPROFRPROOOODOOOOOOO0OOrROOORrOORr

OCOOFrRRFRPFRPFRPROFRPPOFRPRPRPOPFRPOOPFRPROOOOOOOORr,ROOO

RPOORRPRRPRRRRPRRPRRRPRRRPRRPRRREPRPRLPRRRPRORRORRERO
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398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida glabrata
Candida glabrata
Candida glabrata

hemocultura
urina

cateter
hemocultura
cateter
fezes
hemocultura
urina

urina
hemocultura
secrecao ferida
urina
hemocultura
urina

OO0OO0OORORRRRRRERER

OO0OO0OO0OORRRRRRRERERER

COOrRPPFRPFRPFRPRFRPFPLPOOOOO

PRPORRRPRRPRRPRRRPRRPRRPR

RPRPRRPRPRRPRPRPRPRPRPRPRRPRPR

PORPRPPOOOPRLPOOOOO

RPORRRPRRPRRRRERRERRRERER

RPORRRPRRRRRERRRRERER

1 - -atividade enzimatica, sensibilidade aos antiflingcos
0 — sem atividade enzimatica, resistente aos antiflngicos.
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ANEXO 3

Prontuério No:

Cepa N°:

Data da internacg&o:

/ /

Data da cultura positiva:

Nome:

Idade:

Prematuro: ( ) sim () ndo Quantos meses?
Peso inicial: Peso final:

Causa da internacéo:

Doenca de base:

Andar da internagao:

Quarto de internago:

Isolamento? () sim () ndo UTL: tempo:
Tempo de internagdo: (em dias)
Medicagdes:
Tempo de tratamento: () dias
() meses
() anos
Outros microorganismos:
Cateter? ()sim ()ndo Tempo?
Sonda vesical? ()sim ()ndo Tempo?
Sonda nasogastrica? () sim ( ) ndo Tempo?
Ventilacdo mecénica? ( )sim () ndo Tempo?
Nutricdo Parenteral? ( )sim () ndo Tempo?
Desfecho:
() 6bito () Alta ( ) Alta com seqiela Qual:

QOutros:

Observagdes:
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