ADRIANA LOPES MOTTA

Analise da prevaléncia e perfil de suscetibilidade das espécies
de Candida isoladas de hemoculturas em 2006 no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtengdo do titulo de

Mestre em Ciéncias
Area de Concentracio: Fisiopatologia Experimental

Orientador: Profa. Dra. Flavia Rossi

Sao Paulo

2009



ADRIANA LOPES MOTTA

Analise da prevaléncia e perfil de suscetibilidade das espécies
de Candida isoladas de hemoculturas em 2006 no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtengdo do titulo de

Mestre em Ciéncias

Area de Concentracio: Fisiopatologia Experimental

Orientador: Profa. Dra. Flavia Rossi

Sao Paulo

2009



DEDICATORIA

Aos Meus pais Neusa e Tarcido (in memoriam) e aos meus avos Jodo e Rosa (in
memoriam) pelo amor e educacdo. A minha irma Amanda a minha avé Silvia pela

amizade e companheirismo. Ao Rafael com amor e carinho.

1



AGRADECIMENTOS

A Dra Fldvia Rossi pela orientacdo e disponibilidade

A Dra Gisele MD de Almeida pela co-orientacio sugestdes disponibilidade e amizade
Ao Professor Doutor Marcelo Nascimento Buratinii por proporcionar condi¢des para o
desenvolvimento desse estudo

A Alessandra Ferrari e Bruno Bernal - funciondrios da Fundagdo Faculdade de
Medicina por proporcionar condi¢des para o desenvolvimento desse estudo.

Ao Dr Alfio Rossi, Dra Tania Mara Strabelli, Enfermeira Adriana, funcionarios das
comissdes de controle de infec¢do hospitalar dos institutos, e ao Sr Alfredo Aoki, da
diretoria do arquivo médico do instituto de psiquiatria por fornecerem os dados de
admissao e pacientes-dia.

Aos funciondrios do setor de arquivo médico do Instituto Central

A todos os funciondrios da Microbiologia por proporcionar condi¢des para o
desenvolvimento desse estudo em especial para:

Os meus amigos e funciondrios do setor de Micologia Maria Isabel Cunha Pinto, Sergio
Ricardo Honoério, Rosenilda Assis e Valéria Rosa que me ajudaram durante o estudo.

As minha queridas amigas, Heleni Mota Pina, Ana Paula Cury, Alessandra Messina
Perini e Patricia Rodrigues Alves, Silvia Molin e Marlene Rafael e Marcia Maffucci
pela amizade.

Ao Dr Jodo Nobrega pela ajuda na excussdo da parte pratica

E a Maria Renata Gomes Franco pela compreensao, amizade e paciéncia

iv



SUMARIO

SUMARIO ....oooomienioeeeseees ettt v
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt st e saeas viii
LISTAS DE TABELAS ...ttt et sttt et Xi
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS. ...ttt Xiv
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt et esaeebesneesseenaeenee XV
SUMMARY ...ttt ettt et sttt et e s et et e et e s bt e nbe et e saeenbeeneesneenee XVi
1. INTRODUGAO ...ttt 1
1.1. Candidemias - ASPECLOS ETALS ....eeeruurerrreeerurreeiireeiireesireessreessseeessseeessseeessseeesssessnsees 2
1.2. Aspectos microbiol0gicos de Candida SPP. ......cccveeeveeeeeeeecieeeiieeeiee et evee e 6
1.2.1. Biologia Celular e Fatores de VIrul€ncia. ..........cccccueeevvieeieeeiiiieeniee e 8
1.2.2. PAtOGENIA. ...eeeeiiiieiiieeeiie ettt ettt e et e ettt e et e e st e e ssteeessseeessseeenssaeensseeensseeanns 10
1.2.3. Diagnostico 1aboratorial..........c.ceeivieeiiieeiiieeieeeie et e e e eaeeeaaee e 11
1.2.4. Teste de suscetibilidade a0s antifingiCos. ........ccccvueeeriieriiieriiieeriee et 17
1.2.5. Resisténcia a drogas antifin@iCas........c.ceerveeerieeeiireniieesieeeeieeesreeesreeesaeeeseneeenns 20
1.2.6. MecaniSmos de TeSISTENCIA. ..c...eeruieriieiieeieeniie ettt ettt ettt et 20
1.3, JUSHHEICATIVAL ©entiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e e s 22
2. OBIETIVOS ..ottt et sttt ettt et e et et eneesaeeaeenee 24
2.1. ODbJEtiVOS PIrINCIPALS. ..eeeruvieiriiieeiiiieeiiieeiieeeieeeeiteesteeesteeesaeeesaeeessseeensseeensseesnsseennns 25
2.2. ObJetivos SECUNAATIOS. ..uveieriiieeiiieeiiieeiieeesieeeeiteesieeesteeesaeeesbeeessseeensseeensseeensseennns 25
3. METODOS ...oooioaieeiaeeise i 26
3.1, LoCal dO @STUAO. ..ottt 27



3.2. DESENN0O O ESTUAO. ..eeeeieeeieee et e e et ee e e e e e e e e e aaereaeeeeeeeeenannans 28

3.3. LocaliZzagao dOS CaSOS. ...eeeviririieeiiieeiieeeiieeeiteeeriteeeareestaeesseeessseeensseeensseeessesennnes 28
3.4. DefinigOes € varidvels de INEETESSE. ...ccvveerveeerreeeiieeeiiieeeieeesreeesseeessseeensneeessseesnnnes 28
T T\ 6163 1) 03 (o) [0} .4 TR USRS 29
3.5.1. Processamento das amostras de SANGUE. ..........ccccveeeruieeeireeniieeenireenieeeireeeeveeenenes 29
3.5.2. Identificagao das CEPAS......ceeruieiriireriieeiieeeteeetteeeireeeieeesteeesbeeessbeeesaeeenneeenenas 30
3.6. Teste de suscetibilidade aos antifingiCoS. .........ccecvveerriieeriiiieniieecee e 31
3.6.1. Preparo da suspensao padrao de leveduras. .........cccecveeeiveeniieeniieeniee e 31
3.6.2. Microdilui¢do em caldo - Sensititre YeastOne ®. .........cccceecvveevciieenieeenieeereeennee. 32
3.6.3. Gradiente de Difus@o em 4gar - Etest ®. .........ccoooieiiiiiiiniiieeeeeeee e 34
3.6.4. DiSCO DIfUSAO. ..ceuviiiiiiiiiiiiiete et 35
3.6.5. Pontos de corte utilizados para categorizagao dos isolados. ........cceecveeerveeereveennnen. 36
3.7. Controle de qualidade. ..........coccuiieriiieiiie et e 37

3.8. Definicoes utilizadas para andlise de concordancia entre os métodos utilizados para

determinar o perfil de sensibilidade. ..........ccccueeeiiiiiiiieiiiieeece e 38
3.9. ANALISE ESAISTICA. 1..eeeuveeiieiiieesiie ettt ettt ettt sttt e n 40
4. RESULTADOS ...ttt sttt ettt et st e s be et st enbeenteeneenaeens 42
A1 PIEVAlBNCIA. ..eouiiiiiiiiieite ettt ettt st e 43
4.2, INCIACINICIA. .ttt ettt ettt et e bt st e e sabe st e s bt e ebeesaaeeneeas 44
4.3. Dados demogréficos dos pacientes com candidemia..........ccceeevuveeriieeencieeenieeenneennns 46
4.4. Distribuicao das espécies de Candida...............ccuuuevuieneueeesiueeeiieeeieeenieeenieeenseeenns 47
4.5. Identificag@o das cepas vidveis de Candida SPP. ....cccveeeeueeeeueeeiieeeiieeecieeesieeesveeenns 50

vi



4.6. Perfil de suscetibilidade. ..........cocooviiiiiiiiiiiiie e 51
4.7. Concordancia entre os testes utilizados para avaliar o perfil de suscetibilidade....... 54
4.7.1. Comparacao entre os valores dos MICs obtidos através dos testes de microdiluicao
Sensititre YeastOne ® versus Btest ®. ......cocccoiiiiiiiiiiiiiiiinieeteeeeeeeeeee e 57
4.7.2. Comparagdo entre os valores de MICs obtidos entre metodologias quantitativas
Versus diSCO AITUSAO. ...eevuiiriiiiiieiieie ettt 60

4.7.3. Andlise de concordancia na definicdao dos isolados classificados como S; SDD ou

Rocooeeeee et ettt 64
5. DISCUSSAQ ..ottt 69
6. CONCLUSOES ......ooovuiuiiiiiiieieiiieieiesie ittt 87
T ANEXOS ..o 90
8. REFERENCIA ........coooviieieeieeeeee e 107

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Caracteristicas Maicromorfoldgicas das principais Candida spp. Foto: Secao
de Microbiologia do HC-FMUSP..........cccoooiiiiiiiiiniiiiiieeeeeeeeee e 13

Figura 2. Micromorfologia das principais Candida spp. Foto: Secdo de =~ Microbiologia

HOC-FMUSP.....iiieee ettt ettt ettt s 14
Figura 3. Mecanismo de acdo das principais drogas antifingicas ...........ccceceeevveernneennne 22
Figura 4. Placas Sensititre YeastOne ® (Trek, UK). .....ccocveiiiiiiiiieniiiiecieeieeieeee 33

Figura 5. Interpretacdo do MIC através da fita Etest (AB Biodisk, Slona, Sweden) A -
Anfotericina B; B- Az6licos e C -Caspofungina. B........c..ccccceeeeiveeneenne. 35
Figura 6. Incidéncia de candidemia em 2006 nos diferentes hospitais do complexo
Hospital das Clinicas da FMUSP..........cccccooiiiiiiiieeeeeeeee e 45
Figura 7. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdiluicao Sensititre YeastOne ®
para anfotericing B.. .......coocoiiiiiiiiii e 57
Figura 8. Correlacdo entre os MIC de Etest ®e microdiluicdo Sensititre YeastOne ®
Para CaSPOTUNZING. ....cccuvieeiiieeiieeeieeeeieeetee e e te e et eesaeeesaeeenabeeeeseeenenes 58
Figura 9. Correlagdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do Sensititre YeastOne
®para flUCONAZOL. ........ooiiiiiiiiiieee et 58
Figura 10. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do Sensititre YeastOne ®
PAra IrACONAZOL.. c..eviiiiiiiiiiiieeiie ettt et 59
Figura 11. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do Sensititre YeastOne ®

PATA VOTICONAZOL.. ..vieeuiiieeiiieeiieeciteeeieeetee et e et eeeae e e st e e snaeeeneaeeeneseeenenas 59



Figura 12. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do para posaconazol
Sensititre YeastOne ®.........ccccocerieriiririinieieeieneeieeeeeie e 60
Figura 13. Correlagdo entre os halos do disco difusao e MICs da microdiluicdo Sensititre
YeastOne ® para fluconazol.. ........ccccveeeciieeeiiiieiiiieeiee e 62
Figura 14. Correlacgdo entre os halos do disco difusdo e MICs da microdiluicio Sensititre
YeastOne ® para VOriconazol.. .......cc.eeeeeeiieniieiiienie e 62
Figura 15. Correlacdo entre os halos do disco difusdo e MICs do Etest ®  para
fIUCONAZOL.. ... 63
Figura 16. Correlacdo entre os halos do disco difusdo e MICs do Etest ® para
VOTICONAZOL. ..ttt ettt e 63
Figura 17. Andlise do coeficiente kappa para avaliagdo da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne
® e Etest ® para fluconazol..........c.ccceeeiiieeiiieeiiieeieeeee e 65
Figura 18. Andlise do coeficiente kappa para avaliacio da concordincia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne
® e Etest ® para itraconazol. ..........c.eecvierieeiiienieeiieeie et 65
Figura 19. Andlise do coeficiente kappa para avaliacdo da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne

® e disco difusao para fluconazol..........ccceecvveeiiiieiiiienieeeeeee e 66

X



Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Andlise do coeficiente kappa para avaliacio da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método Etest ® e disco difusdo para
fIUCONAZOL. ... 67
Andlise do coeficiente kappa para avaliacdo da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne
® e disco difusdo para VOriconazol. ..........ceevueerieeniienieeniieeie e 67
Andlise do coeficiente kappa para avaliacio da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de Etest ® e disco difusdo para

VOTICOMAZOL. ettt e e e e ettt aaa e e eeeeeesssannnanes 68



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1 - Correlacao entre metodologias utilizadas para identificacao de leveduras. ... 14
Tabela 2- Valores de concentragdes inibitorias minimas estabelecidos para interpretacao
do teste de sensibilidade aos antiftingicos para Candida spp. segundo

"Clinical Laboratory Standard Institute" Documentos M27 A3.................... 37

Tabela 3- Diametros dos halos de inibi¢do estabelecidos para interpretacdo do teste de
sensibilidade aos antifingicos para Candida spp. segundo "Clinical
Laboratory Standard Institute" documento M 44 A.........ccceoviieiiiieniicennenn. 37

Tabela 4 - Ocorréncia dos dez principais microrganismos isolados de hemocultura de
2006 no Hospital das Clinicas da FMUSP..........cccccceoiiiiiniiiiniiiiiceeee, 43

Tabela 5 - Distribui¢do dos principais fungos isolados de hemocultura no ano de 2006
no Hospital das Clinicas da FMUSP. .........ccccoiiiiiiiiiiiiiiicceeeeee 44

Tabela 6- Incidéncia e distribuicdo de Candida spp. isoladas de hemocultura por
Instituto do Hospital das Clinicas da FMUSP em 2006...............cccuu........ 46

Tabela 7 - Distribuicdo de Candida albicans e Candida nao albicans de acordo com
doenca de base dos 136 episddios de candidemia em 2006 no Hospital das

Clinicas da FMUSP.......cooiiiieee e 47

Tabela 8 - Distribui¢do das espécies de Candida. isoladas em hemoculturas no ano de
2006 - Hospital das Clinicas da FMUSP. ........cccccooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeae 48

Tabela 9 - Distribuicdo dos episédios de candidemia e das espécies de Candida segundo

faixa etdria no Hospital das Clinicas da FMUSP em 2006. .............cccceeuvnne. 49

xi



Tabela 10-

Distribui¢ao dos episddios de candidemia e das espécies de Candida
segundo unidade de internacdo no complexo Hospital das Clinicas da

FMUSP €m 2006.......cc.ccoiriimiiiiiiiniieiinieeiteteeeesie et 50

Tabela 11 - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura

pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne ® no Hospital das

Clinicas da FMUSP €m 2000. .......couuuuiieiiiiiiiiiiiieieee ettt eeeevvaes 52

Tabela 12 - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura

pelo método Etest ® - Hospital das Clinicas da FMUSP no ano de 2006..53

Tabela 13 - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura

Tabela 14

pelo método de disco difusdo de acordo com o "Clinical Laborarory

Standards Institute" CLSI no Hospital das Clinicas da FMUSP no ano de

- Concordancia essencial, concordancia categérica e tipos de erros
observados entre as metodologias utilizadas para teste andlise do
suscetibilidade aos antifingicos, microdiluicdo Sensititre YeastOne ® e
Etest ®, para 100 cepas Candida spp. isoladas de hemoculturas no

Hospital da Clinicas da FMUSP em 2006..........ccccccveeviieeniieenieeeieens 55

Tabela 15- Concordancia categérica e tipos de erros observados pelo método de disco

difusdo para avaliar o perfil de suscetibilidade ao fluconazol e voriconazol
comparado com os métodos microdilui¢do Sensititre YeastOne e Etest
frente a 100 cepas Candida spp. isoladas em hemoculturas no Hospital das

Clinicas da FMUSP 10 QN0 20006. c.....ueeieeeeeeeeeeeeee e 56

Xii



PCR

HC- FMUSP

ICHC
UTI
INCOR
ICR
IOT
IPQ
SIGH
BHI
EUA
RYID
UK
AMB
CAS
FLU
ITR
VOR

POS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Reacdo de Polimerase em Cadeia Métodos
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo.

Instituto Central.

Unidade de terapia intensiva.

Instituto do Coragao.

Instituto da crianga.

Instituto de ortopedia e trauma.

Instituto de psiquiatria.

Sistema Integrado de Gestao Hospitalar.
Brain Heart Infusion.

Estados Unidos da América.

"Rapid yeast identification"

Reino Unido

anfotericina B

caspofungina

fluconazol

itraconazol

voriconazol

posaconazol

xiil



MIC

UFC

MOPS

CLSI

ATCC

CE

CC

MG

CAP

CDR

concentracao inibitéria minima
Unidade formadora de colonia
Acido morfolinepropanesulfonico
"Clinical Laboratory Standards Institute"
"American Type Culture Collection"
Concordancia essencial
Concordancia categdrica

Erro menor.

Erro maior

Erro muito grave

College of American Pathologists

Candida drug resistance

Xiv



RESUMO

Motta AL. Andlise da prevaléncia e perfil de suscetibilidade das espécies de
Candida, isoladas em hemoculturas em 2006 Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo [dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2009.

INTRODUCAO: Embora a lista dos microrganismos envolvidos em fungemias esteja
em expansdo, as espécies de Candida permanecem como 0S principais agentes
etiol6gicos, causando morbidade e mortalidade significativas. A introdu¢do de novos
antifiingicos na pratica clinica tem refor¢cado a necessidade de estudos que monitorem
mudancas na epidemiologia e no perfil de sensibilidade de Candida spp. a nivel local e
global. OBJETIVO: Avaliar a prevaléncia e incidéncia de candidemia no HC-FMUSP
durante o ano de 2006 e determinar o perfil de suscetibilidade das espécies isoladas.
METODOS: Foi realizado um estudo retrospectivo no qual os pacientes identificados
foram caracterizados de acordo com varidveis clinicas disponiveis nos sistemas
laboratoriais. A concentragcdo inibitéria minima (MIC) foi determinada pelo método de
microdilui¢do Sensititre YeastOne ®, considerado como referéncia, além do Etest ®. As
seguintes drogas foram avaliadas: anfotericina B (AMB), caspofungina (CAS),
fluconazol (FLU), itraconazol (ITR), voriconazol (VOR) e posaconazol (POS). O
método de disco difusdo (DD) também foi utilizado para FLU e VOR. Os resultados
obtidos pelas trés metodologias foram comparados entre si. RESULTADOS: A
prevaléncia de Candida em hemocultura foi de 3,5%. Foram identificados 136 casos de
candidemia e a incidéncia global foi de 1,87 casos/1.000 admissdes hospitalares e 0,27
casos por 1.000 pacientes dia. A mediana de idade foi de 40 anos e 58,1% dos pacientes
eram homens. Neoplasia foi a doenca de base mais frequente. Na distribuicdo das
espécies, C. albicans foi a espécie mais isolada (52,2%), seguida por C. parapsilosis
(22,1%), C. tropicalis (14,8%) e C. glabrata (6,6%). O perfil de sensibilidade foi
determinado em 100 cepas de Candida. Destas, 100% mostraram-se suscetiveis a AMB
e CAS; 98 % ao VOR; 91%, ao FLU e 66% ao ITR. Para o POS, MICy, foi de 0,25
pg/mL. O percentual de concordancia essencial (CE) e concordancia categérica (CC)
entre o teste de referéncia e o Etest ® foi > 93%, exceto para o itraconazol (CE 80%,
CC 70%). O percentual de CC para o fluconazol e voriconazol pelo DD versus
Sensititre ® e Etest ® foi, respectivamente: FLU 94%, 95% e VOR 96%, 98%.
CONCLUSAO: A prevaléncia a incidéncia de candidemia encontrada e a distribui¢io
das espécies concordaram com outros dados nacionais. Observou-se uma boa atividade
in vitro da maioria das drogas para Candida spp., exceto itraconazol. Houve uma boa
concordancia essencial entre os métodos utilizados, exceto também para itraconazol. As
discordancias de categoria observadas entre os métodos resultaram em erros menores na
maior parte dos casos.
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SUMMARY

Motta AL. Pevalence and suscetibility profile of Candida species isolated from blood
culture in 2006 at Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo [dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo
Paulo, 2009.

INTRODUCTION: Although the spectrum of fungi causing bloodstream infections
continues to expand, Candida species remain responsible for the majority of cases,
causing significant morbidity and mortality. The introduction of new antifungal agents
in the clinical practice has increased the need for new studies for monitoring changes in
the epidemiology and susceptibility profiles of candidemia at a local and global level.
PURPOSE: To determine the prevalence and incidence of candidemia, species
distribution and antifungal susceptibility patterns at large Brazilian tertiary public
hospital during 2006. METHODS: Data were collected retrospectively. Patients were
evaluated for selected variables. The minimal inhibitory concentrations (MIC) were
determined using Sensititre YeastOne ®, considered the reference method, and Etest
®. The following drugs were tested: amphotericin B (AMB); caspofungin (CAS); and
posaconazole (POS),fluconazole (FLU) and voriconazole (VOR). The disk diffusion
method was also employed for FLU and VOR. MIC results obtained by Etest ®,
Sensititre YeastOne ® and disk diffusion were compared. RESULTS: The prevalence
of Candida spp. from blood cultures was 3,5%. One hundred and thirty-six cases of
candidemia were identified. The overall incidence of candidemia was 1,87 cases per
1.000 admissions and 0,27 cases per 1.000 patient-days. 58.1% patients were male and
the median age was 40 years. Cancer was the most frequent underlying disease. C.
albicans was the most commonly identified species (52,2%), followed by C.
parapsilosis (22,1%), C. tropicalis (14,8%) and C. glabrata (6,6%). The susceptibility
profile of 100 Candida spp. isolates was: 100% to AMB B and CAS; 98 % to
voriconazole; 91% to fluconazole; and 66% itraconazole. For posaconazole MICqy was
0,25 pg/mL. The percentage of essential agreement (EA) and categorical agreement
(CA) between the reference and test methods was > 93%, except for itraconazole (EA
80%, CA 70%). The (CA) between Sensititre YeastOne ® versus disk diffusion and
Etest ® versus disk diffusion were respectively: FLU (94%) (95%) and VOR (96%)
(98%). Minor errors accounted for the majority of all categorical errors.
CONCLUSION: The prevalence and incidence of candidemia found in this study were
in agreement with previous national reports. There was a good in vitro activity for most
drugs tested against Candida spp. except for itraconazole. A good EA was demonstrated
between methods except again for itraconazole. Minor errors accounted for the majority
of all categorical errors for between methods.
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1. INTRODUCAO.

1.1. Candidemias - Aspectos gerais

Nos tltimos trinta anos varios estudos tém documentado o aumento da freqii€éncia
e diversidade etioldgica das infeccdes fungicas invasivas relacionadas a assisténcia a
saude (Pfaller e Diekema, 2007).

Inimeros fatores contribuiram para o aumento na incidéncia destas infec¢des : a)
aumento da populacdo de pacientes imunossuprimidos tais como pacientes com aids,
oncoldgicos e diabéticos entre outros; b) avangos diagndsticos e terapéuticos da pratica
médica moderna, com a utiliza¢do de novas e agressivas estratégias no cuidado clinico e
cirirgico de pacientes, incluindo sistemas de suporte de vida, uso mais freqiiente de
antibiéticos de amplo espectro, corticosterdide e drogas imunossupressoras c) o advento
de transplante de 6rgdos e de células-tronco hematopoiéticas com maior sobrevida destes
pacientes; d) o aumento da populacdo de idosos, e) evolugdes terapéuticas para o
tratamento de recém-nascidos prematuros (Diamond, 1991; Morrisson et al., 1994;
Fridkin e Jarvis,1996; Pfaller e Wenzel, 2003; Warnok , 2007).

Dentre as infecgdes flingicas invasivas podemos destacar as infeccoes de corrente
sanguinea pela alta morbidade e mortalidade a que estdo associadas. Um estudo
americano sobre sepse envolvendo cerca de 500 hospitais de diferentes regides
geograficas durante um periodo de 22 anos revelou um aumento de 207% dos casos de

fungemia (Martin et al., 2000). Outro estudo dinamarqués de base populacional também



mostrou um aumento crescente dos episédios de fungemia de 1992 a 2004,
documentando uma incidéncia de 11 casos por 100.000 habitantes e 0,49 por 1.000 altas
hospitalares (Arendrup et al., 2005).

Embora a lista dos microrganismos envolvidos em fungemias esteja em expansao,
as espécies de Candida permanecem como 0s agentes mais comumente associados a
estas infec¢des. Estima-se que aproximadamente 5-15% das infeccdes de corrente
sanguinea (Beck-Sague e Jarvis 1993, Wisplinghoff et al., 2004) e mais de 80% dos
casos de fungemia sejam causados por Candida spp. (Trick et al., 2002; Eggimann et al;
2003; Wisplinghoff et al ., 2004; Colombo et al., 2007; Almeida et al., 2008).

Candidemia tornou-se um problema persistente em inimeros hospitais ao redor do
mundo (McNeil et al., 2001; Wilson et al.,, 2001; Pfaller e Diekema, 2007). O
diagnostico precoce € dificil e os custos hospitalares decorrentes da internacao
prolongada sdo elevados (Girdo et al. 2008). Aproximadamente 10.500 a 42.000 casos
de candidemia ocorrem nos Estados Unidos anualmente com custos estimados de 44.536
dolares (Rents et al., 1998). Além disso, a despeito dos recentes avangos no cuidado e
tratamento destas infec¢des, a mortalidade permanece a mesma de duas décadas atras,
em torno de 50%. (Wey et al., 1988; Gudlaudgsson et al., 2003; Almirante et al., 2005).

A partir da década de 90 vdrios estudos de vigilancia de base laboratorial e
populacional foram constituidos num esforco conjunto para elucida¢io da epidemiologia
de candidemia (Eggiman et al., 2003; Pfaller e Dieckema, 2007).

Estes e outros estudos tém revelado importantes diferencas geogréficas quanto a
incidéncia de candidemia e distribuicdo das espécies envolvidas. Alguns centros tém

reportado aumento nas taxas de candidemia (Asmundsdottir et al., 2002; Voss et al.,



1996) enquanto que outros relataram uma estabilizacdo (Morgan, 2005) ou diminui¢cdo
da incidéncia desta infec¢do (Garbino et al., 2002).

Na América do Norte, a incidéncia de candidemia variou de 0,28 a 0,96 casos por
1.000 admissdes hospitalares (Jarvis, 1995; Wisplinghoff et al., 2004). No Canadd a
incidéncia de candidemia documentada foi de 0,45 por 1.000 admissdes hospitalares.
Estudos europeus revelam variacdes importantes entre os paises: 0,28; 0,32; 0,38 casos
por 1.000 admissdes na Franga, Alemanha e Suécia, respectivamente e 0,53 casos por
1.000 altas hospitalares na Espanha (Richet et al., 2002; Macphail et al., 2002;
Almirante et al., 2004; Tortorano et al., 2004). Na regido asidtica, as taxas relatadas
variam de 1 a 12 casos por 1.000 admissdes (Hsueh et al., 2002; Chakrabarti et al.,
2008). Na Arabia Saudita um estudo realizado entre os anos 1996-2004, com 98
episddios de candidemia a incidéncia reportada foi de 0,76 casos por 1.000 altas
hospitalares (Al-Tawfiqg, 2006)

No Brasil, no maior estudo realizado até o momento, envolvendo 11 hospitais e
712 casos de candidemia, observou-se uma incidéncia geral de 2,49 casos por 1.000
admissdes hospitalares (Colombo et al., 2006). Em 2007, um outro estudo realizado em
quatro hospitais de nivel tercidrio da cidade de Sao Paulo reportou taxas de 1,66 casos
por 1.000 admissdes hospitalares (Colombo et al., 2007). Mais recentemente, estudo
realizado em um hospital de Recife documentou uma incidéncia de 3,9 casos por 1.000
admissdes hospitalares, taxa bem mais elevada do que a reportada em outro hospital do
Parand, com 1,27 casos por 1.000 admissdes hospitalares (Franca et al., 2008;

Hinrichesen et al., 2008).



Estudos de base populacional demonstram uma incidéncia de candidemia de 1,9 a
11 casos/100.000 habitantes por ano na Europa, 6,0 — 24 casos/100.000 habitantes por
ano nos Estados Unidos, 2,8 casos/100.000 habitantes ano no Canada (Pfaller e
Diekema, 2007), 2,4 casos/100.000 habitantes na Noruega (Sandven et al., 2006) e
1.81/100,000 na Austrélia (Chen et al., 2006)

Em relacdo a distribui¢do das espécies de Candida envolvidas em fungemia,
também foi possivel observar diferengas relacionadas a regido geografica, idade e
doenca de base (Pfaller et al.,1998; Pfaller et al., 2000; Pfaller e Diekema, 2007). Cabe
ressaltar que na udltima década houve um aumento do nimero de casos envolvendo
espécies nao-albicans. Contudo, C. albicans continua a espécie de Candida mais
comumente isolada. Nos Estados Unidos, Europa e Canadd, C. glabrata e C.
parapsilosis constituem as espécies nao-albicans mais frequentes (Eggimman et al.,
2003; Pfaller e Diekema, 2007, Tortorano et al., 2005) enquanto que no Brasil e
América Latina, C. tropicalis e C. parapsilosis sao predominantes (Pfaller et al., 1998;
Godoy et al., 2003; Colombo et al., 2006; Colombo et al., 2007; Franca et al., 2008;
Brito et al., 2008).

Quanto aos fatores de risco associados a candidemia, varios trabalhos
identificaram a utilizagdo prévia de antibidticos de amplo espectro, quimioterapia,
cancer, colonizagdo de mucosa por Candida spp., uso de dispositivos médicos, cirurgia
gastrica prévia, nutricdo parenteral, neutropénia, insuficiéncia renal prévia ou
hemodiélise e prematuridade como fatores de risco independentes a analise multivariada
(Nucci e Anaisse, 2001; Colombo et al., 2006; Brito et al., 2006; Colombo et al., 2007;

Pfaller e Diekema, 2007).



Em relacdo ao tratamento destas infec¢des, por décadas anfotericina B deoxicolato
permaneceu como Unica opc¢do terapéutica. No entanto, nos ultimos anos houve uma
expansdo consideravel do arsenal terapéutico. No Brasil, segundo as recomendacdes do
consenso brasileiro, anfotericina B, fluconazol e caspofungina constituem opg¢des para o
tratamento de candidemia. Além destas, o voriconazol aparece como alternativa para

tratamento de espécies resistentes ao fluconazol (Hazen, Howell, 2007).

1.2. Aspectos microbioldgicos de Candida spp.

Candida spp. faz parte de flora enddgena do trato gastrointestinal dos seres
humanos podendo ainda colonizar o trato genitourindrio, a pele e mucosas (Dignani et
al, 2003; Eggimann et al, 2003; Hazen e Howell, 2007) .

Atualmente existem aproximadamente 200 espécies de Candida descritas, sendo
que apenas 10% estdo envolvidas em infeccdes nos seres humanos. Candida albicans,
Candida parapsilosis. Candida tropicalis. Candida glabrata, Candida guilliermondii,
Candida krusei e Candida lusitaniae constituem as espécies mais comumente associadas
a infecgdes. Entretanto, outras espécies tais como Candida famata, Candida
dubliniensis, Candida pelliculosa, Candida norvergensis e C. rugosa vém sendo
relatadas na literatura principalmente associadas a surtos hospitalares (Eggimann et al,
2003; Hazen e Howell, 2007).

Taxonomicamente as leveduras do género Candida spp. pertencem ao reino Fungi;

Filum: Ascomycota; Subfilum: Ascomycotina; Classe: Ascomycetes Ordem:



Saccharomycetales; Familia: Saccharomycetaceae. O género foi criado em 1923 com
intuito de agrupar as leveduras associadas a animais de sangue quente e todas as outras
que ndo classificdveis em nenhum outro género (Meyer et al., 1998; Dignani et al, 2003;
Eggimann et al, 2003).

Estudos moleculares aplicados a taxonomia dos fungos vém revelando as formas
teleomorficas (sexuadas) de varias leveduras previamente desconhecidas e classificadas
até entdo como Candida spp. Por conseguinte, tais leveduras tem sido excluidas da
classe dos basidiomicetos e incorporadas no grupo dos ascomicetos que incluem os
géneros Clavispora spp. (C. lusitaniae)., Debaryomyces spp. (C. famata), Issatchenkia
spp., Kluyveromyces spp., Pichia spp., (C. guilliermondii)., e Yorrowia spp. (C.
lipotlitica) (Dignani et al, 2003; Eggimann et al, 2003; Hazen e Howel, 2007).

Da mesma forma, novas espécies também tem sido descritas. Como exemplo
podemos citar Candida dubliniensis, caracterizada em 1995 e muito semelhante
fenotipicamente a C. albicans. Também foram descritas Candida bracarensis e Candida
nivariensis, que guardam estreita relacio com Candida glabrata (Meyer et al., 1998;
Dignani et al, 2003; Hazen e Howell, 2007; Bishop, et al., 2008). Cabe ainda destacar
que C. parapsilosis € atualmente considerada um complexo de 3 espécies: C.
metapsilosis (C. parapsilosis grupo Ill), C. orthopsilosis (C. parapsilosis grupo II) e C.

parapsilosis, sendo a dltima a mais comumente isolada (Lockhart et al., 2008).



1.2.1.  Biologia Celular e Fatores de viruléncia.

A expressao de glicoproteinas, secre¢do de enzimas, formagao de hifas, resisténcia
intrinseca aos azoélicos e formagao de biofilme sdo considerados importantes fatores de
viruléncia. (Eggimann et al., 2003; Trofa et al., 2008)

A parede celular das leveduras do género Candida spp. é composta de
polissacarideos, mananas fosforiladas, glucanas e pequenas quantidades de quitina.
Polipeptidios e proteinas estdo ligados aos polissacarideos, juntamente com
fosfoglicopeptideos e polimeros. A parede celular tem duas func¢des importantes:
manutencdo de integridade celular e interagdo do microrganismo com o ambiente ao
qual estd exposto. Esta estrutura é o ponto de contato entre o microrganismo e as células
do hospedeiro, podendo também ser alvo de antimicrobianos e da resposta imune.
Candida spp. tem capacidade de se aderir a tecidos e superficies através de mecanismos
como interacdo com receptores especificos, forcas eletrostiticas de van der Waals e
hidrofobicidade (Fidel et al., 1999; Dignani et al, 2003; Trofa et al., 2008).

As mananas atuam como fator de viruléncia pois favorecem a hidrofobicidade e
suprimem a resposta imune do hospedeiro (Dignani et al, 2003; Kojic e Darouiche.,
2004; Trofa et al ., 2008) . Enzimas como as do grupo aspartil proteinase tem capacidade
de produzir protedlises nas células de defesa do hospedeiro e permitem a translocacao
das leveduras nos tecidos juntamente com as fosfolipases. As enzimas lipases,
caracterizadas pela sua estabilidade em altas temperaturas e resisténcia a protedlise, tém

como finalidade a digestdo de lipideos para aquisicdo de nutrientes, adesdo nas células



do hospedeiro e tecido além da hidrélise inespecifica devido a atividade fosfolipidica
entre outras (Eggimann et al 2003; Kojic e Darouiche., 2004; Trofa et al ., 2008).

A formacdo de hifas também estd associada a viruléncia, favorecendo a infiltragao
da levedura durante a invasao tecidual (Eggimann et al 2003; Dignani et al, 2003 Kojic e
Darouiche., 2004; Trofa et al ., 2008).

O biofilme € outro potente fator de viruléncia, relacionado a algumas espécies de
Candida, que se desenvolve quando um microrganismo adere a uma superficie (célula
do hospedeiro ou dispositivos externos), produzindo polimeros extracelulares que
formam uma matriz, facilitando a adesdo. A formacdo do biofilme ocorre em trés etapas.
A primeira fase consiste na aderéncia do microrganismo na superficie, a segunda é
caracterizada pela formagao da matriz, onde ocorre a mudanga da levedura para forma
de pseudo-hifa e a terceira por um aumento da matriz, com a formacao de uma estrutura
tridimensional (fase de maturacdo). Espécies de Candida que formam biofilme
apresentam maior resisténcia as defesas do hospedeiro e também a terapia antifiingica,
devido a limitada penetracdo dessas drogas através da matriz. C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis e C. glabrata, sdo espécies que tem capacidade de formar biofilme e
nesses casos tem sido associados com dados mais altos de morbidade e mortalidade
(Kojic e Darouiche., 2004; Trofa et al ., 2008). Um estudo realizado entre os anos de
2000 - 2004 com um total de 294 pacientes avaliados, a formacdo de biofilme ocorreu
em 80 cepas, representando 27,2% dos casos de candidemia onde C. tropicalis foi a
mais frequente, seguida de C. glabrata, C. albicans e C. parapsilosis. A mortalidade nos
pacientes com formacgao de biofilme foi significantemente maior 70% versus 45,7% P <

0,001 (Tumbarello et al., 2007).
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1.2.2. Patogenia.

Leveduras do género Candida spp. causam um amplo espectro de doencas
variando desde infeccdes cutaneo-mucosas a infec¢des graves e disseminadas,
principalmente em pacientes criticos e imunossuprimidos (Eggimann et al, 2003;
Dignani et al, 2003).

Trés fatores podem contribuir para o desenvolvimento de candidemia :

(i) Aumento da colonizagao por Candida spp.

a. via endégena: decorrente da utilizagdo de antibidticoterapia de amplo espectro
com subsequente supressao da microflora intestinal e supercrescimento de Candida spp.

b. via exégena: relacionada a hospitalizacdo prolongada, com aumento do risco de
aquisicdo exogena de Candida spp. através das maos de profissionais de saude, e/ou
contaminacdo de insumos hospitalares e/ou uso de dispositivos como sondas
ventiladores mecanicos e uso de catéter.

(i) Alteragdes na integridade da mucosa intestinal levando ao aumento da
translocacdo de Candida spp. especialmente em pacientes com neutropénia, mucosite
por quimioterapia, desnutridos, queimados e submetidos a cirurgia de grande porte.

(iii) Imunossupressao local ou sist€émica (Eggimann et al, 2003; Dignani et al,

2003; Troffa et al., 2008).

As infec¢des invasivas causadas por Candida sao normalmente precedidas de
colonizagdo, entretanto a origem exdgena das candidemias também tem sido

demonstrada (Troffa et al., 2008).
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A colonizagdo de pele e mucosas por Candida spp. ocorre em apenas 5-15% da
populacdo. Em ambiente hospitalar, 50 a 86% dos pacientes internados em UTI tornam-
se colonizados por Candida spp. Destes, estima-se que cerca de 5 a 30% desenvolvam
infec¢des invasivas por Candida spp. (Lunel et al, 1999; Viuddes et al, 2002; Blot et al.,
2002, Eggimann et al 2003; Dignani et al 2003).

Um estudo de revisdo da literatura que avaliou 21 trabalhos sobre a origem das
candidemias, sendo que destes, 11 avaliaram amostras do trato gastroinestinal, 4
analisaram amostras de pele e 6 utilizaram ambas as fontes, concluiu que colonizagao de
trato gastroinestinal € pré-requisito para desenvolver candidemia (Nucci e Anaisse,
2001). Outro estudo que descreve a aquisicdo nosocomial de fungemia por C.
parapsilosis em seis recém-nascidos prematuros internados em uma UTI, neonatal na
Itdlia, concluem apds anélise molecular, que transmissao horizontal ocorreu através da
interacdo direta entre enfermeiras e recém nascidos. O isolado C. parapsilosis foi
oriundo da conjuntiva de um desses pacientes que desenvolveu posterior candidemia por
esta espécie. Esses achados esclarecem a possibilidade de colonizagdo e ou infeccao
prévia de outros sitios, além do trato gastrointestinal como origem das candidemias

(Lupetti et al., 2002).

1.2.3. Diagndstico laboratorial

Um diagnéstico precoce e rapido de candidemia € altamente desejavel, podendo

contribuir para instituicdo de terapéutica antifingica adequada e diminuicdo de morbi-

mortalidade. (Egimmann et al., 2003; Guery et al 2008).
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Contudo, mesmo com o0s avangos tecnoldgicos observados nos ultimos anos, o
diagnéstico das candidemias permanece um desafio, sendo feito tardiamente na maioria
dos casos. Os sinais e sintomas dessas infec¢des sdo inespecificos e os métodos
microbiol6gicos tradicionais, amplamente utilizados nos laboratérios de rotina,
apresentam sensibilidade limitada. (Egimmann et al., 2003; Guery et al 2008)

O isolamento em cultura com posterior identificacdo das leveduras do género
Candida ainda € a metodologia mais utilizada e disponivel na maioria dos laboratdrios
clinicos. Estima-se que mesmo os sistemas automatizados de hemocultura detectem
apenas metade dos casos de candidemia (Egimmann et al., 2003; Ellepola e Morrison,
2005)

A identificacdo laboratorial das leveduras do género Candida leva em
consideragdo caracteristicas macro e micromorfoldgicas das coldnias associadas ao
perfil bioquimico. Macromorfol6gicamente apresentam coldnias de coloragdo branca a
creme, com texturas cremosas ou membranosas exibindo superficie varidvel de lisa a
sulcada, brilhante ou opaca (Figura 1) (Eggimann et al., 2003; Dignani et al, 2003;
Lacaz et al., 2002). Do ponto de vista micromorfolégico formam pseudo-hifas e/ou
hifas verdadeiras, sendo que o arranjo e disposicao das estruturas em dgar fubd Tweem
80, tais como os blastoconidios, (Figura 2) auxiliam na identificacdo das espécies

(Dignani et al 2003; Lacaz et al, 2002 ).
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C. albicans: Em agar sabouraud, aparece con C. parapsilosis: Em 4gar sabouraud, as colonias
cor branca a creme, textura cremosa , superficie aparecem na cor branca-creme, textura
lisa e brilhante cremosa, superficie sulcada com aspecto

“rendado” e bordas irregulares

C.glabrata: Em dgar sabouraud, as coldnias sdo C. krusei: Em 4gar sabouraud, as colOnias
pequenas, aparecem na cor branca-creme, com aparecem na cor branca a creme, com textura
textura cremosa, superficie lisa e brilhante e veludosa, superficie umbilicada, seca e borda
bordas regulares irregular

Figura 3. Caracteristicas Maicromorfoldgicas das principais Candida spp. Foto: Secao de
Microbiologia do HC-FMUSP.



14

Candida albicans

1. Clamidésporos terminais: Estruturas
redondas de parede espessa 2.Blastoconidios:
Sdo ovais e formam aglomerados no septo da
pseudohifas

Candida parapsilosis

1 — Blastoconidios: Aparecem de forma tnica
ou em pequenos aglomerados ao longo da
pseudohifa. 2 — PSEUDOHIFA: aparéncia
tortuosa ou curva, podendo aparecer
pseudohifas largas denominadas células
gigantes.

Candida tropicalis

1.Blastoconidios: Unicos ou em pequenos
grupos ao longo de pseudohifa. 2 -
Pseudohifa: Longa e delicada com rara
producdo de clamidésporos em forma de
lagrima

Candida krusei

1.Blastoconideos dispostos verticalmente na
constricio da pseudohifa. Tem forma
alongada com aspecto de palitos de fésforo
cruzados. 2. Pseudohifas:  Alongadas,
delgadas e ramificadas como galhos

Figura 4. Micromorfologia das principais Candida spp. Foto: Secdo de

Microbiologia HC-FMUSP.
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Atualmente, a grande maioria dos testes comerciais implantados em laboratdrios
clinicos sdo baseados na assimilacdo de agucares e outros substratos, como o nitrato e a
uréia. Na Tabela 1 pode-se observar a performance de diferentes metodologias

fenotipicas utilizadas para identificacdo e espécies de leveduras (Freydiere et al., 2001).

Tabela 1- Correlacdo entre metodologias utilizadas para identificacdo de leveduras.

Métodos automatizados

% de correlacao % de correlacao

Método Método de Nimero de cepas/ L. . .
. . = A , P com espécies com espécies
identificacio referéncia niimero espécies .
comuns incomuns
Rapid id yeast plus API 20 C AUX 447/36 95,7 79,1
VITEK YBC API 20 C AUX 398/26 99,2 94,1
Biolog YT Convencional 140 37 70

Métodos nio automatizados

% de correlacao % de correlacao

Método Método de Numero de cepas/ .
identificacio referéncia nimero espécies com especies com testes
comuns complementares
API 20 C AUX Convencional 506/21 88,5 96
API 20 C AUX Convencional 1093/21 - 98
Fungifast Convencional 202/19 91 -
API Candida API 20 C AUX 198/16 71,7 91,4

Nota: Dados retirados da referéncia Freydiere et al., 2001

As limitacdes relacionadas ao diagndstico tradicional das candidemias tém
estimulado o desenvolvimento de novas técnicas diagnésticas. Métodos baseados na
deteccdo de mananas, B-d-glucana e dcidos nucléicos tem sido avaliados com
sensibilidade e especificidade varidveis. Em um estudo caso controle que avaliou a

performance do teste [-d-glucana no diagnéstico provavel ou possivel de infec¢des
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fingicas invasivas, a sensibilidade e especificidade observada para candidemia foi de
69.9% e 87.1%, respectivamente. Houve ainda um elevado nimero de resultados falsos
positivos tornando necessdria uma maior padronizagdo deste teste antes da
implementagdo em rotina (Ostrosky-Zeichner et al, 2005).

Os resultados dos estudos baseados na detec¢do de manana exibem uma melhor
performance quando comparados a B-d-glucana. E a andlise combinada da detec¢do de
antigenos e anticorpos demonstra dados de sensibilidade e especificidade de 80 e 93%
respectivamente, aparecendo como uma alternativa promissora para o diagndstico
dessas infecgdes (Sendid et al., 2002; Guery et al., 2008). A detec¢dao de oligomanoses
combinada (o e ) demonstrou sensibilidade de 95%, e valor preditivo positivo e
negativo de 79 e 97%, respectivamente. Esses achados evidenciam que a detec¢do
desses epitopos durante a candidiase experimental e em humanos parecem contribuir
com a melhora da sensibilidade e do tempo no diagndstico das candidemias (Sendid et
al., 2004).

A biologia molecular apresenta-se como uma ferramenta no diagndstico das
candidemias e a reacdo de polimerase em cadeia (PCR) € uma das metodologias
utilizadas para amplificar o dcido desoxirribonucléico (DNA) dos fungos. Os alvos mais
comumente utilizados para amplificacdo, as regides 5.8S; 18S; 28S do é&cido
ribonucléico ribossomal (RNAr), a regiao "internal transcribed spacer" (ITS) ou a regido
"intergenic spacer” (IGS).

O PCR em tempo real consiste de duas sondas de DNA uma marcada na regiao 3'

com fluoresceina e outra na 5' com um fluoréforo. E a diferenciacdo das espécies tem
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sido feitas através da andlise de curvas de fusdo (melting-curves). Além disso técnicas
de sequenciamento de DNA para fungos de importancia médica incluindo Candida spp.
tem sido utilizadas e podem ser uma alternativa aos microrganismos de identificacio
questiondvel (Ellepola e Morrison., 2005; Innings et al., 2007; Vollmer et al., 2008;

Guery et al., 2008; )

1.2.4. Teste de suscetibilidade aos antiftingicos.

Com as relevantes taxas de incidéncia e mortalidade observadas para candidemia e
com o aumento do nimero e consumo dos antifingicos disponiveis para o tratamento e
prevencdo destas infec¢des (Pfaller e Diekema, 2007; Colombo et al., 2007), ganha
importancia o teste de sensibilidade aos antifingicos. Com o antifungigrama € possivel
detectar ¢ monitorar padroes de resisténcia de Candida spp. além de auxiliar os clinicos
na escolha apropriada de terapéutica antifingica (Kanafani e Perfect 2007).

Atualmente a metodologia de referéncia utilizada para realizar o antifungigrama é
a dilui¢do em caldo, padronizada pelo "Clinical Laboratory Standards Institute" (CLSI)
em 1997, para leveduras do género Candida spp. Cryptococcus, apresentando uma boa
reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial (Rex et al., 2001; Cuenca-Estrella
et al., 2002) A diluicdo em caldo apresenta como desvantagem o fato de ser muito
trabalhosa e de aplicacdo limitada na maioria dos laboratdrios de rotina. Além disso, os
resultados dos testes demoram 48 horas e a leitura é visual, o que pode levar a
subjetividades na determinacdo do MIC, particularmente para drogas azélicas que sao

sabidamente fungistaticas.
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Ap6s a padronizacdo do teste, houve a necessidade de desenvolver metodologias
alternativas mais aplicdveis na rotina clinica laboratorial. Atualmente, sistemas
comerciais tém sido avaliados comparativamente com a diluicdlo em caldo com
resultados satisfatorios, dependendo da metodologia avaliada. O Etest ® (AB Biodisk,
Sweden) e Sensititre Yeast One ® (Trek, UK), sdo exemplos de testes comerciais
aprovados pelo "Food Drug Administration" (FDA) (FDA, 2003), que apresentam uma
boa correlacdo com a metodologia de referéncia, variando entre 75% a 100%,
dependendo da associac¢do antifingico testado versus espécie de Candida avaliada
(Chang et al., 2001; Chryssanthou, 2001; Morace et al., 2002; Catén et al., 2006; Magill
et al., 2006; Alexander et al., 2007; Diekema et al ., 2007; Pfaller et al., 2008c). Estes
dois métodos apresentam como vantagem a determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (MIC) em 24 horas. Em 2004, o CLSI padroniza o método de disco difusao
para Candida spp, documento M 44A, com de pontos de corte estabelecidos apenas
fluconazol e voriconazol (CLSI, 2004).

Virios estudos nacionais e internacionais referentes ao perfil de sensibilidade de
Candida spp, frente aos antifiingicos utilizando diferentes metodologias tem sido
publicados. Na tabela 2 estdo sumarizados os resultados de estudos referentes ao perfil

de suscetibilidade realizados no Brasil e no mundo.



Tabela 2- Estudos de perfil de suscetibilidade de Candida spp.
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Referéncia/ Pais Numero Drogas % qe cepas % de cepas
de cepas resistentes sensiveis
Anfotericina B 0 -
Fluconazol 0,4 -
Colombo et al., 2006/Brasil 712 Itraconazol 1,8 -
5 flucitosina 1,1 -
Voriconazol 0,1 -
Anfotericina B 0,6 -
. Fluconazol 1,5 -
Colombo et al., 200/?Brasil 274
Itraconazol 0,6 -
5 flucitosina 1,1 -
Fluconazol 2,5 -
Pfaler et al 2008/ 100 centros no mundo 10.000 Voriconazol 0,9 -
Posaconazol* 1,2 -
Caspofungina 0,1 -
Pfaller et al, 2008/ 91 centros no mundo 5.346 Anidulafungina 1,2 -
Micafungina 0 -
Anfotericina B - 91
5 Flucitosina - 99
Peman et al., 2005/ Espanha 293 Fluconazol - 87
Itraconazol - 61
Voriconazol - 92
Anfotericina B 0,8 -
. 5 Flucitosina 3 -
Ostrosky-Zeichner/EUA 2.000
Fluconazol 6 -
Itraconazol 18 -
Anfotericina B - 100
Almitante et al., 2005/Espanha 345 5 Flucitosina - 0
Fluconazol - 93
Fluconazol - 90
Pfaller et al 2001/ EUA 589 Ravuconazol* - 98
Voriconazol - 98
Fluconazol - 98
Pfaller et al 2001/ América Latina 132 Ravuconazol* - 99
Voriconazol - 99
Fluconazol - 90
Pfaller et al 2001/ Europa 302 Ravuconazol* - 98
Voriconazol - 99

Apesar de ndo existirem pontos de corte publicados para essas drogas os autores consideraram isolados

sensiveis, quando os MIC < 1 pg/mL
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1.2.5. Resisténcia a drogas antiftingicas.

O conceito de resisténcia € um fendmeno que ocorre in vitro e que pode estar
relacionado com falha terapéutica. Contudo, esse fator isolado ndo € componente tinico
que ocasiona a ndo resposta clinica. Fatores relacionados a farmacocinética e
farmacodinamica da droga em questdo assim como fatores relacionados ao hospedeiro (
situac@o imune; sitio de infeccdo; severidade da infec¢@o; uso de dispositivos externos e
doenca da base) associados ainda a fatores da espécie causadora de infeccdo (tipo de
células; sorotipos; capacidade de formar biofilme; morfologia; estabilidade gendmica;
tamanho da populacdo e MIC da espécie) podem resultar em isolado com aparente

sensibilidade in vitro e auséncia de resposta clinica (Pfaller et al., 2006).

1.2.6. Mecanismos de resisténcia

Azdlicos: Fluconazol e os demais azdlicos agem inibindo o citocromo P 450, que
ativa a enzima 14-a-demetilase convertendo o lanosterol em ergosterol. Com isso,
ocorre a destrui¢do da sintese da membrana celular da célula fingica (Figura 3).

Os mecanismos de resisténcia para compostos azdlicos estdo relacionados a
modificacdes na quantidade e qualidade da enzima, reduzindo o acesso ao alvo da droga
que pode acontecer por diferentes mecanismos.

Mutacdes no gene ERG 11, gene responsavel por codificar a 14-a-demetilase ,
levam a formagao de um alvo alterado, com consequente decréscimo de afinidade aos

azolicos. Outro mecanismo de resisténcia € superexpressao do gene ERG 11, levando a
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um aumento na concentra¢do da enzima alvo, sendo necessario uma maior quantidade
do azol para inibir a sintese da membrana celular.

Além destes, bombas de efluxo retiram a droga de dentro da célula através da
ativacdo de dois tipos de sistema de transporte: o codificado por genes "multi-drug
resistance" (MDR) e outro codificado pelos genes “Candida-drug-resistance” (CDR). A
super - regulacdo dos genes MDR; leva ao aumento dos MICs apenas para fluconazol,
enquanto que a super-regulacdo de genes MDR resulta em MICs elevados a multiplos
azolicos e resisténcia cruzada entre as drogas dessa classe (Pfaller et al., 2006; Yang et

al., 2006; Kanafani e Perfect 2007; Espinel-Ingroff, 2008).

Equinocandinas: As equinocandinas agem inibindo a sintese da 1,3-B-d-glucan da

parece celular da célula fungica resultando na lise celular (Figura 3). Existem atualmente
trés drogas pertencentes a essa classe: anidulafungina, caspofungina e micafungina,
todas com atividade fungicida contra espécies de Candida spp, incluindo espécies com
resisténcia aos azdlicos e poliénos .

Dois mecanismos de resisténcia tem sido descritos para essas drogas. O primeiro
estd relacionado a mutagdes na regido “hot spot” do gene FKS;, que codifica
componentes do complexo de enzimas da sintese da glucana. O segundo € resultado da
superexpressao da Sbe2p, uma proteina envolvida no transporte dos componentes da
parede celular. O primeiro mecanismo estd mais associado a cepas com MICs maiores
que 2 mg/mL para caspofungina (Balashov et al., 2006; Park et al., 2005; Baixench et
al., 2007; Perlin, 2007; Kahn et al., 2007; Clearly et al., 2008; Effron-Garcia et al., 2008;

Espinel-Ingroff, 2008).
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Poliénos: Anfotericina B, age na sintese do ergosterol com consequente formagao
de uma porina e destruicdo da membrana celular da célula fingica (Figura 3).
Resisténcia a esses compostos parece ser associada a quantidade e qualidade do

ergosterol que parecem estar associados aos genes ERG 2, ERG 3 (Pfaller et al., 2006;

Kanafani e Perfect, 2007; Espinel-Ingroff, 2008).

Figura 5. Mecanismo de acdo das principais drogas antifiingicas

1.3. Justificativa.

Inimeros estudos epidemioldgicos sobre candidemia tém revelado variacdes nas
taxas de incidéncia de candidemia e distribui¢do das espécies de acordo com a regido
geogréfica, ressaltando a importancia do conhecimento epidemioldgico local para o
controle e tratamento destas infeccoes.

O HC-FMUSP um hospital ptblico, tercidrio € o maior complexo hospitalar da

América Latina. O conhecimento dos dados de prevaléncia, incidéncia e distribuicdo de
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espécies de Candida isoladas de sangue, bem como seus respectivos perfis de

suscetibilidade, sdo dados relevantes mas ainda ndo disponiveis em nosso servigo.



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Principais.

e Avaliar a prevaléncia de Candida spp. isoladas de hemocultura no Hospital
das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(FMUSP) no ano de 2006.

e Analisar a distribuicdo das espécies de Candida isoladas de hemocultura.

e Determinar o perfil de suscetibilidade para anfotericina B, caspofungina,
fluconazol, itraconazol e voriconazol pelo método de microdilui¢do em
caldo.

e (Caracterizar a atividade in vitro do posaconazol.

2.2. Objetivos secundarios.

e Determinar a incidéncia de candidemia no HC-FMUSP e nos diferentes
institutos que compde o complexo.
e (Comparar os resultados obtidos de trés métodos de sensibilidade aos

antifingicos.



3. METODOS
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3. METODOS.

3.1. Local do estudo.

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), um hospital piblico universitdrio, de nivel
terciario, com aproximadamente 2500 leitos. O complexo HC-FMUSP engloba cinco
hospitais que proporcionam atendimento multidisciplinar a uma populagdo diversa,
incluindo pacientes imunossuprimidos. O Instituto Central (ICHC) € o maior deles, com
1061 leitos de enfermarias e 111 leitos de unidade de terapia intensiva (UTI). No ICHC
sao acompanhados pacientes transplantados de o6rgdos soélidos (rim, figado, rim-
pancreas) e transplantados de células-tronco hematopoiéticas. No prédio anexo ao
Instituto estdo localizadas as unidades de atendimento ambulatorial e hospital-dia para
pacientes sob quimioterapia. Os seguintes hospitais também fazem parte do complexo
HC-FMUSP: Instituto do Coracdo (INCOR), hospital especializado em pacientes com
cardiopatias, com 496 leitos de enfermarias e 145 leitos de UTI, onde sdo realizados
transplantes de corag¢do e pulmao; Instituto da Crianca (ICR), hospital pedidtrico com
236 leitos de enfermaria e 85 de UTI; Instituto de Ortopedia (IOT) com 176 leitos, sendo
12 leitos de UTT e o Instituto de Psiquiatria (IPQ), com 129 leitos de enfermarias. O HC-
FMUSP conta ainda com uma rede de hospitais auxiliares, incluindo: Hospital Estadual

do Sapopemba, Hospital Auxiliar do Cotoxé e Hospital Auxiliar de Suzano.
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3.2. Desenho do estudo.

O estudo realizado foi do tipo retrospectivo, baseado em resultados laboratoriais,
no qual todas as cepas de Candida spp. isoladas de hemocultura na Se¢do de
Microbiologia do HC-FMUSP no periodo compreendido de 1 janeiro a 31 de dezembro
de 2006 foram avaliadas quanto a epidemiologia e perfil de suscetibilidade para drogas
antifiingicas.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para andlise de projetos de pesquisa

do HC-FMUSP.

3.3. Localizacao dos Casos.

Os pacientes atendidos no Complexo HC-FMUSP com hemocultura positiva para
Candida spp. foram identificados a partir dos registros do banco de dados do sistema de
informacao laboratorial. Durante o periodo do estudo, dois sistemas laboratoriais foram
utilizados: sistema HC-LAB - de 01 de janeiro a 19 de novembro de 2006 - e Sistema

Integrado de Gestao Hospitalar (SIGH) - de 20 de novembro a 31 de dezembro de 2006.

3.4. Definicoes e variaveis de interesse.

Candidemia foi definida como isolamento de Candida spp. em uma ou mais

hemoculturas. Apenas uma amostra por paciente foi incluida no estudo, exceto quando o

mesmo paciente apresentou isolamento de mais de uma espécie de Candida, ou ainda
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quando houve isolamento do mesmo microrganismo 30 dias apds a primeira
hemocultura positiva.

Ap6s identificagdo dos pacientes com candidemia, foram coletados os seguintes
dados: instituto do complexo onde se encontrava o paciente no momento da primeira
hemocultura positiva para Candida spp., clinica de origem (ambulatério, enfermaria e
unidade de terapia intensiva - UTI), dados demogréficos e doenca de base.

Para os calculos de densidade de incidéncia, utilizamos os dados de admissdes
hospitalares e pacientes-dia, que foram obtidos junto as comissdes de controle de
infeccdo nosocomial dos respectivos institutos ou através de solicitacdo através do

servico de arquivo médico.

3.5. Microbiologia.

3.5.1. Processamento das amostras de sangue.

Todas as hemoculturas coletadas a critério clinico foram processadas em sistema
automatizado Bactec 9240 ® (Becton Dickinson, EUA) utilizando-se os frascos Bactec
® Plus + Aerobic/F, Plus + Anaerobic/F e PEDS-Plus/F. Os baldes coletados foram
incubados a 35 °C por 5 dias de acordo com protocolo da Secdo de Microbiologia do
HC-FMUSP. Posteriormente, todos os frascos positivos foram submetidos a coloracao

de Gram e semeados concomitante em dgar sangue (Oxoid, EUA), dgar chocolate

(Oxoid, EUA) 4gar MacConkey (Oxoid, EUA). A observacdo de leveduras a
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microscopia foi sucedida de semeadura em meios especificos para fungos, a saber, dgar
Sabouraud (Oxoid, EUA) e/ou meio cromogénico para espécies de Candida

(CHROMagar Microbiology, EUA).

3.5.2. Identificacdo das cepas.

As cepas de Candida spp. isoladas de hemocultura foram inicialmente
identificadas de acordo com a rotina da Secdo de Microbiologia através do sistema
automatizado Microscan ® painel "Rapid yeast identification” RYID (Dade Bohering,
EUA), e/ou API 20C AUX ® (BioMerieux, Franca). Provas bioquimicas adicionais e
andlise micromorfolégica das coldnias foram realizadas quando necessdrio. Apds
identificagdo, os isolados foram armazenados no banco de cepas em freezer a -80° C,
em caldo "Brain Heart Infusion" - BHI (Oxoid, EUA) com 2% de agar (BBL, EUA) e
40% de glicerol (Nuclear, Brasil).

Posteriormente, todas as cepas estocadas durante o periodo do estudo foram
repicadas em dgar cromogénico (CHROMagar Microbiology, EUA) e incubadas por 24-
48 horas a 37° C, protegidas da luz, para verificagdo de viabilidade e pureza. Todas as
cepas puras e vidveis foram submetidas aos testes do tubo germinativo e
micromorfologia em dgar fubd tween 80 (Oxoid, EUA). Quanto tubo germinativo
negativo e micromorfologia em dgar fubd tween 80 (Oxoid, EUA), ndo evidenciou a
presenca de clamiddsporos, espécies foram reidentificadas através do sistema API 20C

AUX ® (BioMerieux, Franca).
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3.6. Teste de suscetibilidade aos antifingicos.

O perfil de suscetibilidade aos antifingicos foi determinado frente a 100 isolados
vidveis de Candida spp. para os seguintes antifingicos: anfotericina B (AMB),
caspofungina (CAS), fluconazol (FLU), itraconazol (ITR), voriconazol (VOR),
posaconazol (POS) e através das metodologias de microdiluicdo Sensititre YeastOne ®
(TREK, - UK), considerada padrdo ouro no presente estudo, Etest ® (AB Biodisk,
Sweden ) e disco difusao, neste caso apenas para (FLU) e (VOR).

O teste de suscetibilidade aos antifiingicos, foi realizado em 5 lotes, (20 cepas por
lote) apds re-identificagdo e suspensao das cepas.

Para todas as metodologias utilizadas na determinacao do perfil de suscetibilidade,
as leituras para determinagdo das concentracdes inibitérias minimas (MICs) e diametros
dos halos de inibicdo, foram realizados de forma independente por dois técnicos

previamente treinados.

3.6.1. Preparo da suspensdo padrao de leveduras.

Cepas puras e vidveis com crescimento em até 24 horas em &4gar Sabouraud
(Oxoid, EUA) foram suspensas em 5 mL de solucdo salina a 0,85% para o Etest ® e
disco difusdo e em 5 mL 4gua destilada para microdilui¢do Sensititre YeastOne ®. Cada
suspensdo foi agitada vigorosamente e sua densidade Otica ajustada até o padrao 0,5 da

escala de McFarland que corresponde a um inéculo de 1x10’ a 1x10° unidades
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formadoras de colonia UFC/ml, através da utilizagdo de um turbidimetro (Hach

Company, EUA).

3.6.2. Microdilui¢ao em caldo - Sensititre YeastOne ®.

Considerada metodologia de referéncia no presente estudo, a microdilui¢do em
caldo foi realizada através do sistema colorimétrico Sensititre YeastOne ® (Trek, UK),.

O Sensititre YeastOne ® € um painel de microdilui¢do em caldo comercial, no
qual a placa de microtitulacio contém um indicador colorimétrico de crescimento
denominado azul de alamar juntamente com os seguintes antifingicos liofilizados em
diluicdes seriadas (log,): (A) Posaconazol (0,008-8 ug/mL); (B) Anfotericina B (0,008-
16 pug/mL); (C) Fluconazol (0,125-256 pg/mL); (D) Itraconazol (0,008-16 pug/mL); (E)
Cetoconazol (0,008-16 pug/mL); (F) 5-Flucitosina (0,03-64 pg/mL); (G) Voriconazol
(0,008-16 pg/mL); e (H) Caspofungina (0,008-16 pug/mL). A figura 4 ilustra painel
Sensititre YeastOne ® demonstrando a sequéncia das drogas com suas respectivas
concentracoes e a determinacdo das concentragdes inibitérias minimas (MICs)

destacadas através das setas.
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Figura 6. Placas Sensititre YeastOne ® (Trek, UK). Nas linhas de A - H encontram-se
as seguintes drogas em diluicOes seriadas (loga): (A) Posaconazol (0,008-8
pg/mL); (B) Anfotericina B (0,008-16 ug/mL); (C) Fluconazol (0,125-256
pg/mL); (D) Itraconazol (0,008-16 upg/mL); (E) Cetoconazol (0,008-16
pg/mL); (F) 5-Flucitosina (0,03-64 pg/mL); (G) Voriconazol (0,008-16
pg/mL); e (H) Caspofungina (0,008-16 pg/mL); (C+) Controle positivo. As
setas indicam os pontos no qual foram determinadas as concentragdes
inibitérias minimas (MIC).

O procedimento foi realizado de acordo com as recomendacgdes do fabricante, no
qual: Apds preparo da suspensdo de leveduras conforme item (3.6.1), 20 puL dessa
suspensao foi adicionada em 11 mL do caldo YeastOne ® (Trek, UK) composto de meio
RPMI 1640, tamponado com 4cido morfolinepropanesulfonico (MOPS). Posteriormente,
o contedido desse indculo foi dispensado em caneleta estéril e com o auxilio de uma
micropipeta de 12 canais, 100 pL dessa solugdo foi transferida para os pogos da placa de

microdilui¢do. O indculo final obtido correspondeu a uma concentracdo de 1,5 a 5 x 10°
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células /mL. Em seguida, os painéis foram incubados a 35° C e analisados apds 24
horas. Para os casos em que nio houve crescimento da cepa no pogo controle positivo, a
leitura do teste foi realizada apds 48 horas de incubacao.

O MIC (ug/mL) foi determinado na menor concentra¢do do antiftingico que inibiu
o crescimento do microrganismo detectado visualmente através da mudanca da cor rosa
ou purpura para a cor azul (Figura 4).

Os valores de MICs obtidos para as drogas 5 Flucitosina e cetoconazol nao foram

avaliados no presente estudo.

3.6.3. Gradiente de Difusdo em dgar - Etest ®.

O Etest ® ¢ um método elipsométrico de gradiente difusdo em 4gar, que consiste
em uma fita plistica impregnada com diferentes concentracdes das drogas capaz de
determinar MICs (pg/mL).

O Etest foi preparado de acordo com as instrucdes do fabricante que descreve:
ap6s preparo da suspensdo de leveduras, conforme item 3.6.1, com o auxilio de um
swab, a mesma foi semeada em meio RPMI 1640 tamponado (MOPS), suplementado
com 1,5% de agar e 2% de glicose (Probac, Brasil) em trés dire¢des de forma a cobrir
toda a superficie do dgar por duas vezes. Apds 15 minutos a temperatura ambiente, as
fitas de Etest ® (AB Biodisk, Sweden) (4 fitas por placa de 150 mm) foram aplicadas na
superficie do meio e as placas foram incubadas a 35 © C. Apds 24 horas de incubag@o ou

48 horas para os casos em que ndo houve crescimento na primeira leitura. Os valores de
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MICs (ug/mL) para anfotericina B foram determinados na concentracdo onde a elipse
interceptou a fita do Etest ® no ponto onde ocorreu 100% de inibicdo do crescimento
(Figura 5 A). Para os azélicos e caspofungina, os valores de MICs (ug/mL) foram

determinados na concentragdo onde a elipse interceptou a fita do Etest ® no ponto onde

ocorreu 80% de inibi¢do do crescimento (Figuras 5 B e C).

Figura 7. Interpretacdo do MIC através da fita Etest (AB Biodisk, Slona, Sweden) A -
Anfotericina B; B- Azdlicos e C -Caspofungina. B.

3.6.4. Disco Difusio.

O teste de suscetibilidade aos antifingicos pelo método de disco difusdo foi
realizado conforme descrito no documento M 44 A, padronizado pelo "Clinical
Laboratory Standards Institute" CLSI (CLSI, 2004). Apds preparo da suspensido de
leveduras, conforme item 3.6.1, com o auxilio de um swab, a mesma foi semeada em
meio de Mueller-Hinton (Oxoid, EUA) suplementado com 2% de glicose e 0,5ug/mL de

azul de metileno. Posteriormente, apds 15 minutos a temperatura ambiente, discos de
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fluconazol - 25 pg/mL (Oxoid, EUA) e voriconazol - 1 pug/mL (Oxoid, EUA), foram
aplicados nas placas, que em seguida foram incubadas a 35 °C, por 24 horas. Leituras de
48 horas s6 foram realizadas quando ndo ocorreu crescimento dos isolados em 24 horas.

A leitura do diametro do halo foi considerada na regido onde ocorreu redugdo
proeminente do crescimento marcado pela diminuicdo do tamanho e densidade das

colonias.

3.6.5. Pontos de corte utilizados para categorizagdo dos isolados.

De acordo com os pontos de corte estabelecidos, segundo CLSI, as cepas podem
ser categorizadas como sensivel (S), sensivel dependente da dose (SDD), resistente (R) e
nao sensivel (NS) (CLSI, 2004; CLSI, 2008).

Para categorizacdo dos isolados através de metodologias de microdilui¢do
Sensititre YeastOne ® e Etest ®, utilizamos os pontos de corte descritos no documento
M 27 A3 (CLSI, 2008) - Tabela 3, para a metodologia de disco difusao utilizamos os
pontos de corte descritos no documento M 44A, (CLSI, 2004) - Tabela 4. Segundo CLSI
documento M 27 A3 (CLSI, 2008) para Anfotericina B - ndo existem pontos de corte
estabelecidos, contudo isolados com MICs > 1ug/mL parecem ser resistentes a essa
droga conforme proposto por (Nguyen et al., 1998). Para caspofungina isolados com
MICs > 2 pg/mL sdo caracterizados como nado suscetivel. Para posaconazol devido a
auséncia de critérios interpretativos , a droga foi avaliada apenas quanto a atividade in

Vitro.
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Tabela 3- Valores das concentracdes inibitérias minimas estabelecidos para
interpretacdo do teste de sensibilidade aos antifingicos para Candida spp.
segundo "Clinical Laboratory Standard Institute" Documentos M27 A3.

Drogas antifiingicas MIC (ug/mL)
S SDD R NS
Caspofungina <2 - - >2
Fluconazol <8 16 - 32 > 64 -
Itraconazol <0.125 0.25-0.5 >1 -
Voriconazol <l1 2 >4 -

Nota: (MIC pg/mL) - Concentracdo inibitéria minima em microgramas por mililitro; (S)
- sensivel; (SDD) - sensivel dependente da dose; (R) resistente; (NS) - ndo sensivel.

Tabela 4- Diametros dos halos de inibi¢do estabelecidos para interpretacdo do teste de
sensibilidade aos antifingicos para Candida spp. segundo "Clinical
Laboratory Standard Institute" documento M 44 A.

Halos em mm

Drogas antifiingicas

S SDD R
Fluconazol >19 15-18 <14
Voriconazol > 17 14 -16 <13

Nota: (S) - sensivel; (SDD) - sensivel dependente da dose; (R) resistente; (mm)
milimetros cubicos.

3.7. Controle de qualidade.

O controle de qualidade foi realizado para cada bateria de teste de suscetibilidade
para as trés metodologias com as cepas padrdo "American Type Culture Collection"
ATCC recomendadas pelo CLSI, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258.

Também foi realizado um controle do in6culo para as diferentes metodologias.
Para o teste de microdilui¢dao Sensititre YeastOne ®, 10 uLL do pogo controle positivo de
cada cepa testada foi semeado em uma placa de dgar sabouraud dextrose e incubado a 35

°C por 48 horas. O indculo foi considerado adequado quando houve o crescimento de 15



38

a 80 UFC em cada placa. Para o Etest ® e disco difusdo, uma diluicdo prévia de
1:1000do indéculo em solugdo salina 0.85% foi realizado e posteriormente 10 pL dessa
diluicao final foi semeado e incubado como descrito anteriormente. O indculo foi
considerado adequado quando houve crescimento de 10 a 50 UFC por placa. Quando

verificado discrepancias no inéculo, os testes foram repetidos.

3.8. Definicoes utilizadas para analise de concordincia entre os métodos

utilizados para determinar o perfil de sensibilidade.

Para comparagcao entre o Etest ® com o método de microdiluicio em caldo
Sensititre YeastOne ® , todos os valores de MICs obtidos através do Etest ®, que
estiveram entre duas diluicdes seriadas (log;), tiveram seus resultados aproximados para
a dilui¢do mais alta (Alexander et al., 2007).

Na comparagdo entre duas metodologias, utilizadas para determinar o perfil de
suscetibilidade, leituras foram consideradas concordantes quando nido houve varia¢ao
entre valores de MICs obtidos entre a metodologia de referéncia (microdiluicao
Sensititre YeastOne ®) e a metodologia teste (Etest ® e disco difusdao) maior que duas
diluicdes ou ainda quando ndo ocorreu mudanga entre as categorias de interpretacdo de
susceptibilidade (S, SDD, R, NS) aos antifingicos testados. Quando detectado uma ou
ambas situacoes, discrepancias foram submetidas a repeticao e/ou releitura dos testes.

Posteriormente os métodos avaliados foram classificados em concordancia

essencial e categdrica que foram definidas como:
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Concordancia essencial (CE), foi considerada quando o resultado do MIC obtido
através do método de referéncia (Sensititre YeastOne ®- Trek, UK) e método teste
(Etest ®) diferiram entre si em até no maximo duas dilui¢des.

Concordancia categérica (CC), foi considerada quando o resultado obtido nos
métodos testes (Etest ® e disco difusdao) e o método de referéncia (microdiluicao

Sensititre YeastOne ®) foram classificados dentro da mesma categoria (S, SDD, R, NS),
segundo pontos de corte do CLSI, documentos M 27A3, (CLSI, 2008) ou M 44A,
(CLSI, 2004).

Quando observado resultados discordantes em relacio a categorias de

suscetibilidade estas discordancias foram classificadas em erros.

e Erro menor EM (minor errors): para isolados categorizados como S ou R
pela metodologia de referéncia e resultado SDD pelos métodos testes , ou
ainda quando, obtido resultado SDD pela metodologia de referéncia e
resultado S ou R pelo método teste .

e Erro grave EG (major erros): para isolados classificados como S pela
metodologia de referéncia e R pelo método teste (falsa resisténcia).

e Erro muito grave EMG (very major errors): para isolados classificados
como R pela metodologia de referéncia e S pelo método teste - (falsa

sensibilidade).
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3.9. Analise estatistica.

Dados categoricos foram analisados através dos testes do qui quadrado ou Fischer,
quando apropriado. Foi considerado resultado estatisticamente significativo quando o
valor do p < 0,005.

Dados de incidéncia, foram calculadas pelo nimero de casos de candidemia no
numerador, dividido pelo nimero de admissdes hospitalares ou pacientes dia no
denominador vezes 1.000.

Os resultados obtidos através de dois testes, utilizados na andlise do perfil de

suscetibilidade foram comparados entre si, calculando a porcentagem de:

¢ CE - obtida pelo nimero de isolados com MICs concordantes, segundo critério
definido no item 3.8 no numerador dividido pelo nimero de isolados testados no
denominador.

e CC - Obtida pelo nimero de isolados concordantes em categorias no numerador
dividido pelo nimero de isolados testados no denominador.

e EM - Obtida pelo nimero de isolados discordantes em uma categoria no
numerador dividido pelo nimero de isolados testados no denominador.

¢ EG - Obtida pelo nimero de isolados falsamente resistentes no numerador
dividido pelo nimero de isolados testados no denominador.

® EMG - Obtida pelo nimero de isolados falsamente sensiveis no numerador

dividido pelo nimero de isolados testados no denominador.
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A andlise de regressdo linear através do coeficiente de Pearson foi utilizada para

avaliar a correlacdo entre os resultados obtidos entre:

¢ Os valores de MICs encontrados na microdiluicdo Sensititre YeastOne ® versus
Etest ®.

¢ O diametro dos halos de inibi¢do observados para o voriconazol e fluconazol
versus valores de MICs para estas drogas obtidos pelo Etest ® e pela

microdilui¢ao Sensititre YeastOne ®.

Essas andlises foram realizadas através do software Whonet versao 5.4.
O indice de concordancia entre os resultados obtidos apds categorizacao (S, SDD,

R e NS) foi obtido através da anédlise kappa realizada no software Minitab versao 15.
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4. RESULTADOS.

4.1. Prevaléncia.

Durante o periodo de estudo foram analisadas 3.937 hemoculturas positivas. A
presenca de fungos foi observada em 4,0% (158/3.937) das amostras. Candida spp.,
apresentou uma prevaléncia de 3,5% (136/3.937) sendo o nono microrganismo mais
comumente isolados de sangue (Tabela 5). Dentre as 158 hemoculturas positivas para
fungos, 86,1 % (136/158) corresponderam a Candida spp., 4,4% Cryptococcus spp.

(7/158) e 3,2% Fungos filamentosos (5/158) (Tabela 6).

Tabela 5 - Ocorréncia dos dez principais microrganismos isolados de hemocultura em
2006 no Hospital das Clinicas da FMUSP.

Candida spp. Nimero (%)
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) 1.031 (26,2)
Staphylococcus aureus 529 (13,4)
Klebsiela pneumoniae 239 (6,1)
Acinetobacter baumani 216 (5,5)
Escherichia coli 200 (5,1)
Pseudomonas aeruginosa 193 (4,9)
Enterobacter cloacae 170 (4,3)
Enterococcus faecalis 139 (3,5)
Candida spp. 136 (3,5)
Streptococcus grupo viridans 87 (2,2)
Outros 997 (25,3)

Total 3.937 (100)
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Tabela 6 - Distribui¢do dos principais fungos isolados de hemocultura no ano de 2006
no Hospital das Clinicas da FMUSP.

Fungos isolados de sangue n (%)
Candida spp. 136 (86,1)
Cryptococcus spp. 7(4.4)
Fungos filamentosos 5@3.,2)
Rhodotorula spp. 4(2,5)
Pichias spp. 3(1,9)
Outras leveduras 3(1,9)
Total 158 (100)

O isolamento concomitante entre Candida spp. e bactérias ocorreu em 8,8%
(12/136) dos episddios de candidemia. As bactérias envolvidas nestes casos foram:
Staphylococcus coagulase negativo (5 casos); Enterococcus faecalis (1 caso);
Enterococcus faecium (1 caso); Pantotea agglomerans (1 caso); Staphylococcus aureus
(1 caso); Stenotrophomonas maltophilia (1 caso); Streptococcus grupo viridans (1 caso)
e Bacillus spp. (1 caso). Isolamento entre espécies diferentes de fungos, aconteceu em
3% (4/136) das candidemias, a saber: 1 caso de C. albicans com C. glabrata, 1 caso de

C. albicans com C. tropicalis e 2 casos de C. albicans com C. parapsilosis.

4.2. Incidéncia.

Cento e trinta casos de candidemia foram documentados nos 5 hospitais que
pertencem ao HC-FMUSP. Além desses, tivemos 6 casos isolados de pacientes
internados nos hospitais auxiliares, totalizando 136 episédios de candidemia.

A incidéncia de candidemia no complexo foi de 1,87 (122/65.276) casos por 1.000
admissdes hospitalares e 0,27 (122/455.546) por 1.000 pacientes dia. Para andlise dos

dados de incidéncia, foram excluindo os pacientes ambulatoriais trés casos do Hospital
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do Sapopemba, pois ndo foi possivel obter os nimeros referentes a admissdes ou
pacientes dia. Os dados de incidéncia por instituto do complexo HC-FMUSP variaram
até 7,26 casos por 1.000 admissodes hospitalares, sendo o Instituto da Crianga o hospital

onde foi observado a maior incidéncia de candidemia (Figura 6).

10 -
B Admisséo O Paciente/dia

7,26

2,37

1,87

0,27

ICHC (73)  ICR(20) INCOR(23) IOT (3) IPQ(0) COTOXO (2) SUZANO (1) Total (122)

Figura 8. Incidéncia de candidemia em 2006 nos diferentes hospitais do complexo
Hospital das Clinicas da FMUSP.

C. albicans e espécies ndo-albicans, tiveram incidéncia de 1,00 e 0,87 casos por
1.000 admissdes, respectivamente. C. parapsilosis foi a segunda espécie de mais
incidente (0,37/1.000 admissodes) seguida de C. tropicalis (0,28/1.000 admissoes) e C.
glabrata (0,14/1.000 admissdes). Quando analisamos os dados de incidéncia por
espécie de Candida spp. nos hospitais do complexo podemos observar algumas

diferengas que estdo sumarizados na Tabela 7.
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Tabela 7- Incidéncia e distribuicdo de Candida spp. isoladas de hemocultura por
Instituto do Hospital das Clinicas da FMUSP em 2006.

) ICHC ICR INCOR 10T Cotoxd Suzano Total

Candida spp ADM_Pac/dia ADM Pac/dia ADM Pac/dia ADM Pac/dia ADM Pac/dia ADM_Pac/dia ADM _ Pac/dia
C. albicans (66) 101 0,15 363 055 091 031 038 005 0 0 237 003 10 017
C. parapsilosis (26) 027 005 290 044 030 010 0 0 039 003 0 0 037 005
C. tropicalis (18) 025 004 073 011 038 012 0 0 039 003 0 0 028 004
C. glabrata (9) 020 003 0 0 008 002 0 0 0 0 0 0 014 002
C. krusei (2) 003 0 0 0 008 002 0 0 0 0 0 0 003 0004
C. guilliermondii (1) 003 0 0 A 0 0 0 0 0 0 002 0002
C. lusitaneae (1) 003 0 0 0o 0 o0 0 0 0 0 0 0 002 0002
C. pelliculosa (1) 0 0 0 0 0 0 018 003 0 0 0 0 002 0002
C. utilis (1) 003 0 0 0o 0 o0 0 0 0 0 0 0 002 0002
Total (125) 185 027 726 110 175 057 056 008 078 006 237 003 187 027
‘Admissdes (ADM) 39397 2755 13113 5313 2563 422 65276
Pacientes dia (Pac/dia) 265774 18251 40585 38369 33936 39887 455546

Nota: Instituo Central (ICHC); Instituto da Crianca (ICR); Instituto do Coracao (IOT);
Instituto de Ortopedia (IOT).

4.3. Dados demograficos dos pacientes com candidemia

A maioria dos pacientes eram homens (58,1%), a idade variou entre menor que um
més a 87 anos, a média de idade dos pacientes foi de 34,4 anos, mediana de 40 anos e
moda menor que um ano de idade.

Foi possivel encontrar a doenca de base em 95,5% (126/132) dos pacientes com
candidemia. Neoplasia foi a doenca de base mais freqiiente (30,9%) seguida de
prematuridade (13,2%). A Tabela 8 demonstra que ndo houve diferenca significativa
entre a distribuicdo de C. albicans e C. ndo albicans em relagdo a nenhuma doenca de
base.

As varidveis avaliadas nesse estudo para os pacientes com candidemia, estdo

descritas no anexo 1.
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Tabela 8 - Distribuicdo de Candida albicans e Candida nao albicans de acordo com
doenca de base dos 136 episddios de candidemia em 2006 no Hospital das

Clinicas da FMUSP.
Sexo C. albicans C. ndo albicans Total Valor de P
Neoplasias 6rgao sélido 14 11 25 0,67
Prematuridade 9 9 18 0,84
Neoplasias Onco-hematologias 7 10 17 0,33
Doengas cardiacas 8 6 14 0,69
Doencas neuroldgicas 4 4 8 0,89
Transplante de 6rgaos 4 3 7 0,79
Doencas auto-imunes 3 3 6 0,91
Doengas gastro - intestinais 4 2 6 0,47
Doencas pulmonares 4 1 5 0,20
Doencas de pele e partes moles 1 4 5 0,14
Doengas vasculares 1 3 4 0,27
HIV 2 2 4 0,93
Politrauma 3 1 4 0,35
Doencas genéticas hereditdrias 2 1 3 0,61
Doencas renais 2 0 2 0,17
Tuberculose 1 0 1 0,33
Diabetes Mellitus 1 0 1 0,33
Doenca de base ndo encontrada 1 5 6 NA

NA: ndo avaliado

4.4. Distribuiciao das espécies de Candida

A distribui¢do de todas as espécies de Candida isoladas durante o periodo do
estudo estd sumarizada na Tabela 9, sendo C. albicans 52,2% (71/136), C. parapsilosis
22,1% (30/136); C. tropicalis 14,8 % (20/136) e C. glabrata 6,6 % (9/136), as quatro

espécies mais comumente isoladas de sangue.
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Tabela 9 - Distribuicdo das espécies de Candida. isoladas de hemoculturas no ano de
2006 - Hospital das Clinicas da FMUSP.

Candida spp n (%)
C. albicans 71 (52,2)
C. parapsilosis 30 (22,1)
C. tropicalis 20 (14,8)
C. glabrata 9 (6,6)
C. krusei 2(1,5)
C. guilliermondii 1(0,7)
C. lusitaneae 1(0,7)
C. pelliculosa 1(0,7)
C. utilis 1(0,7)
Total 136 (100)

Para andlise da distribui¢do das espécies de Candida spp. segundo faixa etéria,
observamos que C. albicans foi a espécie mais comumente encontrada em todos os
grupos, entretanto espécies ndo-albicans tiveram uma ocorréncia de 50,0% (16/32) em
pacientes menores de 1 ano, 52,6 % (10/19) em criancas entre 1 e 15 anos; 44,6%
(36/65) nos adultos entre 16 a 65 anos; 50,0% (10/20) para pacientes com 65 anos ou
mais, com isso nao houve diferenca estatisticamente significante na distribui¢do de C.
albicans e C. ndo albicans quando analisadas por faixa etaria.

A Tabela 10 demonstra distribui¢io dos episddios de candidemia e das espécies de
Candida segundo faixa etdria onde entre as espécies nao albicans, C. tropicalis foi a
mais comumente isolada em todos os grupos exceto em criangas menores de um ano

onde C. parapsilosis esteve associada em 46,9% (15/32) dos casos de candidemia.
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Tabela 10 - Distribui¢do dos episédios de candidemia e das espécies de Candida
segundo faixa etdria no Hospital das Clinicas da FMUSP em 2006.

Candidemia/idade

n (%) 32(23,5) 19 (14,0) 65 (47,8) 20 (14,7)
<1ano >lax<15 >16a<64 > 65
Candida spp.
% (n) % (n) % (n) % (n)
C. albicans 16 (50) 9 (47.4) 36 (55.4) 10 (50)
C. parapsilosis 15 (46,9) 4(21,1) 9 (13,9) 2 (13,0
C. tropicalis 0() 5(26,3) 10 (15.4) 5(25,0)
C. glabrata 13,1 0©0) 69,2 2 (10)
C. krusei 0(0) 0©0) 23,1 00)
C. guilliermondii 0(0) 0(0) 0(0) 1(2)
C. lusitaneae 0(0) 1(5.2) 0(0) 0(0)
C. pelliculosa 0(0) 0(0) 1 (L1,5) 0(0)
C. utilis 0) 0©0) 1(1,5) 0©0)

Com relacdo a distribuicdo das espécies de Candida por unidade de internagdo,
Candida albicans foi a espécie mais frequentemente isolada nos pacientes internados. A
frequéncia de espécies ndo-albicans foi de 54,5% (6/11) nos pacientes ambulatoriais,
47,3% (43/91) para os pacientes internados em enfermarias e 47,1% (16/18) em UTIs,
sendo C. glabrata a segunda espécie ndo albicans mais frequente, encontrada em
diferentes UTI, com 3 casos no més de junho, 1 caso do més de julho, agosto e outubro

(Tabela 11).
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Tabela 11- Distribui¢do dos episédios de candidemia e das espécies de Candida
segundo unidade de internacdo no complexo Hospital das Clinicas da

FMUSP em 2006.
Candidemia/unidade 11 (8.0) 91 (67.0) 34 (25.0)
n (%)
Candida spp. Ambulatorio Enfermaria UTI
n (%) n (%) n (%)
C. albicans 5(45,5) 48 (52,7) 18 (52,9)
C. parapsilosis 4 (36,4) 19 (20,9) 7 (20,6)
C. tropicalis 2 (18,1) 16 (17,6) 2(5,9)
C. glabrata 0(0) 3(3,3) 6 (17,7)
C. krusei 0(0) 2(2,2) 0 (0)
C. guilliermondii 0 (0) 1(1,1) 0 (0)
C. lusitaneae 0(0) 1(1,1) 0 (0)
C. pelliculosa 0 (0) 1(1,1) 0 (0)
C. utilis 0 (0) 0(0) 1(2,9)

Nota: UTI - Unidade de terapia intensiva

4.5. Identificacido das cepas vidveis de Candida spp.

Inicialmente, o sistema de identificacao automatizado MicroScan ®, foi utilizado

para identificar os 136 isolados de Candida spp. Somente 100 cepas vidveis foram

submetidas a reavaliacdo. Os testes utilizados com esta finalidade: crescimento em meio

cromogeénico, teste do tubo germinativo, caracteristicas micro e macromorfoldgicas e

teste de assimilagdo de carboidratos através do teste API 20C AUX ®, confirmaram os

resultados anteriores (Anexo II), com 100% de concordancia.
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4.6. Perfil de suscetibilidade.

Os resultados do perfil de suscetibilidade para 100 cepas de Candida spp.,
incluindo: 56 C. albicans, 21 C. parapsilosis, 14 C. tropicalis, 4 C. glabrata, 2 C. krusei
e 1 cepa de C. gulliermondii, C. pelliculosa e C. lusitaniae avaliadas individualmente
através das metodologias Sensititre YeastOne ®, Etest ® e disco difusdo estdo descritos
nos Anexos Il e IV.

A porcentagem de isolados sensiveis (S), assim como os valores das concentragdes
inibitérias minimas (MICs) que inibiram 90% e 50% dos isolados (MIC ¢p), (MIC 59) e
intervalo de variacdo dos MICs (ranges), obtidos para cada antifingico por espécie de
Candida através da metodologia de microdiluicdo Sensititre YeastOne ® e Etest ®,
podem ser observados nas Tabelas 12 e 13 respectivamente e o perfil de suscetibilidade
segundo disco difusdo estd descrito na Tabela 14.

Nos resultados obtidos pela microdiluicao Sensititre YeastOne ®, anfotericina B e
caspofungina apresentaram 100% dos isolados (S). Para os azdlicos, voriconazol foi a
droga que apresentou maior nimero de isolados sensiveis (98%) com 1 isolado de C.
glabrata e outro de C. tropicalis classificados como sensivel dependente da dose (SDD)
e itraconazol foi a droga que apresentou maior nimero de isolados resistente (R) e SDD
com 8% (8/100) e 26% (26/100) de ocorréncia, respectivamente. O posaconazol

demonstrou boa atividade in vitro com MIC ¢y de 0,25 pg/mL MICs e mais elevados

encontrados para C. glabrata (32 pug/mL) e C. guilliermondii (4 \ug/mL).
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Tabela 12 - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura

pelo método de microdiluicdo Sensititre YeastOne ® no Hospital das
Clinicas da FMUSP em 2006.

Espécie (n)

S

SDD

R

MIC ,,

MICs,

Range
Drogas n (%) n (%) n (%) pg/mL pg/mL
C. albicans (56)
Anfotericina B 56 (100 ) 0 (0) 0 (0) 1 0,5 0,125-1
Caspofugina 56 (100 ) 0 (0) 0 (0) 0,5 0,064 0,016-2
Fluconazol 55 (98.,2) 1(1,8) 0 (0) 1 0,5 0,125-16
Itraconazol 48 (85,7) 8 (14,3) 0 (0) 0,25 0,064 0,008-0,5
Voriconazol 56 (100 ) 0 (0) 0 (0) 0,016 0,008 0,008-0,5
Posaconazol NC NC NC 0,064 0,032 0,016-0,25
C.parapsilosis (21)
Anfotericina B 21 (100) 0 (0) 0 (0) 1 0,5 0,032 -1
Caspofugina 21 (100) 0 (0) 0 (0) 1 0.5 0,032 -1
Fluconazol 17 (81,0) 4 (19,0) 0 (0) 16 2 0,125 -16
Itraconazol 11(52,3) 9 (42,9) 1(4.,8) 0,25 0,125 0,008 - 1
Voriconazol 21 (100) 0 (0) 0 (0) 0,125 0,032 0,008 - 0,125
Posaconazol NC NC NC 0,125 0,064 0,016 - 0,25
C. tropicalis (14)
Anfotericina B 14 (100) 0 (0) 0 (0) 1 0.5 0,25-1
Caspofugina 14 (100) 0 (0) 0 (0) 0,25 0,064 0,016-0,5
Fluconazol 14 (100) 0 (0) 0 (0) 4 2 0,25-8
Itraconazol 3(21,4) 7 (50) 4 (28,6) 1 0,25 0,016-16
Voriconazol 13 (92.,9) 1(7,1) 0(0) 0,5 0,125 0,008-2
Posaconazol NC NC NC 1 0,25 0,016-1
C. glabrata (4)
Anfotericina B 4 (100) 0 (0) 0 (0) - 0,5 0,5-1
Caspofugina 4 (100) 0 (0) 0 (0) - 0,25 0,125 -1
Fluconazol 2 (50) 1(25,0) 1(25,0) - 8 1,0-64
Itraconazol 1(25,0) 1(25,0) 2 (50) - 0,5 0,064-16
Voriconazol 3 (75,0) 1(25,0) 0 (0) - 0,125 0,016 -2
Posaconazol NC NC NC - 4 1,0-32
C. krusei (2)*
Anfotericina B 2 (100) 0 (0) 0 (0) - 1 1.00
Caspofugina 2 (100) 0 (0) 0 (0) - 0,25 0,5-0,25
Fluconazol 0 (0) 0 (0) 2 (100) - 64 64-128
Itraconazol 1(50) 1(50) 0 (0) - 0,125 0,125-0,5
Voriconazol 2 (100) 0 (0) 0 (0) - 0,032 0,032-0,5
Posaconazol NC NC NC - 0,25 0,25-1
Outras (3)
Anfotericina B 3(100) 0 (0) 0 (0) - 0,5 0,25-0,5
Caspofugina 3(100) 0 (0) 0 (0) - 0,032 0,032 -2
Fluconazol 3(100) 0 (0) 0 (0) - 1 0,5-4
Itraconazol 2 (66,7) 0 (0) 1(33,3) - 0,032 0,008 - 16
Voriconazol 3(100) 0 (0) 0 (0) - 0,008 0,008 - 0,125
Posaconazol NC NC NC - 0,064 0,016 - 4
Total (100)
Anfotericina B 100 (100) 0 (0) 0 (0) 1 0.5 0,032-1
Caspofugina 100 (100) 0 (0) 0 (0) 0,5 0,064 0,016-2
Fluconazol 91(91,0) 6 (6,0) 3 (3,0) 8 0,5 0,125-128
Itraconazol 66 (66,0) 26 (26,0) 8 (8,0) 0,5 0,125 0,008-16
Voriconazol 98 (98.,0) 2 (2,0) 0(0) 0,125 0,008 0,008-2
Posaconazol NC NC NC 0,25 0,032 0,016-32

Nota: (S) Sensivel; (SDD)Sensivel dependente da dose; (R) Resistente; (NC) Nao
categorizado uma vez que ndo existem pontos de corte estabelecidos para posaconazol;
(MIC) Concentragao inibitéria minima. MICy foi calculado apenas para isolados com n
de cepas maior que 10. * Cepa com resisténcia intrinseca para o fluconazol.
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Tabela 13 - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura
pelo método Etest ® - Hospital das Clinicas da FMUSP no ano de 2006.

Espécie (n) S SDD R MIC y, MIC;, Range
Drogas n (%) n (%) n (%) pg/mL pg/mL pug/mL
C. albicans (56)
Anfotericina B 56 (100) 0(0) 0 (0) 0,5 0,125 0,016-1
Caspofungina 56 (100) 0(0) 0 (0) 1 0,125 0,016-1
Fluconazol 56 (100) 0 (0) 0 (0) 0,5 0,125 0,125-4
Itraconazol 49 (87,5) 6 (10,7) 1(1,8) 0,25 0,016 0,008-1
Voriconazol 56 (100) 0 (0) 0 (0) 0,064 0,008 0,008-0,125
Posaconazol NC NC NC 0,064 0,008 0,008-0,064
C.parapsilosis (21)
Anfotericina B 21 (100) 0(0) 0 (0) 0,125 0,125 0,032 -0,5
Caspofungina 19 (90,5) 0 (0) 2(9,5) 2 1 0,064 - 4
Fluconazol 21 (100) 0(0) 0 (0) 4 0,5 0,125 -8
Itraconazol 16 (76,2) 3(14,3) 2(9,5) 0,5 0,032 0,008 - 1
Voriconazol 21 (100) 0 (0) 0 (0) 0,064 0,016 0,008 - 0,125
Posaconazol NC NC NC 0,25 0,016 0,016 -0,5
C. tropicalis (14)
Anfotericina B 14 (100) 0 (0) 0 (0) 1 0,125 0,016 - 1
Caspofungina 14 (100) 0(0) 0 (0) 1 0,125 0,064 -2
Fluconazol 14 (100) 0 (0) 0 (0) 1 0,25 0,125 -1
Itraconazol 11 (78,6) 1(7,1) 2(14,3) 1 0,016 0,008 - 32
Voriconazol 14 (100) 0(0) 0 (0) 0,032 0,016 0,008-0,032
Posaconazol NC NC NC 0,25 0,064 0,008 - 0,125
C. glabrata (4)
Anfotericina B 4 (100) 0(0) 0 (0) 1 - 0,125-1
Caspofungina 4 (100) 0 (0) 0 (0) 1 - 0,125 -1
Fluconazol 2 (50) 1(25,0) 1(25,0) 256 - 0,125 - 256
Itraconazol 1(25,0) 0(0) 3(75,0) 32 - 0,016 - 32
Voriconazol 3(75,0) 0 (0) 1(25,0) 0,125 - 0,008 - 4
Posaconazol NC NC NC 32 - 0,008 - 32
C. krusei (2)
Anfotericina B 2 (100) 0(0) 0 (0) 0,25 - 0,032 - 0,25
Caspofungina 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0,5 - 0,064- 0,5
Fluconazol 1(50) 0(0) 1 (50) 64 - 0,125 - 64
Itraconazol 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0,125 - 0,016 - 0,125
Voriconazol 2 (100) 0(0) 0 (0) 0,125 - 0,008 - 0,125
Posaconazol NC NC NC 0,25 - 0,064 - 0,25
Outras (3)
Anfotericina B 3 (100) 0 (0) 0 (0) 0,5 - 0,016 - 0,5
Caspofungina 3 (100) 0(0) 0 (0) 2 - 0,016 -2
Fluconazol 3 (100) 0 (0) 0 (0) 4 - 0,032 -4
Itraconazol 2 (66,7) 0(0) 1(33,3) 32 - 0,008 - 32
Voriconazol 3 (100) 0 (0) 0 (0) 0,064 - 0,008 - 0,064
Posaconazol NC NC NC 4 - 0,008 - 4
Total (100)
Anfotericina B 100 (100) 0(0) 0 (0) 0,5 0,125 0,016-1
Caspofungina 98 (98,0) 0 (0) 2(2,0) 1 0,125 0,016-4
Fluconazol 97 (97,0) 1(1,0) 2 (2,0) 4 0,25 0,125-256
Itraconazol 81 (81,0) 10 (10) 9(9,0) 0,5 0,032 0,008-32
Voriconazol 99 (99,0) 0(0) 1(1,0) 0,064 0,008 0,008-4
Posaconazol NC NC NC 0,25 0,016 0,008-32

Nota: (S) Sensivel; (SDD) Sensivel dependente da dose; (R) Resistente; (NC) Nao
categorizado uma vez que ndo existem pontos de corte estabelecidos para posaconazol;
(MIC) Concentragao inibitéria minima. MICy foi calculado apenas para isolados com n
de cepas maior que 10. * Cepa com resisténcia intrinseca para o fluconazol.
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Tabela 14 - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura
pelo método de disco difusdo de acordo com o "Clinical Laborarory
Standards Institute" CLSI no Hospital das Clinicas da FMUSP no ano de

2006.
Fluconazol Voriconazol
Espécies (n) S SDD R S SDD R

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
C. albicans (56) 55 (98,2) 1(1,8) 0(0) 56 (100) 0(0) 0(0)
C. parapsilosis (21) 19 (90,5) 2(9,5) 0 (0) 21 (100) 0 (0) 0 (0)
C. tropicalis (14) 14 (100) 0(0) 0 (0) 14 (100) 0(0) 0(0)
C. glabrata (4) 1(25) 2 (50) 1(25) 1(25) 2 (50) 1(25)
C. krusei * (2) 0 (0) 1 (50) 1 (50) 2 (100) 0 (0) 0 (0)
Outras (3) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 3 (100) 0 (0) 0 (0)
Total (100) 92 (92) 6 (6) 2(2) 97 (97) 2(2) 1(1)

Nota: *C. krusei apresenta resisténcia intrinseca ao Fluconazol.

4.7. Concordancia entre os testes utilizados para avaliar o perfil de

suscetibilidade.

Na Tabela 15 verificamos que o percentual de concordancia essencial (CE) para
todas as espécies de Candida na comparagdo entre os resultados obtidos nos testes de
microdilui¢do Sensititre YeastOne ® e Etest ® foi de maior que 90 % para todos os
antifiingicos exceto para itraconazol com as concordancias mais baixas associados a C.
tropicalis e C. glabrata. Para os dados de concordancia categérica (CC) também foi
observada concordancia maior que 90% para todas as drogas e mais uma vez O
itraconazol demonstrou as concordancias mais baixas, com 26% de erros menores, 1 %
de erros graves e 3 % de erros muito graves. A Tabela 16 sumariza dos dados de CC
observada para os antifingicos fluconazol e voriconazol avaliados pelos testes de

quantitativos versus disco difusdo
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Tabela 15 - Concordancia essencial, concordancia categérica e tipos de erros
observados entre as metodologias utilizadas para andlise do
suscetibilidade aos antifiingicos, microdiluicdo Sensititre YeastOne ® e

Etest ®, para 100 cepas Candida spp. isoladas de hemoculturas no
Hospital da Clinicas da FMUSP em 2006.

Espécie (n)/Droga Concordéincia n (%) Erros n (%)
Esséncial Categoérica Menor Grave Muito grave
C. albicans (56)
Anfotericina B 52 (92,9) 56 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Caspofungina 53 (94,6) 56 (100) 0 0 (0) 0 (0)
Fluconazol 55 (98,2) 55(98.,2) 1(1,8) 0(0) 0 (0)
Itraconazol 55 (98,2) 48 (85,7) 8 (14,3) 0 (0) 0 (0)
Voriconazol 56 (100) 56 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Posaconazol 55 (98,2) NA NA 0 (0) 0 (0)
C.parapsilosis (21)
Anfotericina B 21 (100) 21 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Caspofungina 20 (95,2) 19 (90,5) 0 (0) 2(9,5) 0 (0)
Fluconazol 21 (100) 17 (80,9) 4 (19,1) 0(0) 0 (0)
Itraconazol 19 (90,5) 12 (57,1) 8 (38,9) 0(0) 1(4,8)
Voriconazol 21 (100) 21 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Posaconazol 20 (95,2) NA NA NA NA
C. tropicalis (14)
Anfotericina B 13 (92,9) 14 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Caspofungina 13 (92,9) 14 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Fluconazol 11 (78,6) 14 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Itraconazol 9 (64,3) 4 (28,6) 8 (57,1) 0(0) 2 (4,3)
Voriconazol 13 (92,9) 13 (92,9) 1(7,1) 0 (0) 0 (0)
Posaconazol 9 (64,3) NA NA NA NA
C.glabrata (4)
Anfotericina B 4 (100) 4 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Caspofungina 4 (100) 4 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Fluconazol 4 (100) 4 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Itraconazol 1(25) 2 (50) 1(25) 1(25) 0 (0)
Voriconazol 4 (100) 3(75) 1(25) 0 (0) 0 (0)
Posaconazol 4 (100) NA NA NA NA
C. krusei (2)
Anfotericina B 1(50) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Caspofungina 2 (100) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Fluconazol 1(50) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 1(50)
Itraconazol 1(50) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 0 (0)
Voriconazol 2 (100) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Posaconazol 2 (100) NA NA NA NA
Outras (3)
Anfotericina B 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Caspofungina 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Fluconazol 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0(0) 0(0)
Itraconazol 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Voriconazol 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Posaconazol 3 (100) NA NA NA NA
Total (100)
Anfotericina B 94 (94) 100 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Caspofungina 95 (95) 98 (98) 0 (0) 2(2) 0 (0)
Fluconazol 94 (94) 94 (94) 5(5) 0 (0) 1(1)
Itraconazol 88 (88) 70 (70) 26 (26) 1(1) 3(3)
Voriconazol 99 (99) 98(98) 2(2) 0 (0) 0 (0)

Posaconazol 99 (99) NA NA NA NA
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Tabela 16- Concordancia categdrica e tipos de erros observados pelo método de disco
difusdo para avaliar o perfil de suscetibilidade ao fluconazol e voriconazol
comparado com os métodos microdilui¢do Sensititre YeastOne e Etest frente
a 100 cepas Candida spp. isoladas em hemoculturas no Hospital das Clinicas
da FMUSP no ano 2006.

Microdilui¢cdo versus disco difusao Etest versus disco difusao

Droga cC EM EG EMG cC EM EG EMG
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n%) n%) (%)

Fluconazol
C. albicans (56) 54 (96,4) 2(3,6) 0(0) 0(0) 55(98,2) 1(1,8) 0 (0) 0 (0)

C. parapsilosis 21) 19.(90,5) 2(9,5) 0(0) 0(0) 19(90,5) 2(9,5)  0(0) 0 (0)

C. tropicalis (14) 14 (100) 0(©) 0(0) 0(0) 14 (100) 0(0) 0(0) 0(0)

C. glabrata (4) 3(75 125 00 00  3(75 125  0(0) 0 (0)

C. krusei (2) 1(50) 1(50) 0(0)  0(0) 1(500 1(50)  0(0) 0 (0)

Outras (3) 3(1000 00 0@  0()  3(100)  0(0) 0 (0) 0 (0)

Total (100) 94(94) 6(©6) 00 0(0) 95095  5(5) 0 (0) 0 (0)
Voriconazol

C. albicans 56)  56(100) 0(0) 0() 0(0)  56(100)  0(0) 0 (0) 0 (0)

C. parapsilosis 21) 21 (100) 0(0)  0(0) 0(0) 21 (100) 0(0) 0(0) 0(0)

C. tropicalis 14 13(92,9) 1(7,1) 0(0) 0(0)  14(100)  0(0) 0 (0) 0 (0)

C. glabrata (4) 125 3(75 0(0) 00  2(50) 2(50)  0(0) 0 (0)
C. krusei (2) 2(100) 0 0@  0()  2(100)  0(0) 0 (0) 0 (0)
Outras (3) 3(1000 00 0@  0()  3(100)  0(0) 0 (0) 0 (0)
Total (100) 96(96) 4(4) 00 0(0)  98(98)  2(2) 0 (0) 0 (0)

Nota: (CC) Correlacao categérica; (M) erro menor; (EG) erro grave; (EMG) erro muito
grave.
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microdiluicao Sensititre YeastOne ® versus Etest ®.
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Comparagdo entre os valores dos MICs obtidos através dos testes de

A curva de regressdo linear obtida pela comparacdo entre a microdilui¢do

Sensititre YeastOne ® e Etest ® demonstrou correlacdo entre os valores de MICs

obtidos por ambos os testes.

A pior associagdo entre os resultado de MICs foi encontrada para anfotericina com

r = 0,13 enquanto a melhor correlacdo foi para o posaconazol r = 0,89. As Figuras de 7 a

12, ilustram os gréficos de regressdo, os valores de r de Pearson para os 100 isolados de

Candida spp., para cada antifingico testado. Os dados de r de Pearson por espécie de

Candida esta descrito no Anexo VL
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Figura 9. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do Sensititre YeastOne ®

para anfotericina B. Equacdo:

log,

(Etest

(Microdiluicao Sensititre YeastOne ®) r =0,13.

®)

= -2,714+0,23

log,



58

%

Candida spp. n=100

-
= T
[T S )

[ T R =]

Caspofungina
Etest

[
[

o
a
B

032
016
.008
004
.002

<

— e U kD

[
=
e
[ [
— Sy
= =
=

[
[FER S

pg/mL < .002.004.008.016.032.064.125 25 5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >

Caspofungina Sensititre YeastOne

Figura 10. Correlagao entre os MIC de Etest ®e microdilui¢do Sensititre YeastOne ®
para caspofungina. Equacgao: log, (Etest ®) = -0,15+0,71 log, (Microdilui¢ao
Sensititre YeastOne ® ) r = 0,62
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Figura 11. Correlagdo entre os MIC de Etest ® e microdiluicdo Sensititre YeastOne
®para fluconazol. Equagao: log; (Etest ®) = -1,44+0,66 log, (Microdiluicao
Sensititre YeastOne ®) r = 0,69.
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Figura 12. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do Sensititre YeastOne ®
para itraconazol. Equacdo: log, (Etest ®) = -1,54+0,87 log, (Microdilui¢cdo
Sensititre YeastOne ®) r = 0,66.
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Figura 13. Correlagdo entre os MIC de Etest ® e microdiluicdo Sensititre YeastOne ®

para voriconazol. Equacao: log, (Etest ®) = -2,83+0,58 log, (Microdilui¢cao
Sensititre YeastOne ®) r = 0,74.
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Figura 14. Correlacdo entre os MIC de Etest ® e microdilui¢do para posaconazol
Sensititre YeastOne ®. Equacdo: log, (Etest ®) = -1,4+0,97 log,
(Microdilui¢ao Sensititre YeastOne ®) r = 0,89.

4.7.2. Comparacdo entre os valores de MICs obtidos entre metodologias

quantitativas versus disco difusao.

Através da andlise da curva de regressdo os valores de MICs obtidos na
metodologia de microdiluicdo Sensititre YeastOne ® comparadas aos diametros dos
halos de inibi¢do produzidos pelo disco difusdo demonstrou uma correlacdo inversa
entre os métodos tanto para fluconazol como voriconazol.

A curva de regressdao linear produzida para o fluconazol quando avaliamos a
microdiluicao Sensititre YeastOne ® e disco difusdao demonstrou que houve dispersao
nos valores dos halos inibitérios em quase toda a faixa de MICs principalmente entre os

valores de 0,125 a 0,25 pg/mL produzindo um indice de Pearson de r = -0,55 (Figura 13)
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. Para voriconazol também foi possivel observar dispersao de resultados entre toda faixa
de MICs obtidos especialmente no valor 0,004 pg/mL com um indice de Pearson de r = -
0,49 (Figura 14).

A curva de regressdo produzida para representar os valores de MICs obtidos
através da metodologia do Etest ® e diametros dos de inibi¢do produzidos através da
metodologia do disco difusdo, também demonstrou uma correlagdo inversa entre 0s
métodos para fluconazol e voriconazol. Fluconazol demonstrou uma curva de regressao
linear com dispersao nos valores dos halos inibitérios em quase toda a faixa de MICs
(Figura 15). principalmente entre nos MICs de 0,064 e 0,125 pwg/mL. Para voriconazol
também foi possivel observar dispersdo de resultados dos diametros dos halos obtidos
entre todas as faixas de MICs (Figura 16) especialmente no MIC de 0,004 pg/mL. O
valor do indice de Person encontrado para fluconazol e voriconazol foramr =-0,61 er =

-0,55, respectivamente.
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Figura 16. Correlacdo entre os halos do disco difusao e MICs da microdiluicdo Sensititre
YeastOne ® para voriconazol. Equacdo: Disco = 21,95-2,11 log2
(Microdiluicao Sensititre YeastOne ®) r = -0,49.
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Figura 17. Correlacdo entre os halos do disco difusdo e MICs do Etest ®  para
fluconazol. Equacao: Disco = 28,24-2,37 log, (Etest ®) r =-0,61.
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Figura 18. Correlacdo entre os halos do disco difusio e MICs do Etest ® para
voriconazol Equacdo: Disco = 15,45-3,02 log; (Etest ®) r = -0,55.
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4.7.3. Andlise de concordancia na defini¢dao dos isolados classificados como S;

SDD ou R.

As figuras 17 e 18 ilustram a distribuicdo dos dados categdricos obtidos através
dos métodos da microdiluicdo Sensititre YeastOne ® e Etest ®, de acordo com as
defini¢des S, SDD e R e os valores de concordancia entre as categorias por ambos 0s
testes, através da andlise do coeficiente kappa, apenas para ara fluconazol, itraconazol,
uma vez que as outras drogas ndo tivemos isolados classificados nas trés categorias (S,

SDD, R). Os mesmos dados por espécie de Candida spp. estao descritos no Anexo VIIL
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2
Acordo observado: 0,94
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Fluconazol Sensititre YeastOne

Figura 19. Andlise do coeficiente kappa para avaliacdo da concordancia na

discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne

® e Etest ® para fluconazol.

Itraconazol
Etest

Acordo esperado: 0,57

1% 4% 4% Acordo observado: 0,70

Coeficiente kappa: 0,31

4% 5% 1%
61% 17% 3%
S I R

Itraconazol Sensititre YeastOne

Figura 20.

Andlise do coeficiente kappa para avaliacio da concordincia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdiluicdo Sensititre

YeastOne ® e Etest ® para itraconazol.
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Os resultados da anélise de concordancia entre categorias obtidos através dos testes
quantitativos como o disco difusdo através do valor do coeficiente kappa para os 100
isolados de Candida spp. em relagdo ao fluconazol e voriconazol,encontram-se descritos

nas figuras 19 a 22. No Anexo IV encontram-se os mesmos dados descritos por espécie.

Acordo esperado: 0,84

89 3 Acordo observado: 0,94

Coeficiente kappa: 0,62

Fluconazol
Disco Difusao 1

S I R

Fluconazol Sensititre YeastOne

Figura 21. Andlise do coeficiente kappa para avaliagdo da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne
® e disco difusdo para fluconazol.
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) Acordo observado: 0,95

Coeficiente kappa: 0,53

Fuconazol
Disco Difuséo I

S I R

Fuconazol Etest

Figura 22. Andlise do coeficiente kappa para avaliagdo da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método Etest ® e disco difusdo para
fluconazol.

Acordo esperado: 0,95;

9% 1 Acordo observado: 0,96

Coeficiente kappa: 0,18

Voriconazol
Disco Difusao 1

S I R

Voriconazol Sensititre YeastOne

Figura 23. Andlise do coeficiente kappa para avaliagdo da concordancia na
discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de microdilui¢do Sensititre YeastOne
® e disco difusao para voriconazol.



68

Voriconazol
Disco Difusdo

I

97

I

Voriconazol Etest

Acordo esperado: 0,96

Acordo observado:
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Figura 24. Andlise do coeficiente kappa para avaliagdo da concordancia na

discriminacdo de isolados sensiveis (S); sensivel dependente da dose
(SDD) e resistente (R), pelo método de Etest ® e disco difusdo para
voriconazol.
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5. DISCUSSAO.

A partir da década de 80, as infeccdes de corrente sanguinea causadas por
espécies de Candida emergiram como um importante problema em diversos
hospitais, particularmente os de complexidade tercidria (McNeil et al., 2001;
Wilson et al., 2001; Pfaller e Diekema, 2007). A morbidade e mortalidade
associadas a estas infec¢des permanecem elevadas, a despeito da expansido do
arsenal terapéutico observado nos ultimos anos (Wey et al., 1988; Gudlaudgsson
et al., 2003; Almirante et al., 2005).

Inimeros estudos epidemioldgicos sobre candidemia revelaram variacdes
tanto nas taxas de incidéncia quanto na distribuicdo das espécies de acordo com a
regido geografica, ressaltando a importancia do conhecimento epidemioldgico
local para o controle e tratamento destas infec¢cdes (Pfaller et al.,1998; Pfaller et
al., 2001; Pfaller et al., 2000; Godoy et al., 2003; Tortorano et al., 2005; Colombo
et al., 2006; Pfaller e Diekema, 2007).

No Brasil ainda temos um ntimero limitado de estudos epidemioldgicos
sobre candidemia. No presente estudo, avaliamos a prevaléncia, incidéncia,
distribuicao das espécies e perfil de suscetibilidade aos antifingicos de espécies
de Candida isoladas de hemocultura durante o ano de 2006 envolvendo 8
hospitais pertencentes ao complexo HC-FMUSP, maior hospital publico
universitario de nivel tercidrio da América Latina. Os pacientes identificados

foram caracterizados de acordo com varidveis disponiveis nos sistemas de
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informacdo laboratorial e as cepas vidveis foram submetidas ao teste de
sensibilidade aos antifingicos utilizando trés metodologias distintas.

Consistente com os registros histéricos do laboratério de microbiologia, a
prevaléncia de Candida spp. isolada de hemocultura foi de 3,5%. (Almeida et al.,
2001; Motta et al., 2005; Motta et al., 2007). Em um estudo nacional envolvendo
4 centros de nivel tercidrio na cidade de Sdao Paulo entre marco de 2002 a
fevereiro de 2003, a prevaléncia de candidemia foi de 4% e essas leveduras foram
a quarta causa de infec¢do de corrente sanguinea (Colombo et al., 2007). Nos
Estados Unidos da América (EUA), Candida spp., foi responsavel por 8 - 15%
das infec¢des de corrente sanguinea, sendo o quarto microrganismo mais
comumente isolado em sangue (Pfaller e Wenzel, 2003; Wisplinghoff et al.,
2004). Em nosso estudo, Candida spp. foi o nono microrganismo isolado de
sangue. Estas diferencas estdo provavelmente relacionadas ao fato de termos
avaliado a frequéncia global dos microrganismos isolados de hemocultura.
Contudo, dados de Comissdo de Infec¢do Hospitalar do Instituto Central (dados
nao publicados) também documentaram uma posi¢ao inferior de Candida spp. no
ranking dos microrganismos causadores de infec¢do de corrente sanguinea.

Isolamento concomitante de Candida spp. e bactéria ocorreu em 8,8 % dos
casos, valor dentro do intervalo reportado em um estudo de revisdo sobre
frequéncia de candidemia polimicrobiana. O diagndstico dessas infeccdes em
sangue € importante pois a taxa de mortalidade parece ser superior (Klots et al.,
2007). Ja fungemia com dois ou mais fungos foi um evento infrequente, fato que

também foi documentado por outros autores (Pulimood et al., 2002; GlI-Yera et
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al., 2004; Klots et al., 2007).

A incidéncia geral de candidemia observada neste estudo, 1,87 casos por
1000 admissdes hospitalares, é concordante com dados de outros trabalhos
nacionais que mostraram taxas de 1,27 a 3,9 casos por 1.000 admissdes
hospitalares (Aquino et al., 2005; Colombo et al., 2006; Colombo et al., 2007;
Franca et al., 2008, Chang 2008).

Na comparagdo de dados de incidéncia observados em diferentes trabalhos
ha que se considerar as diferencas entre as populacdes estudadas, assim como 0s
denominadores utilizados. Nao obstante, os dados de incidéncia de candidemia no
Brasil apontam para uma maior frequéncia desta infec¢do em nosso meio quando
comparado a outros paises. Nos EUA, os nimeros documentados variam 0,28 a
0,96 casos por 1.000 admissdes hospitalares (Wisplinghoff et al., 2004;
Zilberberg MD et al., 2008), no Canada de 0,45 casos por 1.000 admissdes e na
Europa de 0,28 a 0,38 casos por 1.000 admissdes, com variacdes importantes
entre os paises (Richet et al., 2002; Macphail et al., 2002; Almirante et al., 2004;
Tortorano et al., 2004). Os fatores associados a maior incidéncia de candidemia no
Brasil ndo sao completamente esclarecidos. Contudo, é provavel que dificuldades
na implementacdo das medidas de controle de infeccdo hospitalar aliadas ao
limitado nimero de profissionais da saude assistindo um grande nimero de
pacientes e praticas menos agressivas de profilaxia e terapia empirica nos
pacientes de risco para desenvolver infeccdes fingicas contribuam para explicar
tal achado (Colombo et al., 2006; Lobo et al., 2006; Colombo et al., 2007; Girdo

et al, 2008).
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Em relacdo as diferencas observadas na incidéncia de candidemia entre os
hospitais do HC-FMUSP ¢ provavel que estejam associadas ao tipo de populacdo
assistida. No ICR, por exemplo, a incidéncia de candidemia documentada foi
quase quatro vezes maior quando comparado a incidéncia geral. Além disso,
verificamos que nessa instituicdo Candida albicans e Candida ndo-albicans
tiveram a mesma taxa de incidéncia, sendo C. parapsilosis a espécie ndo-albicans
mais freqiiente, responsdvel por aproximadamente 50% das candidemias. A
distribuicdo temporo espacial dos casos ndo sugeriu a presenca de surto. J4 no
IOT observou-se a menor incidéncia de candidemia (aproximadamente 3 vezes
menor que a incidéncia geral). Durante o periodo de estudo, candidemia foi
observada em 132 pacientes. Concordante com a literatura, a grande maioria
desses doentes (95,5%) apresentava doenca de base, sendo neoplasia a mais
frequente.  Pacientes imunossuprimidos constituiram quase a metade da
populacdo estudada. Tal fato ndo € surpreendente dado que a presenga de
neoplasia e de imunossupressio foram identificados como fatores de risco
independentes para candidemia em andlise multivariada em diferentes estudos
(Krcmeryb e Barnes, 2002; Tortorano et al., 2004; Almirante et al., 2005;
Colombo et al., 2006). Para estes pacientes, a ocorréncia mais frequente de
espécies ndo-albicans vem sendo relatada na literatura (Nucci et al 1998; Pfaller e
Diekema, 2007; Trofa et al., 2008; Hinrichen et al) al., 2008; Chang et al., (2008).
No entanto, nossos resultados ndo revelaram tal diferenca o que pode estar
relacionado a duracdo do periodo avaliado.

A importancia do aumento da frequéncia de espécies ndo-albicans esta
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relacionada ao fato de que algumas dessas espécies apresentam sensibilidade
reduzida ou resisténcia intrinseca a drogas antifingicas. O aumento do consumo
de fluconazol € apontado por alguns autores como responsavel por esta mudanca
epidemioldgica. Entretanto, o assunto permanece controverso com resultados
conflitantes até o momento (Lin et al., 2005; Bassetti et al., 2006; Pfaller e
Diekema, 2007; Girdo et al., 2008; Pasqualotto et al., 2008). Por outro lado,
existem evidencias na literatura de que diferencas geograficas na distribui¢ao das
espécies de Candida envolvidas em candidemia existem, ainda que ndo sejam
conhecidos todo os fatores que expliquem tais achados.

No presente estudo, C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada,
seguida de C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. Essa distribuicdo confirma
os achados de outros autores brasileiros (Colombo, 2000; Aquino et al., 2005;
Medrano et al 2006; Colombo et al., 2007; Hinrichesen et al., 2008). Em estudo
multicentrico realizado por Colombo et al 2006, apesar de C. tropicalis ter sido
mais prevalente que C. parapsilosis, ambas apresentaram uma ocorréncia muito
semelhante, 20,9% e 20,5%, respectivamente. Dados da Secdo de Microbiologia
dos tultimos 11 anos demonstram que C. parapsilosis e C. tropicalis alternam-se
como as espécies ndo-albicans mais freqiientes (Almeida et al, 2000; Almeida et
al., 2003; Motta et al., 2006; Motta et al., 2007). Na América Latina, a
distribuicdo das espécies de Candida associadas a candidemia é semelhante aos
dados brasileiros (Pfaller et al 2000; Godoy et al., 2003). Por outro lado, estudos
epidemioldgicos de candidemia conduzidos nos EUA e em alguns paises da

Europa demonstram uma distribuicdo diferente com predominio de C. glabrata e
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C. parapsilosis (Pfaller et al., 2000; Eggimann et al 2003; Tortorano et al., 2004;
Richet et al., 2002; Malmirante et al 2003; Pfaller et al., 2001; Pfaller et al.,
2008d).

Em relacdo faixa etdria, verificamos que em todos os grupos avaliados C.
albicans foi mais frequente. C. tropicalis foi a espécie nado-albicans mais
comumente isolada, exceto em pacientes menores de 1 ano, onde C. parapsilosis
apresentou maior ocorréncia. A participacdo expressiva de criangas menores de
um ano no estudo influenciou os resultados da distribuicao geral das espécies e na
média de idade (34,4 anos e mediana de 40 anos). No projeto multicentrico de
candidemia no Brasil, 21,0% dos casos ocorreram nessa populagcao e a mediana de
idade foi igual ao nosso resultado. Nos estudos internacionais a ocorréncia de
candidemia em criangas menores de 1 ano € menos frequente e a média de idade
observada € mais alta do que os valores reportados no Brasil. (Pfaller et al., 2002;
Tortorano et al., 2004)

Candidemia por C. parapsilosis em criangas menores que 1 ano resulta de
colonizagdo previa da pele e trato gastro intestinal, com posterior invasao tecidual.
Também pode decorrer de transmissdao horizontal através das maos de
profissionais de satde, uso de dispositivos intravasculares ou solucdes
contaminadas (Pfaller et al., 2002; Levin et al., 1998; Clerihew et al., 2007; Trofa
et al., 2008). Com o auxilio de técnicas moleculares, surtos causados por esta
espécie com fonte de origem exdgena identificadas tem sido documentados (van
Asbeck et al., 2007; Reissa et al., 2008).

Em relagdo a distribuicao das espécies e origem dos pacientes, chamou
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atencdo que apenas 25% dos casos encontravam-se internados em UTI, local onde
frequentemente sao descritos casos de candidemia. A distribuicdo de Candida spp.
em pacientes de enfermarias foi igual a distribuic@o geral. Entretanto, avaliando os
pacientes internados em UTI, C. glabrata foi a segunda espécie ndo-albicans
mais frequente. Entre os 9 casos de candidemia associados a essa espécie, 67,0%
(6/9) eram originalmente de pacientes internados em diferentes UTIs do ICHC. E
possivel que este achado esteja relacionado ao maior uso de antiftingicos nessa
populac@do. Em um estudo recente realizado nas UTIs do ICHC avaliando
candidemia nosocomial e consumo de antifingico (fluconazol e caspofungina)
durante um periodo de 7 anos, os autores concluiram que apesar do consumo ter
aumentado significativamente durante o periodo, ndo houve aumento de
candidemia por espécies nao albicans (Girdo et al., 2008). Da mesma forma, no
maior estudo de candidemia realizado no Brasil por Colombo et al. (2006), esta
correlacdo também ndo foi documentada. Por outro lado, mais recentemente
Pasqualotto et al. ( 2008 ) mostraram pela primeira vez em nosso pais, um
aumento de candidemia por C. glabrata relacionado ao aumento no uso de
fluconazol em um hospital terciario no Rio Grande do Sul.

Tendo em vista as diferencas em relacdo ao perfil de suscetibilidade das
espécies de Candida, a identificacdo correta dessas leveduras pode auxiliar ndao s6
no conhecimento da epidemiologia local como também na introdug¢dao de
terapéutica adequada, uma vez que existem espécies com resisténcia intrinseca a
alguns antifingicos, como por exemplo C. krusei e fluconazol. Outras espécies

podem ainda apresentar maior predisposi¢do a aquisi¢do de resisténcia, como
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descrito na associacdo C. glabrata e fluconazol, C. lusitaniae e anfotericina B e C.
parapsilosis e equinocandinas (Borst et al., 2005; Sanguinetti et al., 2005;
Johnson., 2008; Pfaller e Diekema 2007; Bradley et al., 2008).

Atualmente existem intimeras metodologias comerciais fenotipicas com a
finalidade de identificar Candida spp. Esses testes sdo baseados no perfil
bioquimico de assimila¢do de carboidratos e na produgdo de enzima. O Api 20 C
AUX ®, metodologia confirmatéria na identificacdo das espécies de Candida spp,
foi o teste utilizado no presente estudo. Embora apresente algumas limitacdes,
como por exemplo, resultados disponiveis somente apds 48-72 horas de incubagdo
e interpretacdo visual da assimilacdo dos substratos, o API 20C AUX ® ¢
considerado um método de referéncia para identificacdo de leveduras (Freydiere
et al., 2001; Ellepola e Morrison, 2005).

Em relacdo ao perfil de suscetibilidade aos antifingicos, com a crescente
expansdo do arsenal de drogas utilizadas no tratamento e prevencao das micoses
invasivas, incluindo candidemias, o monitoramento dos microrganismos isolados
frente a essas drogas faz-se necessdrio, uma vez que resisténcia in vitro ,
intrinseca ou adquirida, pode estar relacionada a falha terapéutica (Andredrup et
al., 2005; Borst et al., 2005; Baixench et al., 2007; Bradley et al., 2008; Cleary et
al., 2008).

A metodologia de referéncia utilizada para realizar o teste de suscetibilidade
aos antifingicos € a diluicdo em caldo, padronizada pelo "Clinical Laboratory

Standards Institute" (CLSI) em 1997 para as leveduras do género Candida e
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Cryptococcus. A dltima versao do documento foi publicada em 2008 (M 27A3) e
incluiu pontos de corte para o voriconazol e caspofungina. Embora seja
considerada padrdo-ouro, esta metodologia € trabalhosa o que limita sua
utilizacdo de rotina na grande maioria dos laboratorios clinicos.

Atualmente, existem metodologias alternativas cujo desenvolvimento foi
baseado no CLSI. Dentre elas, podemos citar o método de gradiente de difusao
em agar Etest ®, e o0 método de microdilui¢do colorimétrico comercial Sensititre
YeastOne ®. Todas metodologias aprovadas pelo "Food and Drug
Administration" FDA apés estudos de validacao (FDA., 2003) que demonstraram
a capacidade de ambos os testes em detectar isolados resistentes de Candida spp.,
inclusive aos novos antifingicos (voriconazol, posaconazol e caspofungina)
(Barry et al., 2002; Magil et al., 2006; Alexander et al., 2007; Catén et al., 2006;
Desnos-Ollivier et al., 2008b). Em 2004 o CLSI, aprova também a metodologia de
disco difusdo Candida spp. estando atualmente padronizada apenas para o
fluconazol e voriconazol.

Tanto o Etest ® quanto o Sensititre YeastOne ® apresentam boa correlacao
com a metodologia proposta pelo CLSI, podendo variar de acordo com o tipo de
antifingico usado em relagcdo a espécie de Candida avaliada (Barry et al., 2002;
Magil et al., 2006; Alexander et al., 2007; Catén et al., 2006; Desnos-Ollivier et
al., 2008b). Discordancias entre o Etest ® e o método de microdiluicdo
convencional podem ocorrer devido ao fendmeno de heteroresisténcia (Alexander

et, al., 2007) que acontece devido a superexpressao dos genes "Candida drug
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resistance”" (CDR) e também devido ao fendmeno do trailing, que pode acontecer
em aproximadamente 5% dos isolados de Candida com azdlicos (Marr et al.,
2001; Alexander et al., 2007; CLSI., 2008)

As vantagens de metodologias como Etest ® e Sensititre YeastOne ®, estdao
relacionadas a: maior facilidade de execucdo, capacidade de quantificar
diretamente os valores de MIC em 24 horas e eliminacdo de algumas varidveis
associadas a diluicdo em caldo, como por exemplo, peso molecular de drogas e
solubilidade aquosa limitada. Além disso, devido a estreita faixa de MICs obtidos
na diluicdo em caldo para anfotericina B de acordo com CLSI, permanece em
discussdo a habilidade deste método para detec¢do de resisténcia. H4a ainda
algumas evidencias de que o Etest ® parece ser mais eficaz (Krogh Madsen et al.,
2006) na determinacao dos MICs para essa droga.

Sensititre YeastOne ® é uma metodologia que tem sido amplamente
utilizada nos EUA, com excelentes resultados de reprodutibilidade e acurdcea em
testes de controle de qualidade externo realizados pelo "College of American
Pathologists" (CAP). O objetivo desse grupo € fornecer amostras para profici€éncia
externa e monitorar a performance de quase 3.000 laboratérios que realizam teste
de suscetibilidade aos antimicrobianos, incluindo antifingicos. O Sensititre
YeastOne ® foi o teste mais comumente utilizado pelos participantes para
determinar o perfil de suscetibilidade de leveduras, com 96% de acurdcea (Pfaller
et al., 2006). No entanto, essa metodologia ainda ndo esta disponivel

comercialmente no Brasil.



80

Neste estudo, avaliamos o perfil de sensibilidade de 100 isolados de
Candida spp. isoladas de sangue pelo método Sensititre YeastOne ® -
considerado como referéncia, como também pelo Etest ® e disco difusao
(fluconazol e voriconazol).

Com relacdo a anfotericina B, ndo encontramos nenhum isolado de Candida
spp. resistente em nenhuma das metodologias utilizadas. Os MICs mais elevados
para essa droga foram encontrados nos isolados de C. glabrata, que apresentaram
MICs de 1 pg/mL,ou seja, no limite apds o qual as cepas sdo geralmente
consideradas ndo sensiveis. Estes valores estdo em concordancia com a literatura
nacional e internacional. Nestes estudos € possivel verificar um pequeno intervalo
de variagdo de MICs obtidos para anfotericina B na grande maioria das espécies
de Candida, independente da regido geografica. Estudos de vigilancia de
suscetibilidade aos antifungicos também nao verificaram mudangas temporais no
perfil de suscetibilidade de Candida spp. frente a esta droga. (Colombo et al.,
2007; Péman et al., 2005; Godoy et al., 2003; Ostrosky-Zeichner et al., 2005;
Pfaller et al 2000). A detec¢do de resisténcia pela metodologia proposta pelo
CLSI parece problemaética devido a estreita faixa de MICs discriminados. (Park et
al., 2006; Pfaller e Diekema 2007). Apesar da alta sensibilidade observada in vitro
para Candida spp. ha relatos de falha clinica com cepas exibindo valores de
MICs menores do que 1 pg/mL. Desta forma, permanece em discussdo a
habilidade de se definir resisténcia para essa droga (Pfaller e Diekema, 2007).

Com relagdo a caspofungina verificamos uma alta sensibilidade, 100% pela
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microdilui¢do e 98% pelo Etest ® . Apenas duas cepas de C. parapsilosis foram
categorizadas como no susceptiveis através do Etest ®, ambas exibindo MICs de
4 ng/mL. Um estudo brasileiro que avaliou 282 episddios de fungemia, também
demonstrou MICs elevados de caspofungina para C. parapsilosis e C.
guilliermondii ambas com MIC ¢ de 2 pg/mL (Colombo et al., 2007). Resultados
similares, também foram encontrados em um estudo realizado por Pfaller e al
(2008b), que avaliou 5.346 isolados de Candida spp. frente as equinocandinas,
evidenciando decréscimo de sensibilidade a caspofungina para isolados de C.
parapsilosis e C. guilliermondii, 92.5% e 90.2% respectivamente. Parece nao
haver correlagdao clinica entre cepas de C. parapsilosis com MICs altos para
caspofungina uma vez que, mesmo com MICs elevados, C. parapsilosis responde
clinicamente as equinocandinas (Pfaller et al., 2008c). Vale lembrar que
atualmente C. parapsilosis é considerado um grupo que inclui trés espécies: C.
metapsiosis, C. orthopsilosis e C. parapsilosis. Trabalhos recentes sugerem que as
duas primeiras espécies sdao responsdveis por aproximadamente 10% das
fungemias associadas ao grupo C. parapsilosis € que ambas apresentam. MICs
mais baixos para anfotericina B e equinocandinas. J4 no caso de C. parapsilosis
como espécie do grupo, foram descritos MICs mais elevados para caspofungina
(Lockhart et al., 2008)..

Em relacdo ao fluconazol, nosso estudo confirmou a elevada atividade in
vitro da droga no nosso meio. A sensibilidade ao fluconazol foi maior que 90%

para as trés metodologias sendo que os isolados resistentes ficaram restritos a C.
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glabrata e C. krusei na maioria das vezes. Outros estudos nacionais demonstraram
taxas de sensibilidade de 95% a 100% sendo que os casos de resisténcia também
ficaram restritos a C. glabrata (Pfaller et al., 2000; Pfaller et al., 2001; Aquino et
al., 2005; Colombo et al., 2007 Godoy et al., 2003; Brito et al., 2006). Um estudo
multicentrico internacional que avaliou o perfil de suscetibilidade de 78.463
isolados de Candida spp. ao fluconazol envolvendo 115 institui¢des de 35 paises
encontrou 89.6% de isolados sensiveis para esta droga. As espécies com maior
sensibilidade foram: C. albicans (97.8%); C. parapsilosis 93.2%; e C. lusitaneae
93.3%. Observou-se um decréscimo de suscetibilidade em isolados de C.
glabrata, C. krusei e C. guilliermondii com 66.7%, 9.4% e 73.3%, de
sensibilidade respectivamente (Pfaller et al., 2005). Em paises europeus, o
fluconazol apresentou dados de sensibilidade varidvel de 87% a 98% (Ostrosky-
Zeichner et al., 2005; Almirante et al., 2005; 91 Péman et al., 2005; Pfaller et al.,
2001). Os dados descritos acima sugerem uma ampla variacdo geogrifica em
relacdo a frequéncia de resisténcia ao fluconazol que esta diretamente associada a
epidemiologia de C. glabrata. Por isso onde a espécie € menos comum como na
América latina e a Asia observamos menor porcentagem de resisténcia a esta
droga. (Pfaller et al., 2005; Pfaller e Diekema; 2007).

Na andlise de concordancia entre os métodos utilizados para determinar o
perfil de suscetibilidade do fluconazol foram identificadas duas cepas
categorizadas como SDD, a saber C. albicans e C. parapsilosis, pelas

metodologias de microdilui¢do Sensititre YeastOne ® e disco difusdo. Essas
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discordancias entre Sensititre YeastOne ® versus Etest ® e disco difusdo versus
Etest ® permaneceram mesmo apds a repeticdo dos testes e verificagdao do inéculo
mas resultaram apenas em erros menores quanto a categorizacao dos isolados.

Vale também ressaltar que o Etest ® categorizou um isolado de C. krusei
como sensivel, produzindo o unico erro muito grave associado ao fluconazol.
Contudo, esse resultado ndo desabilita o teste, uma vez que o proprio CLSI,
documenta que tal fendmeno in vitro e ndao recomenda o teste de rotina para
espécies para espécies com resisténcia intrinseca a um determinado antifiingico.

O percentual de sensibilidade ao itraconazol observado foi de 66% pela
metodologia Sensititre YeastOne ®, porém resultados obtidos pelo Etest ®
mostraram 81% de sensibilidade. Houve pouca diferenca entre as metodologias
Sensititre YeastOne ® e Etest ® no percentual de resisténcia 8% e 9%
respectivamente, no entanto, Sensititre YeastOne ® apresentou 26% das cepas
categorizadas como SDD enquanto o Etest ® apresentou resultado 10% de SDD.
O decréscimo de sensibilidade encontrado para o itraconazol nesse estudo, pode
estar relacionado a limitacdes da metodologia Sensititre YeastOne ®. Segundo
Alexander et al, que comparou Sensititre YeastOne ® e Etest ®, vesus
microdilui¢do CLSI, as discrepancias para itraconazol e Sensititre YeastOne ®,
parecem estar associados ao fendmeno do trailing, que pode levar a uma elevagao
dos MICs. Com relacdo ao Etest ® a autora reporta uma situacao inversa uma vez

que os MICs obtidos por essa metodologia foram menores mesmo apesar da
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dificuldade de interpretacao do Etest ® na presenca do trailing (Alexander et al.,
2007).

O perfil de suscetibilidade para itraconazol documentado no presente estudo
estd discordante de publicacdes latino americanas que demonstram altos niveis de
sensibilidade a esta droga (Colombo et al., 2006; Colombo et al., 2007; Brito
2005; Godoy et al 2003). Essa discordancia pode estar associada ao nimero de
isolados caracterizados como SDD. O presente trabalho, quando comparados a
estudos europeus e norte-americanos o perfil de sensibilidade foi semelhante
(Ostrosky-Zeichner et al., 2005; Espiel-Ingroff et al., 2005).

Em relacdo ao voriconazol observamos uma sensibilidade maior que 97%
por todas as metodologias, sendo a C. glabrata a espécie mais comumente
caracterizada como R ou SDD. Em concordancia com outros estudos que
documentaram altas taxas de sensibilidade a esta droga variando de 92% a 100%
(Pfaller et al., 2001; Espinel-Ingroff et al., 2005; Pfaller et al., 2005; Pfaller et al.,
2008d).

O MIC ¢ para posaconazol foi de 0,25 pg/mL por ambas as metodologias
confirmando uma elevada atividade in vitro desta droga. Entretanto, valores de
MICs elevados foram observados para uma cepa de C. glabrata (MIC=32
ng/mL) e outra de C. guilliermondii (MIC= 4 pg/mL). Pfaller et al, (2008b)
reportou MIC ¢y para posaconazol quatro vezes maior que o reportado no HC-

FMUSP, sendo a C. glabrata e a C. krusei as espécies com maiores valores de
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MIC. Cuenca-Estrella, et al., (2006) também apontam C. kefyr e C. pelliculosa
como espécies que apresentam MICs altos para a droga.

Dois isolados de Candida spp. apresentaram resisténcia entre antifiingicos
de uma mesma classe, a saber: uma cepa de C. glabrata com resisténcia a todos os
azo6licos e MIC elevado para posaconazol (32 ug/mL) e outra de C.guilliermondii
com resisténcia ao itraconazol e MIC de 4,0 ug/mL para posaconazol, vale ainda
destacar que esse isolado apresentou MIC de 2,0 ug/mL para caspofungina. Esses
resultados sugerem resisténcia cruzada entre os antiflingicos de uma mesma
classe, uma vez que caspofungina ndo apresenta resisténcia cruzada com
antifingicos de outras classes (Pfaller et al, 2008c). Relatos de resisténcia in vitro
para azdlicos, anfotericina B e caspofungina vem sendo documentados na
literatura (Andredup et al., 2005; Borst et al., 2005; Moudgal et al., 2005;
Cornelius et al., 2006; Krogh-Madsen et al., 2006; Bradley et al., 2008;
Thompson et al., 2008).

Os dados de comparacdo entre as metodologias Etest ® versus Sensititre
YeastOne ®, traduzidas em porcentagem de correlacdo essencial (CE) e
correlagdo categdrica (CC) o, foi maior que 90% para todas as drogas testadas
exceto para itraconazol onde CE e CC foram de 88% e 77% respectivamente,
com 26% de erros menores e 3% de erros muito graves.

Para todas as outras drogas o percentual de erros graves e muito graves foi
considerado adequado de acordo com o FDA que define como aceitavel até 3% de

erros graves € 1,5% de erros muito graves (FDA., 2003), contudo alguns autores
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sugerem critérios menos rigorosos, com aceitacdo de até 5% de erros graves e
muito graves (Jorgensen 1993; Alexander 2007).

A correlagdo entre os valores de MICs de caspofungina apresentou
coeficiente de Person de 0,62 para caspofungina e de 0,69 a 0.89 para azdlicos.
Para anfotericina B apesar dos dados de CE e CC terem sido altos, a correlagao
entre os valores de MIC produziu um valor baixo de r de Person = 0,13, indicando
pobre correlagdo entre os MICs obtidos pelo Sensititre YesatOne ® comparados
com Etest ®. Isso aconteceu porque o Etest ® apresentou os isolados
distribuidos mais uniformemente em uma faixa de MICs (entre 0,016 pg/mL a 1
png/mL) a enquanto a microdilui¢do Sensititre YeastOne ® , teve 89% dos seus
MICs entre 0.5 - 1.0 pug/mL.

Na andlise de comparacdo entre as metodologias quantitativas (Sensititre
YeastOne ® e Etest ®.) versus disco difusdo para fluconazol e voriconazol,
obtivemos maior concordancia CC, quando comparadas as metodologias de
difusdo em 4agar (Etest versus disco difusdo) para ambas as drogas, com apenas
5% de erros menores para fluconazol e 2% para voriconazol sem ocorréncias de
erros graves e/ou muito graves. Quando comparados os MICs obtidos através da
metodologias quantitativas com os didmetros dos halos de inibicdo, a combinacgdo
Etest ® versus disco difusdo, também produziram valores de r de Person mais

elevados, se comparadas com Sensititre YeastOne ® versus disco difusio
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6. CONCLUSOES.

A prevaléncia de Candida spp. isoladas de hemocultura no HC-FMUSP em
2006, esta de acordo com os registros historicos do laboratério de microbiologia

e com os dados reportados na literatura nacional.

A incidéncia geral de candidemia no HC-FMUSP em 2006 foi concordante com

outros estudos nacionais.

Foram observadas variagdes importantes na incidéncia desta infec¢c@o entre os

diferentes hospitais do complexo.

A maioria dos pacientes era do sexo masculino, internados em enfermaria e com
doenca de base, sendo que os imunossuprimidos representaram quase metade da

populacdo do estudo.

Candida albicans foi a espécie mais frequente Candida parapsilosis e Candida
tropicalis alternando-se como as espécies ndo-albicans de maior ocorréncia de

acordo com o hospital, unidade de internag¢do ou faixa etaria.

Nao houve diferen¢a quanto a distribui¢do de Candida albicans es espécies nao

albicans em relacdo a doenga de base e unidade de internacao.
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Candida parapsilosis foi a espécie ndo-albicans mais frequente devido ao grande

numero de pacientes menores de um ano em nossa casuistica.

O perfil de suscetibilidade demonstrou altos indices de sensibilidade geral para

todas as drogas em todas as metodologias, exceto para itraconazol.

C. glabrata foi a espécie que apresentou menor porcentagem de isolados

sensiveis aos azolicos.

Houve alta concordancia essencial e categdrica geral entre os resultados das
concentracdes inibitérias minimas realizados através do Etest ® e Sensititre

YeastOne ® , exceto para o itraconazol.

A discordancia categdrica resultou em erros menores na maior parte dos casos.

Para voriconazol e fluconazol houve alta concordancia categdrica geral entre os

resultados obtidos por disco difusdo quando comparados as metodologias

quantitativas.
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Anexo I - Dados demograficos e doenga de base dos pacientes com candidemia no ano
de 2006 no Hospital das Clinicas da FMUSP.

Paciente  Sexo Idade Origem Instituto Resultado Doenca de base
3063872 M 51.3 A ICHC C. albicans Transplantados de 6rgios
13478323J M 79.0 8] ICHC C. glabrata Neoplasias onco-hematolégicas
13485235G F 59.5 E ICHC C. albicans Cardiopatias
135045801 F 47.1 E ICHC C. parapsilosis Neuropatias
13529912H M 66.1 A ICHC C. parapsilosis Cardiopatias
13578533C F 45.7 E Outros C. albicans Politrauma
1359317F F 54.5 U ICHC C. parapsilosis Autoimune
136087711 M 57.5 E ICHC C. parapsilosis Neoplasias onco-hematolégicas
136106511 M 61.1 UTI ICHC C. glabrata Neoplasias de 6rgdos sélidos
13659586G M 2.2 E ICHC C. tropicalis Doencas genéticas
13670587F F 58.1 E ICHC C. albicans Neoplasias onco-hematoldgicas
13702883A M 60.3 a ICHC C. tropicalis Neoplasias de 6rgdos sélidos
13705578G M 0.4 E ICHC C. albicans Prematuridade
13711605H M 18.6 E Outros  C. tropicalis Neoplasias onco-hematoldgicas
13711817F M 71.3 E ICHC C. albicans Doencas de pele e anexos
13712321B F 353 U ICHC C. albicans Hepatopatias
13715345] M 36.9 U ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
13717688F M 48.2 8] ICHC C. utilis Neoplasias onco-hematoldgicas
13718009D F 35.6 E ICHC C. albicans Neoplasias onco-hematoldgicas
137181571 M 35.1 U ICHC C. albicans HIV
13718843]J M 33.5 E ICHC C. parapsilosis Neoplasias onco-hematoldgicas
13719820C F 494 E ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
137207631 F 20.6 E ICHC C. albicans Neoplasias onco-hematoldgicas
13723376D F 35.8 E ICHC C. krusei Neoplasias onco-hematoldgicas
13728664E F 42.5 E ICHC C. albicans Autoimune
13730429J M 69.9 E ICHC C. tropicalis Doencas onco-hematoldgicas
13732779F F 79.8 U ICHC C. albicans Hepatopatias
13733152E F 452 8] ICHC C. parapsilosis Neuropatias
13736172F M 60.5 U ICHC C. glabrata HIV
137362371 F 34.0 8] ICHC C. albicans Neuropatias
13737365D F 51.0 U ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
13738477A F 1.4 E ICHC C. tropicalis Neuropatias
13739064G M 58.9 8] ICHC C. glabrata Neoplasias de 6rgdos solidos
13740701F M 28.5 E ICHC C. tropicalis Autoimune
13745080H F 61.7 8] ICHC C. albicans Pneumopatias

"Continua"
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Anexo I - "Continuacdo". Dados demograficos e de doenga de base dos pacientes com
candidemia no ano de 2006 no Hospital das Clinicas da FMUSP.

Paciente = Sexo Idade Origem Instituto Resultado Doenca de base
13745610E M 51.5 E INCOR C. albicans Neoplasias onco-hematolégicas
13745637C M 0.2 E ICHC C. albicans Neuropatias
13746553K F 0.9 E ICHC C. glabrata Transplantados de 6rgaos
55390883B F 38.1 E INCOR C. albicans Pneumopatias
55394562A M 62.1 E INCOR C. tropicalis Transplantados de 6rgéos
554386201 M 73.7 E INCOR C. glabrata Sem informagao
554391881 M 0.2 E INCOR C. parapsilosis Cardiopatias
55439599K F 26.2 E INCOR C. albicans Cardiopatias
55441442E M 44.9 E ICHC C. albicans Neoplasias onco-hematoldgicas
55441442E M 44.8 A ICHC C. parapsilosis ~ Neoplasias onco-hematoldgicas
55444540] M 58.6 E INCOR C. albicans Cardiopatias
55444759A M 0.0 E INCOR C. parapsilosis Sem informagao
554462041 F 85.2 E INCOR C. albicans Sem informagdo
55446588B M 85.4 E INCOR C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
55452281B M 51.1 E INCOR C. tropicalis Doencas vasculares
55700444K F 80.7 E INCOR C. parapsilosis Cardiopatias
60273691 F 18.0 E ICHC C. albicans Doengas hereditarias
6078534B M 8.9 E ICR  C. parapsilosis Autoimune
6080684F M 4.1 E ICR C. tropicalis Doenga Neuwman
6089975F M 11.0 E ICR  C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
6105465B F 5.6 A I0T  C. albicans Nefropatias
61094921 F 1.7 A ICR  C. albicans Neoplasias de 6rgaos sélidos
6113991C F 5.8 A ICR  C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
6115371A M 0.8 A ICHC C. albicans Neuropatia
61167431 M 0.2 E ICR  C. albicans Prematuridade
6117033B M 0.2 E ICR  C. parapsilosis Prematuridade
6117341K M 0.1 E ICR  C. albicans Prematuridade
6117508H F 1.1 E ICR  C. albicans Nefropatias
6117950G F 0.0 E ICR C. albicans Prematuridade
6118526] F 0.1 E ICR C. albicans Prematuridade
6118693J F 6.5 A ICHC C. tropicalis Prematuridade
6118754F M 5.0 E ICHC C. lusitaniae Doenga de pele e anexos
6119970B M 0.7 E ICR  C. albicans Neoplasias de 6rgaos sélidos
61207521 M 1.4 E ICR  C. tropicalis Prematuridade
6121169G M 0.1 E ICR  C. parapsilosis Neoplasias de 6rgdos sélidos
6121821J M 0.1 A ICR  C. parapsilosis Neoplasias de 6rgdos sélidos
61224151 M 0.4 E ICR  C. albicans Pneumopatias
6123496A M 0.1 E ICHC C. albicans Prematuridade
6123600D M 1.2 E ICR  C. parapsilosis Sem informacgao
6124608B M 0.4 E Outros C. parapsilosis Neoplasias de 6rgdos sélidos
6125456C M 0.1 8] ICHC C. parapsilosis Prematuridade
6125804D M 1.9 E ICR  C. parapsilosis Pneumopatias

"Continua"
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Anexo I - "Continuagao". Dados demograficos e de doenca de base dos pacientes com
candidemia no ano de 2006 no Hospital das Clinicas da FMUSP.

Paciente Sexo Idade Origem Instituto Resultado Doenca de base
6125826G M 0.4 E ICR  C. albicans Doencas genéticas
6126428E F 0.1 E ICR  C. parapsilosis Prematuridade
13746553K F 1.0 E ICHC C. albicans Transplantados de 6rgaos
13751287G M 419 U ICHC C. glabrata Hepatopatias
1375627C F 42.0 E ICHC C. albicans Autoimune
13759864G M 247 8] ICHC C. tropicalis Neoplasias onco-hematoldgicas
2128720A F 56.5 E ICHC C. glabrata Transplantados de 6rgaos
2234938K M 65.5 E INCOR C. albicans Cardiopatias
2512696H F 62.5 E 10T  C. pelliculosa Infecgdo de pele e anexos
2539869C M 68.5 E ICHC C. tropicalis Infecgdo de pele e anexos
2593139A M 50.6 E ICHC C. albicans Transplantados de 6rgéos
2674227B F 439 E ICHC C. albicans Autoimune
26996541 F 66.0 E INCOR C. tropicalis Cardiopatias
2753332]) M 87.2 E INCOR C. tropicalis Doengas vasculares
2777007E F 54.6 E ICHC C. albicans Pneumopatias
29132041 F 85.9 U ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
2967683H M 62.4 E ICHC C. albicans Transplantados de 6rgaos
3087938E F 54.7 E ICHC C. parapsilosis Neoplasias onco-hematoldgicas
3095996D M 67.8 E ICHC C. guilliermondii  Politrauma
3106380B M 243 E ICHC C. tropicalis Hepatopatias
3113837] F 67.1 E ICHC C. albicans Hepatopatias
3192311 F 86.3 8] ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgaos sélidos
32692391 M 429 E ICHC C. tropicalis Neoplasias de 6rgdos sélidos
3283254D F 429 E INCOR C. albicans Diabetes Mellitus
3283505F M 8.0 E ICHC C. albicans Doencas vasculares
3323706D M 58.3 8] ICHC C. albicans Tuberculose
3331393K M 52.9 E INCOR C. albicans Cardiopatias
3379456G M 46.9 U ICHC C. tropicalis HIV
3379456G M 47.0 U ICHC C. albicans HIV
3381205] F 55.9 E ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
4076039] M 58.1 8] ICHC C. parapsilosis Doengas vasculares
44111878] M 49.0 E ICHC C. tropicalis Neoplasias de 6rgdos sélidos
44112494H F 59.1 E IOT  C. albicans Politrauma
44114129D F 39.1 8] ICHC C. albicans Neoplasias onco-hematoldgicas
44115318F M 71.0 E I0T  C. albicans Politrauma
51626771 F 60.4 E INCOR C. parapsilosis Cardiopatias
5182390J M 13.0 E INCOR C. albicans Cardiopatias
5184313]) F 81.4 E INCOR C. tropicalis Infecgdo de pele e anexos
5197854K M 64.1 E ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgaos sélidos
5214368C M 49.3 E INCOR C. albicans Cardiopatias
5230410H M 58.8 E INCOR C. krusei Cardiopatias
5355853] M 64.5 E INCOR C. albicans Cardiopatias

"Continua"
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Anexo I - "Conclusao". Dados demogréficos e de doenga de base dos pacientes com
candidemia no ano de 2006 no Hospital das Clinicas da FMUSP.

Paciente = Sexo Idade Origem Instituto Resultado Doenca de base
553826411 M 73.6 E ICHC C. albicans Neoplasias onco-hematolégicas
6126500D M 0.0 8] ICHC C. albicans Prematuridade
6127741K M 0.1 E ICR  C. parapsilosis Sem informacao
6127786E F 0.1 E ICR  C. albicans Hepatopatias
6128291K F 0.1 U ICHC C. albicans Prematuridade
6128291K F 0.1 8] ICHC C. parapsilosis Prematuridade
6128313G F 0.1 U ICHC C. parapsilosis Prematuridade
61291071 M 0.1 E ICR  C. parapsilosis Prematuridade
6129436K M 0.1 A ICR  C. parapsilosis Prematuridade
70443711 F 28.4 8] ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos solidos
77075878C F 10.0 U ICHC C. albicans Neoplasias de 6rgdos sélidos
88500584G F 50.4 U ICHC C. glabrata Neoplasias de 6rgdos sélidos
89016194K M 0.3 E Outros C. parapsilosis Neoplasias de 6rgdos sélidos
89020687D M 3.8 E Outros  C. parapsilosis Neoplasias de 6rgdos sélidos
890274951 F 0.1 8] Outros C. albicans Prematuridade
89028415F M 0.1 U ICHC C. albicans Neuropatias
89029020H F 0.0 U ICHC C. parapsilosis Neuropatias

Nota: (ICHC) Instituto Central; (ICR) Instituto da Crianca (INCOR) Instituto do
Coracdo; (IOT) Instituto de Ortopedia. (Outros) Hospitais Sapopemba, Cotoxd, Suzano;
(A) Ambulatério; (E) Enfermaria; (UTI) Unidade de terapia intensiva; (F) feminino; (M)
Masculino.
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Anexo II - Resultados obtidos na re-identificacdo das cepas vidveis de Candida spp.
isoladas de hemoculturas no Hospital das Clinicas da FMUSP em 2006.

Resultado da Crescimento Identificacao

N.da . e o Tubo . Clamidésporo em

cepa |der;tr|‘fé|‘<’:izgao Germinativo crgnr:ong;g:*lc:co agar fuba {)ween 80 API 2%"8 AUX
1 C. albicans + Verde + C. albicans
2 C. albicans + Verde + C. albicans
3 C. albicans + Verde + C. albicans
4 C. glabrata _ Lilas _ C. glabrata
5 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
6 C. albicans + Verde + C. albicans
7 C. albicans + Verde + C. albicans
8 C. albicans + Verde + C. albicans
9 C. albicans + Verde + C. albicans
10 C. albicans + Verde + C. albicans
13 C. albicans + Verde + C. albicans
14 C. albicans + Verde + C. albicans
15 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
16 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
17 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
18 C. albicans + Verde + C. albicans
19 C. albicans + Verde + C. albicans
21 C. albicans + Verde + C. albicans
22 C. albicans + Verde + C. albicans
23 C. krusei _ Rosa aveludada C. krusei
24 C. parapsilosis Branca/Rosa _ C. parapsilosis
25 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
26 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
28 C. albicans + Verde + C. albicans
29 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
30 C. krusei _ Rosa aveludada _ C. krusei
32 C. albicans + Verde + C. albicans
33 C. albicans + Verde + C. albicans
34 C. albicans + Verde + C. albicans
36 C. albicans + Verde + C. albicans
38 C. albicans + Verde + C. albicans
39 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
40 C. parapsilosis Branca/Rosa C. parapsilosis
41 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
42 C. albicans + Verde + C. albicans
43 C. albicans + Verde + C. albicans
44 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
45 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
46 C. albicans + Verde + C. albicans
47 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis

"Contunua"
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Anexo II - "Continuag@o". Resultados obtidos na re-identificagdo das cepas vidveis de
Candida spp. isoladas de hemoculturas no Hospital das Clinicas da
FMUSP em 2006.

Resultado da

Crescimento

Identificacao

N.da . P Tubo : Clamidésporo em
cepa |dent|f|c_agao Germinativo em meio agar fuba tween 80 em
prévia cromogénico API 20C AUX
48 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
50 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
51 C. albicans + Verde + C. albicans
52 C. glabrata _ Lilas _ C. glabrata
53 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
54 C. albicans + Verde + C. albicans
55 C. glabrata _ Lilas _ C. glabrata
56 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
57 C. albicans + Verde + C. albicans
58 C. albicans + Verde + C. albicans
59 C. krusei _ Rosa aveludada _ C. krusei
61 C. pelliculosa _ Branca _ C. pelliculosa
63 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
64 C. albicans + Verde + C. albicans
66 C. albicans + Verde + C. albicans
67 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
69 C. albicans + Verde + C. albicans
70 C. albicans + Verde + C. albicans
71 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
72 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
73 C. albicans + Verde + C. albicans
74 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
75 C. albicans + Verde + C. albicans
76 C. albicans + Verde + C. albicans
77 C. albicans + Verde + C. albicans
78 C. albicans + Verde + C. albicans
79 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
80 C. glabrata Lilas C. glabrata
81 C. parapsilosis Branca/Rosa C. parapsilosis
82 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
83 C. albicans + Verde + C. albicans
84 C. albicans + Verde + C. albicans
85 C. albicans + Verde + C. albicans
86 C. albicans + Verde + C. albicans
87 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
88 C. albicans + Verde + C. albicans
89 C. albicans + Verde + C. albicans
90 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
91 C. albicans + Verde + C. albicans

"Contunua"
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Anexo II - "Conclusdo". Resultados obtidos na re-identificacdo das cepas vidveis de
Candida spp. isoladas de hemoculturas no Hospital das Clinicas da
FMUSP em 2006.

Resultado da

Crescimento Identificacao

N.da . P Tubo : Clamidésporo em
cepa |dent|f|c_agao Germinativo em meio agar fuba tween 80 em
prévia cromogénico API 20C AUX
92 C. albicans + Verde + C. albicans
94 C. albicans + Verde + C. albicans
95 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
97 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
104 C. albicans + Verde + C. albicans
105 C. albicans + Verde + C. albicans
110 C. albicans + Verde + C. albicans
111 C. albicans + Verde + C. albicans
113 C. albicans + Verde + C. albicans
116  C. guilliermondii Branca/Bege C. guilliermondii
117 C. tropicalis _ Azul _ C. tropicalis
118 C. albicans + Verde + C. albicans
119 C. albicans + Verde + C. albicans
124 C. albicans + Verde + C. albicans
128 C. tropicalis Azul C. tropicalis
130  C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
131 C. albicans + Verde + C. albicans
133 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
134 C. albicans + Verde + C. albicans
135 C. albicans + Verde + C. albicans
136 C. parapsilosis _ Branca/Rosa _ C. parapsilosis
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Anexo III - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura

através das metodologias Sensititre YeastOne® e Etest®, no Hospital das
Clinicas da FMSUP no ano de 2006.

Fluconazol Voriconazol Itraconazol Anfotericina Posaconazol Caspofungina
N. da Cepa MIC MIC MIC MIC MIC MIC
cepa (pg/mL) (ug/mL) (ng/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ug/mL)
Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro
1 C. albicans 1 0.25 0.032 0.008 0.032 0.032 0.064 0.5 0.008 0.016 0.064 0.032
2 C. albicans 0.125 0.25 0.016 0.008 0.016 0.016 0.125 1 0.008 0.016 0.125 0.064
3 C. albicans 025 0.5 0016 0.008 0.016 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.25 0.064
4 C. glabrata 256 64 4 2 32 16 1 1 32 8 1 0.25
5  C. parapsilosis 4 2 0.032 0.016 0.032 0.032 0.125 0.25 0.016 0.064 0.25 0.064
6  C. albicans 0.25 1 0.008 0.016 0.016 0.016 0.016 1 0.008 0.016 0.125 0.064
7  C. albicans 0.125 0.25 0.008 0.008 0.016 0.064 0.016 1 0.008 0.032 0.125 0.064
8 C. albicans 0.125 0.25 0.008 0.008 0.016 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.064 0.064
9 C. albicans 0.25 0.5 0.016 0.008 0.016 0.032 0.064 0.25 0.008 0.032 0.125 0.032
10 C. albicans 0.125 0.125 0.008 0.008 0.016 0.032 0.064 0.25 0.008 0.032 0.064 0.032
13 C. albicans 0.125 0.125 0.008 0.008 0.032 0.032 0.064 0.25 0.008 0.016 0.125 0.064
14 C. albicans 0.25 0.25 0.008 0.016 0.016 0.032 0.064 0.5 0.008 0.032 0.25 0.064
15 C. tropicalis 0.125 8 0.032 2 0.016 1 0.125 1 0.064 025 025 0.064
16 C. tropicalis 0.125 4 0.032 0.125 0.008 0.25 0.064 0.25 0.032 0.125 0.125 0.125
17 C. tropicalis 0.5 2 0.008 0.125 0.008 0.25 0.125 1 0.064 0.25 0.125 0.032
18 C. albicans 0.25 0.5 0.008 0.008 0.016 0.032 0.064 0.5 0.008 0.016 0.016 0.032
19 C. albicans 0.25 1 0.008 0.008 0.016 0.032 0.064 0.5 0.008 0.032 0.125 0.032
21 C. albicans 0.125 0.25 0.008 0.008 0.032 0.016 0.064 0.5 0.008 0.016 0.016 0.032
22 C. albicans 0.5 0.25 0.008 0.008 0.032 0.032 0.016 1 0.008 0.016 0.016 0.064
23 C. krusei 0.25 1 0.008 0.008 0.008 0.032 0.064 0.25 0.008 0.016 0.016 0.032
24 C. parapsilosis 2 8 0.032 0.125 0.125 0.25 0.125 0.5 0.25 0.25 4 1
25 C. tropicalis 025 0.5 0016 0.016 0.016 0.016 0.125 0.25 0.064 0.125 0.25 0.25
26 C. tropicalis 0.5 2 0.016 0.016 0.032 0.016 0.125 0.5 0.008 0.016 0.064 0.25
28 C. albicans 025 05 0016 0.008 025 025 0.125 1 0.008 0.016 0.125 0.064
29 C. tropicalis 0.125 0.5 0.016 0.008 0.008 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.064 0.064
30 C. krusei 0.125 128 0.008 0.032 0.016 0.5 0.25 1 0.25 1 0.064 0.25
32 C. albicans 0.25 1 0.008 0.125 0.008 0.032 0.25 1 0.064 025 0.032 0.064
33 C. albicans 2 0.5 0.064 0.016 0.5 0.25 0.125 0.5 0.064 0.032 0.125 0.032
34 C. albicans 025 0.5 0.016 0.008 0.008 0.032 0.064 0.5 0.008 0.016 0.25 0.125
36 C. albicans 0.125 0.125 0.008 0.008 0.008 0.032 0.064 0.5 0.008 0.032 0.064 0.064
38 C. albicans 0.125 0.5 0.008 0.008 0.008 0.032 0.064 0.5 0.008 0.016 0.032 0.064
39 C. parapsilosis 0.25 1 0.008 0.008 0.032 0.125 0.125 1 0.016 0.032 0.125 0.5
40 C. parapsilosis 0.125 0.125 0.008 0.008 0.008 0.008 0.032 0.032 0.016 0.016 0.064 0.032
41 C. parapsilosis 0.5 2 0.008 0.016 0.064 0.25 0.125 0.5 0.032 0.125 0.5 0.5
42 C. albicans 0.125 0.25 0.008 0.008 0.008 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.125 0.064
43 C. albicans 0.125 0.5 0.008 0.008 0.008 0.032 0.016 1 0.008 0.016 0.125 0.032
44  C. parapsilosis 2 4 0.032 0.125 0.064 025 0.125 1 0.032 0.125 0.5 0.5
45 C. tropicalis 1 4 0.016 0.064 0.016 1 0.064 0.5 0.25 1 0.064 0.016

"Contunua"
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Anexo III - "Continuag@o". Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas
de hemocultura através das metodologias Sensititre YeastOne® e Etest®,

no Hospital das Clinicas da FMSUP no ano de 2006.

N. da
cepa

46
47
48
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
61
63
64
66
67
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Cepa

C. albicans

C. parapsilosis
C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans

C. glabrata

C. parapsilosis
C. albicans

C. glabrata

C. parapsilosis
C. albicans

C. albicans

C. krusei

C. pelliculosa
C. parapsilosis
C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis
C. albicans

C. albicans

C. tropicalis
C. tropicalis
C. albicans

C. parapsilosis
C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis
C. glabrata

C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. albicans

C. parapsilosis

C. albicans

Fluconazol Voriconazol Itraconazol Anfotericina Posaconazol Caspofungina
MIC MIC MIC MIC MIC
(pg/ml)  (ugml)  (ug/ml)  (u@ml)  (ug/mpy “NCkgmD)
Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro
0.25 1 0.008 0.016 0.032 0.125 0.125 0.5 0.008 0.032 0.25 0.125
4 16  0.064 0.125 0.064 0.25 0.125 0.5 0.064 0.25 1 0.5
1 4 0.125 0.5 0.25 1 0.016 1 0.25 1 0.125 0.064
0.25 1 0.032 0.125 0.008 0.25 0.125 1 0.064 0.25 0.064 0.016
0.125 0.5 0.008 0.008 0.008 0.25 0.125 0.5 0.008 0.016 0.032 0.016
4 1 0.064 0.016 4 0.064 1 0.5 4 4 1 0.25
0.5 2 0.008 0.032 0.032 0.125 0.125 0.5 0.016 0.064 0.5 0.5
0.125 0.5 0.008 0.008 0.016 0.064 0.064 0.25 0.008 0.016 0.25 0.25
16 16 0.5 0.5 32 1 1 1 32 32 1 1
2 4 0.064 0.032 0.064 0.032 0.125 0.5 0.016 0.032 0.5 0.25
0.125 0.5 0.008 0.008 0.008 0.016 0.25 0.5 0.008 0.016 0.032 0.032
0.125 0.25 0.008 0.008 0.064 0.064 0.125 0.5 0.008 0.016 0.064 0.125
64 64 0.125 0.5 0.125 0.125 0.032 1 0.064 0.25 0.5 0.5
0.125 0.5 0.008 0.008 0.008 0.008 0.125 0.5 0.016 0.064 0.064 0.032
4 16  0.064 0.125 0.032 0.125 0.25 1 0.032 0.125 1 0.5
0.25 1 0.008 0.016 0.032 0.125 0.125 0.5 0.008 0.016 1 0.5
4 16 0.125 05 0.064 025 0.125 0.5 0.032 0.125 0.5 0.5
1 2 0.016 0.032 0.032 0.125 0.064 0.5 0.016 0.064 1 0.5
0.125 0.125 0.008 0.008 0.008 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.25 0.064
0.25 1 0.008 0.008 0.016 0.064 0.125 0.5 0.008 0.032 0.125 0.064
0.25 0.25 0.016 0.064 0.064 025 0.125 0.5 0.064 025 0.25 0.064
0.125 4 0.008 0.008 0.064 0.25 0.125 0.5 0.064 0.25 0.125 0.032
0.25 1 0.008 0.008 0.008 0.032 0.125 0.5 0.008 0.032 0.032 0.016
4 16 0.125 0.064 1 0.25 05 05 05 0.125 2 0.5
0.125 0.5 0.008 0.008 0.016 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.032 0.064
0.125 0.25 0.008 0.008 0.016 0.064 0.125 0.5 0.008 0.016 0.032 0.064
0.125 0.5 0.008 0.016 0.032 0.125 0.125 0.5 0.016 0.064 0.032 0.125
0.125 0.5 0.008 0.008 0.032 0.125 0.125 0.5 0.008 0.032 0.032 0.064
0.5 2 0.008 0.032 0.032 0.125 0.125 0.5 0.016 0.064 1 1
0.125 8 0.008 0.125 0.016 0.5 0.125 05 0.008 1 0.125 0.125
0.5 2 0.008 0.016 0.032 0.125 0.125 0.5 0.016 0.064 1 0.5
0.5 2 0.008 0.032 0.25 025 0.125 0.5 0.016 0.064 0.5 0.5
0.125 0.5 0.008 0.008 0.032 0.125 0.125 0.5 0.008 0.032 0.25 0.064
0.125 0.25 0.008 0.008 0.016 0.032 0.125 0.5 0.008 0.016 0.125 0.064
0.125 0.5 0.008 0.032 0.032 0.125 0.125 0.5 0.008 0.032 0.064 0.064
0.125 0.5 0.008 0.016 0.016 0.064 0.125 0.5 0.008 0.032 0.064 0.064
8 16 0.125 0.064 1 0.25 0.125 0.5 0.25 0.125 2 0.5
0.125 0.125 0.008 0.008 0.016 0.064 0.064 0.5 0.008 0.016 0.125 0.125

"Contunua"
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Anexo III - "Conclusao". Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de

hemocultura através das metodologias Sensititre YeastOne® e Etest®, no
Hospital das Clinicas da FMSUP no ano de 2006.

Fluconazol Voriconazol Itraconazol Anfotericina Posaconazol Caspofungina
N. da Cepa MIC MIC MIC MIC MIC MIC
cepa (pg/ml)  (ug/mL) ugmL)  (ugml)  (ug/ml)  (ug/mL)
Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro Etest Micro
89 C. albicans 0.125 0.5 0.008 0.008 0.032 0.125 0.125 0.5 0.008 0.032 0.032 0.032
90 C. parapsilosis 0.5 2 0.008 0.008 0.032 0.125 0.125 0.5 0.016 0.064 2 1
91 C. albicans 0.125 0.5 0.008 0.008 0.008 0.032 0.125 0.5 0.008 0.032 0.032 0.064
92 C. albicans 0.125 8 0.008 0.008 0.5 0.125 025 0.5 0.064 025 025 0.064
94 C. albicans 2 8 0.032 0.016 0.125 0.5 0.064 0.125 0.064 0.25 0.016 2
95 C. parapsilosis 0.5 2 0.008 0.008 0.016 1 0.125 0.5 0.016 0.064 0.5 0.5
97 C. tropicalis 1 4 0.032 0.125 1 0.25 1 0.5 0.25 1 0.25  0.064
104 C. parapsilosis 0.125 0.125 0.008 0.008 0.032 0.008 0.5 0.5 0.032 0.064 1 1
105 C. albicans 0.125 0.125 0.008 0.008 0.016 0.064 0.125 0.5 0.008 0.016 0.032 0.064
110 C. glabrata 0.125 0.5 0.016 0.008 0.064 0.125 0.25 0.5 0.016 0.032 0.25 0.064
111 C. albicans 0.5 0.5 0.008 0.008 0.125 0.064 025 0.5 0.016 0.032 1 0.032
113 C. albicans 0.5 025 0.008 0.008 0.064 0.032 0.125 0.5 0.016 0.016 0.25 0.064
116 C. guilliermod. 4 4 0.064 0.125 32 16 05 05 4 4 2 2
117 C. tropicalis 1 4 0.032 0.125 32 16 0.25 1 025 025 2 0.064
118 C. albicans 0.125 0.5 0.008 0.016 0.5 0.5 1 1 0.016 0.032 1 1
119 C. albicans 0.25 0.25 0.008 0.008 0.25 0.064 0.25 0.5 0.064 0.016 0.25 0.064
124 C. albicans 0.25 0.5 0.008 0.008 0.25 0.125 1 0.5 0.032 0.032 0.25 0.064
128 C. tropicalis 1 1 0.032 0.125 0.125 0.5 1 0.5 0.064 0.25 1 0.5
130 C. parapsilosis 0.5 1 0.016 0.008 0.008 0.25 0.5 0.5 0.032 0.064 4 0.032
131 C. albicans 0.25 0.25 0.008 0.008 0.064 0.064 0.5 0.5 0.016 0.032 025 0.064
133 C. parapsilosis 0.25 1 0.008 0.008 0.25 0.125 0.064 0.5 0.064 0.064 2 0.5
134 C. albicans 025 0.5 0.008 0.008 1 0.25 0.5 0.5 0.064 0.064 1 0.032
135 C. albicans 0.125 0.5 0.008 0.016 0.064 0.25 0.5 0.5 0.032 0.125 1 0.5
136 C. parapsilosis 025 0.5 0.016 0.008 0.5 0.25 0.125 0.25 0.064 0.032 2 1
Nota: (C. guillermond) C. guilliermondii; (Etest) Valores das concentragdes inibitérias

minimas pelo Etest® em pg/mL; (Micro) Valores das concentracdes inibitdrias
minimas pela microdilui¢ao Sensititre YeastOne® pg/mL.
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Anexo IV - Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de hemocultura
através da metodologia disco difusdao no Hospital das Clinicas da FMSUP

no ano de 2006.
Ndamero Fluconazol Voriconazol
cg:a Cepa Halo Cateqorizagéo dos Halo Categorizagéo dos
(mm) isolados (mm) isolados
1 C. albicans 29 S 23 S
2 C. albicans 40 S 43 S
3 C. albicans 30 S 36 S
4 C. glabrata 13 R 13 R
5 C. parapsilosis 30 S 28 S
6 C. albicans 33 S 35 S
7 C. albicans 40 S 39 S
8 C. albicans 40 S 39 S
9 C. albicans 34 S 36 S
10 C. albicans 38 S 42 S
13 C. albicans 33 S 26 S
14 C. albicans 32 S 37 S
15 C. tropicalis 24 S 21 S
16 C. tropicalis 31 S 30 S
17 C. tropicalis 25 S 24 S
18 C. albicans 39 S 35 S
19 C. albicans 31 S 28 S
21 C. albicans 27 S 40 S
22 C. albicans 26 S 26 S
23 C. krusei 32 S 36 S
24 C. parapsilosis 36 S 39 S
25 C. tropicalis 45 S 46 S
26 C. tropicalis 33 S 30 S
28 C. albicans 40 S 42 S
29 C. tropicalis 39 S 39 S
30 C. krusei 15 SDD 29 S
32 C. albicans 36 S 30 S
33 C. albicans 23 S 37 S
34 C. albicans 38 S 42 S
36 C. albicans 33 S 39 S
38 C. albicans 29 S 30 S
39 C. parapsilosis 38 S 40 S
40 C. parapsilosis 29 S 33 S
41 C. parapsilosis 38 S 40 S
42 C. albicans 36 S 36 S
43 C. albicans 39 S 39 S
44 C. parapsilosis 20 S 27 S
45 C. tropicalis 34 S 30 S

"Continua"
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Anexo IV - "Continuag@o". Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de
hemocultura através da metodologia disco difusdo no Hospital das Clinicas

da FMSUP no ano de 2006.
Numero Fluconazol Voriconazol
cg:a Cepa Halo Categorizagéo dos Halo Categorizagéo dos
(mm) isolados (mm) isolados

46 C. albicans 34 S 39 S
47 C. parapsilosis 18 SDD 22 S
48 C. tropicalis 29 S 30 S
50 C. tropicalis 29 S 21 S
51 C. albicans 35 S 35 S
52 C. glabrata 15 SDD 15 SDD
53 C. parapsilosis 34 S 42 S
54 C. albicans 15 SDD 36 S
55 C. glabrata 24 S 15 SDD
56 C. parapsilosis 35 S 28 S
57 C. albicans 30 S 38 S
58 C. albicans 14 R 30 S
59 C. krusei 45 S 21 S
61 C. pelliculosa 20 S 39 S
63 C. parapsilosis 25 S 22 S
64 C. albicans 20 S 28 S
66 C. albicans 29 S 23 S
67 C. parapsilosis 40 S 30 S
69 C. albicans 35 S 47 S
70 C. albicans 23 S 30 S
71 C. tropicalis 31 S 25 S
72 C. tropicalis 39 S 33 S
73 C. albicans 20 S 44 S
74 C. parapsilosis 37 S 25 S
75 C. albicans 35 S 40 S
76 C. albicans 35 S 35 S
77 C. albicans 30 S 35 S
78 C. albicans 35 S 35 S
79 C. parapsilosis 37 S 40 S
80 C. glabrata 40 S 40 S
81 C. parapsilosis 39 S 42 S
82 C. parapsilosis 37 S 38 S
83 C. albicans 46 S 48 S
84 C. albicans 45 S 49 S
85 C. albicans 44 S 40 S
86 C. albicans 18 SDD 48 S
87 C. parapsilosis 54 S 22 S
88 C. albicans 38 S 59 S

"Continua"
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Anexo IV - "Conclusdo". Perfil de suscetibilidade das espécies de Candida isoladas de
hemocultura através da metodologia disco difusdo no Hospital das Clinicas

da FMSUP no ano de 2006.

Numero Fluconazol Voriconazol

da Cepa Hal C R —
cepa alo ategorlzagao dos Halo Categorlzagao dos
(mm) isolados (mm) isolados

89 C. albicans 39 S 46 S
90 C. parapsilosis 45 S 44 S
91 C. albicans 23 S 48 S
92 C. albicans 27 S 25 S
94 C. albicans 29 S 29 S
95 C. parapsilosis 30 S 27 S
97 C. tropicalis 36 S 33 S
104 C. parapsilosis 30 S 40 S
105 C. albicans 35 S 33 S
110 C. glabrata 20 S 40 S
111 C. albicans 40 S 21 S
113 C. albicans 34 S 43 S
116 C. guilliermod. 25 S 37 S
117 C. tropicalis 30 S 33 S
118 C. albicans 30 S 32 S
119 C. albicans 29 S 30 S
124 C. albicans 29 S 30 S
128 C. tropicalis 30 S 36 S
130 C. parapsilosis 32 S 35 S
131 C. albicans 20 S 25 S
133 C. parapsilosis 33 S 38 S
134 C. albicans 17 SDD 20 S
135 C. albicans 31 S 33 S
136 C. parapsilosis 26 S 31 S

NOTA: (S) Sensivel (SDD) Sensivel dependente da dose; (R) Resistente.
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Anexo V- Resultados obtidos nos teste de controle de qualidade com cepas "Americam
Type Culture Collection" (ATCC) para as metodologias Sensititre YeastOne
®, Etest ® e Disco Difusdo.

Sensititre YeastOne ® Etest ® Disco difusao
Drogas e (MIC pg/mL) (MIC pg/mL) (halo mm)
ensaios ATCC ATCC ATCC
22019%* 6258+* 22019%* 6258+ 22019%* 6258+*
Ensaio 1
Anfotericina B 0.5 1 0.25 1 - -
FLuconazol 1 32 2 64 19 13
Itraconazol 0.125 0.125 0.25 0.125 - -
Voriconazol 0.016 0.064 0.016 0.064 21 20
Posaconazol 0.064 0.125 0.125 0.25 - -
Caspofungina 0.25 0.25 0.25 0.25 - -
Ensaio 2
Anfotericina B 0.25 1 0.5 1 - -
FLuconazol 2 8 4 16 20 11
Itraconazol 0.5 0.125 0.25 0.125 - -
Voriconazol 0.016 0.064 0.016 0.064 25 28
Posaconazol 0.064 0.125 0.25 0.5 - -
Caspofungina 0.25 0.125 0.25 0.125 - -
Ensaio 3
Anfotericina B 0.25 1 0.5 1 - -
FLuconazol 1 64 2 64 25 9
Itraconazol 0.25 0.25 0.125 0.25 - -
Voriconazol 0.032 0.125 0.032 0.125 29 32
Posaconazol 0.125 0.25 0.25 0.5 - -
Caspofungina 0.25 0.5 0.25 0.5 - -
Ensaio 4
Anfotericina B 0.5 0.5 0.5 0.5 - -
FLuconazol 0.5 32 2 64 23 6
Itraconazol 0.25 0.25 0.5 0.25 -
Voriconazol 0.064 0.25 0.064 0.25 28 30
Posaconazol 0.064 0.125 0.125 0.25 - -
Caspofungina 0.5 0.25 0.5 0.25 - -
Ensaio 5
Anfotericina B 0.5 1 0.5 1 - -
FLuconazol 0.5 64 1 64 25 10
Itraconazol 0.25 0.125 0.25 0.125 - -
Voriconazol 0.016 0.25 0.016 0.25 27 -
Posaconazol 0.125 0.125 0.25 0.5 -
Caspofungina 0.5 0.125 0.5 0.125 - -

Nota: * Cepa ATCC de C. parapsilosis; ** Cepa ATCC de C. krusei. Range dos MICS das drogas
segundo documento M27 A3 em leituras de 24 horas para C. parapsilosis ATCC 22019 Anfotericina B
0.25-2 ug/mL; Caspofungina 0.25-1 pug/mL; Fluconazol 0.5-4 pg/mL; Itraconazol 0.125-0.5 pg/mL;
Voriconazol 0.016-0.125 pg/mL; Posaconazol 0.064-0.25 ug/mL e C. krusei ATCC 6258 Anfotericina B
0.5-2 pg/mL; Caspofungina 0.125-1 pg/mL; Fluconazol 8-64 pg/mL; Itraconazol 0.125-1 pg/mL;
Voriconazol 0.064-0.5 pg/mL;.
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Anexo VI - Andlise dos resultados dos MIC da microdilui¢do Sensititre YeastOne ® (SYO®) versus

Etest ® através do r de Person e andlise da correlacédo entre categorias para Candida spp,
isoladas de hemoculturas no HC-FMUSP - 2006.

Drogas Acordo Coeficiente Regressao
Observado Esperado Kappa Equacao r
C. albicans (56)
Anfotericina B NA NA NA log2 (Etest®) = -3.21- 0.12 log2 (SYO®) 0.05
Caspofungina NA NA NA log2 (Etest®) = -1.45+0.46 log2 (SYO®) 0.38
Fluconazol 0.98 0.98 0.00 log2 (Etest®) = -1.83+0.42 log2 (SYO®) 0.52
Itraconazol 0.86 0.76 0.40 log2 (Etest®) = -1.58+0.85 log2 (SYO®) 0.63
Voriconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -4.1140.39 log2 (SYO®) 0.5
Posaconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -2.81+0.69 log2 (SYO®) 0.72
C. parapsilosis (21)
Anfotericina B NA NA NA log2 (Etest®) = -2.44+0.44 log2 (SYO®) 0.52
Caspofungina 0.90 0.90 0.00 log2 (Etest®) = -0.25+0.39 log2 (SYO®) 0.37
Fluconazol 0.81 0.81 0.00 log2 (Etest®) = -1.27+0.85 log2 (SYO®) 0.89
Itraconazol 0.57 0.47 0.20 log2 (Etest®) = -2.68+0.46 log2 (SYO®) 0.33
Voriconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -2.23+0.66 log2 (SYO®) 0.70
Posaconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -1.41+40.92 log2 (SYO®) 0.58
C. tropicalis (14)
Anfotericina B NA NA NA log2 (Etest®) = 3.03+0.23 log2 (SYO®) -0.11
Caspofungina NA NA NA log2 (Etest®) = -0.82+0.44 log2 (SYO®) 0.42
Fluconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -1.58+0.16 log2 (SYO®) 0.18
Itraconazol 0.29 0.24 0.05 log2 (Etest®) = -2.69+0.81 log2 (SYO®) 0.62
Voriconazol 0.93 0.93 0.00 log2 (Etest®) = -4.38+0.29 log2 (SYO®) 0.64
Posaconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -2.01+0.83 log2 (SYO®) 0.94
C. glabrata (4)
Anfotericina B NA NA NA log2 (Etest®) = 0.00+1.50 log2 (SYO®) 0.58
Caspofungina NA NA NA log2 (Etest®) = 0.63+0.79 log2 (SYO®) 0.66
Fluconazol 3.80 1.00 1.00 log2 (Etest®) = -0.59+1.03 log2 (SYO®) 0.56
Itraconazol 0.80 0.38 0.60 log2 (Etest®) = 1.65+0.60 log2 (SYO®) 0.38
Voriconazol 0.75 0.56 0.43 log2 (Etest®) = -0.34+0.95 log2 (SYO®) 0.78
Posaconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -4.78+2.42 log2 (SYO®) 0.89
C. krusei (2)
Anfotericina B NA NA NA log2 (Etest®) = -0.00+1.50 log2 (SYO®) -
Caspofungina NA NA NA log2 (Etest®) = 1.97+2.97 log2 (SYO®) 1.00
Fluconazol 0.50 0.50 0.00 log2 (Etest®) = 60.0- 9.00 log2 (SYO®) -1.00
Itraconazol 0.50 0.50 0.00 log2 (Etest®) = -0.00+1.00 log2 (SYO®) 1.00
Voriconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -2.25+0.75 log2 (SYO®) 1.00
Posaconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -2.00+0.98 log2 (SYO®) 1.00
Outras (3)
Anfotericina B NA NA NA log2 (Etest®) = -0.03+1.97 log2 (SYO®) 0.75
Caspofungina NA NA NA log2 (Etest®) = 0.00+1.00 log2 (SYO®) 0.96
Fluconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -1.57+1.71 log2 (SYO®) 0.99
Itraconazol 1.00 1.00 0.00 log2 (Etest®) = 0.01+1.17 log2 (SYO®) 0.99
Voriconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -1.1740.76 log2 (SYO®) 1.00

Posaconazol NA NA NA log2 (Etest®) = -0.54+1.17 log2 (SYO®) 0.99




106

Anexo VII - Andlise de regressdo linear obtida através dos resultados de MIC da
microdiluicdo Sensititre YeastOne ® e Etest versus halos do disco
difusdo e andlise da correlagdo entre categorias (S; SDD; R) para
Candida spp, fluconazol e voriconazol, isoladas em hemoculturas no
HC-FMUSP - 2006.

Kappa Regressao linear
Obs  Esp Coef Equacio r

Espécies (n)

Fluconazol
C. albicans (56) NA NA NA Disco = 31,55-1,87 log2 (Microdilui¢do®) -0,36

0,98 0,98 0,00 Disco = 26,43-3,15 log2 (Etest®) -0,49

C parapsilosis o, 090 075 0.60  Disco = 32.86-2.18 log2 (Microdiluigao®) -0.51
- parap 090 0,90 0,00 Disco = 29,53-2,99 log?2 (Etest®) 0,67

. NA NA NA  Disco=31,96-1,11 log2 (Microdiluigio®) -0,29

: lis (14

C. tropicalis (14) NA NA NA Disco = 30,37-0,39 log2 (Etest®) 0,09

C. glabrata (4) 0,31 0,75 0,64 Disco =21,91-0,59 log2 (Microdilui¢ao®) -0,13

0,31 0,75 0,64 Disco = 26,00-2,18 log2 (Etest®) -0,88

C. krusei (2) 0,50 0,50 0,00 Disco = 8,00+1,00 log2 (Microdiluicio®) 1,00
) 0,50 0,50 0,00 Disco = 14,67-0,11 log2 (Etest®) -1,00
Outras (3) NA NA NA Disco = 36,00-6,21 log2 (Microdilui¢io®) -0,94
NA NA NA Disco = 30,64-3,36 log2 (Etest®) -0,88

Voriconazol
C. albicans (56) NA NA NA Disco = 24,43-1,76 log2 (Microdilui¢ao®) -0,23

NA NA NA Disco = 23,08-1,93 log2 (Etest®) -0,19

C parapsitosis @1y NA NA - NA - Disco =20,64-2.33 log2 (Microdiluigio®) 0,48

- parap NA NA NA Disco = 09,58-4,09 log2 (Etest®) 0,80
. 093 093 000 Disco=2394-1,85 log2 (Microdiluicio®) -0,60
C. tropicalis (14) NA NA NA Disco = 27,31-0,64 log2 (Etest) 0,09
0,50 025 033  Disco= 18,60-0,96 log2 (Microdiluicio®) -0,22
C. glabrata (4) 0,50 025 0,33 Disco = 14,01-2,71 log2 (Etest) 20,81
C. krusei (2) NA NA NA Disco =18,98+2,02 log2 (Microdiluicao®) -1,00

) NA NA NA Disco = 14,95-2,02 log2 (Etest®) -1,00
NA NA NA Disco = 36,62-0,13 log2 (Microdilui¢ao®) -0,19

Outras (3) NA NA NA Disco = 30,34-0,17 log2 (Etest®) -0,19
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