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RESUMO

Ramos RTB. Estudo sentinela: monitoramento da colonizacdo fungica de mucosa oral em
criancas internadas em Hospital Pablico, S&o Paulo [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2023 Verséo Corrigida.

Foram coletadas leveduras da mucosa oral de 80 pacientes de 0 a 17 anos, internados no
Hospital Infantil Darcy Vargas. Ao todo foram feitas 167 coletas, e destas, 43 amostras
foram positivas para leveduras. Das 43 amostras positivas, 5 apresentaram 2 espécies ou
géneros diferentes na mesma amostra da mucosa oral, perfazendo entdo 48 cepas. As
leveduras foram identificadas por método tradicional, Chromagar (diagnostico presuntivo)
e Maldi-Tof. As amostras foram avaliadas quanto a producdo de proteinase e sensibilidade
aos antifungicos pela técnica de microdiluicdo em caldo segundo método de EUCAST. Dos
80 pacientes, 26 (32,5%) apresentaram amostras positivas para fungos leveduriformes. A
levedura mais isolada da mucosa oral foi Candida albicans “sensu stricto” (Ss) com 72,92%
(35/48), seguida de Candida parapsilosis “sensu stricto” (ss) com 14,6% (7/48), Candida
dubliniensis com 4,16% (2/48) e Candida glabrata “sensu stricto” (ss), Candida tropicalis,
Candida fabianii, e Kodamaea ohmeri com 2,08% (1/48) cada. A atividade enzimatica para
proteinase, foi produzida em 96% (46/48) das cepas estudadas. A maioria das amostras
apresentaram reacdo fortemente positiva para proteinase (indice 3) com 70,8% (34/48), 25%
(12/48) apresentaram reacdo positiva para proteinase (indice 2) e apenas 4,2% (2/48)
apresentaram auséncia de atividade enzimatica (indice 1). De todas as amostras de Candida
albicans ss, 25,7% (9/35) produziram atividade positiva para proteinase (indice 2), 68,6%
(24/35) produziram atividade fortemente positiva e 5,7% (2/35) apresentaram auséncia de
atividade para proteinase (indice 1). Com relagdo aos isolados de C. parapsilosis ss, 85,7%
(6/7) apresentaram atividade fortemente positiva (indice 3) e 14,3% (1/7) atividade positiva
(indice 2). As 2 amostras de C. dubliniensis, C. glabrata ss e C. tropicalis apresentaram
atividade fortemente positiva (indice 3), ja as amostras de C. fabianii e K. ohmeri
apresentaram reacao positiva (indice 2). Um paciente, apresentou candidemia por C.
parapsilosis ss isolada do sangue e cateter. Essas amostras apresentaram atividade
enzimatica fortemente positiva para proteinase (indice 3). Ja o outro paciente, apresentou

candidemia por C. parapsilosis ss isolada do sangue e da mucosa oral e apresentou atividade



enzimatica fortemente positiva para proteinase (indice 3). Com relacdo a
sensibilidade/resisténcia aos antifungicos, pode-se observar que, dentre as cepas estudadas,
destacam-se: C. albicans ss: 6(R) AMB, 5(R) VCZ e 2(R) FCZ; uma das cepas apresentou
resisténcia cruzada (VCZ e FCZ) e outra foi multirresistente, apresentou resisténcia aos 3
antifangicos (AMB, VCZ e FCZ). Duas cepas de C. parapsilosis ss apresentaram resisténcia
a AMB. A cepa de C. tropicalis apresentou resisténcia cruzada (VCZ e FCZ). Em concluséo,
a tecnica tradicional e Maldi-Tof, para a identificacdo de leveduras, demonstraram
concordancia de resultados de 91,5%. A atividade enzimatica para proteinase, foi produzida
em 96% (46/48) das cepas estudadas. Pelos resultados obtidos pode-se observar ainda a
presenca e colonizacdo de leveduras na mucosa oral deste grupo de criangas internadas em
Hospital Publico, S.P., e na grande maioria com cancer. C. albicans ss foi a espécie mais
frequente, destacando-se ainda o isolamento de C. fabianii e K. ohmeri, espécies raras em

material clinico e surgindo, cada vez mais, como patdgenos oportunistas.

Palavras-chave: candidemia, criancas hospitalizadas, mucosa oral, candidiase oral,

colonizagdo oral.



ABSTRACT

Ramos RTB. Sentinel study: monitoring of fungal colonization of the oral mucosa in children
admitted to a Public Hospital, Sdo Paulo [thesis]. Sdo Paulo: University of Sdo Paulo, School
of Dentistry; 2023. Corrected Version

Yeasts were collected from the oral mucosa of 80 patients aged 0 to 17 years old admitted to
Hospital Infantil Darcy Vargas. In all, 167 samples were collected, and of these, 43 samples
were positive for yeast. Of the 43 positive samples, 5 showed 2 different species or genera in
the same sample of the oral mucosa, totaling 48 strains. Yeasts were identified by the traditional
method, Chromagar (presumptive diagnosis) and Maldi-Tof. The samples were evaluated for
proteinase production and sensitivity to antifungal agents by the broth microdilution technique
according to the EUCAST method. Of the 80 patients, 26 (32.5%) had positive samples for
yeast fungi. The most isolated yeast from the oral mucosa was Candida albicans “sensu stricto”
(ss) with 72.92% (35/48), followed by Candida parapsilosis “sensu stricto” (ss) with 14.6%
(7/48), Candida dubliniensis with 4.16% (2/48) and Candida glabrata “sensu stricto” (SS),
Candida tropicalis, Candida fabianii, and Kodamaea ohmeri with 2.08% (1/48) each. The
enzymatic activity for proteinase was produced in 96% (46/48) of the studied strains. Most
samples showed a strongly positive reaction for proteinase (index 3) with 70.8% (34/48), 25%
(12/48) showed a positive reaction for proteinase (index 2) and only 4.2% (2/ 48) showed
absence of enzymatic activity (index 1). Of all C. albicans ss samples, 25.7% (9/35) produced
positive activity for proteinase (index 2), 68.6% (24/35) produced strongly positive activity and
5.7% (2/35) showed absence of activity for proteinase (index 1). Regarding the C. parapsilosis
ss isolates, 85.7% (6/7) showed strong positive activity (index 3) and 14.3% (1/7) positive
activity (index 2). The 2 samples of C. dubliniensis, C. glabrata ss and C. tropicalis showed
strong positive activity (index 3), whereas the samples of C. fabianii and K. ohmeri showed a
positive reaction (index 2). One patient presented candidemia due to C. parapsilosis ss isolated
from blood and catheter. These samples showed strongly positive enzyme activity for
proteinase (index 3). The other patient, on the other hand, had candidemia caused by C.
parapsilosis ss isolated from the blood and oral mucosa and had a strongly positive enzyme
activity for proteinase (index 3). Regarding sensitivity/resistance to antifungal agents, it can be

observed that, among the strains studied, the following stand out: C. albicans ss: 6(R) AMB,



5(R) VCZ and 2(R) FCZ; one of the strains showed cross-resistance (VCZ and FCZ) and
another was multidrug resistant, showing resistance to 3 antifungal agents (AMB, VCZ and
FCZ). Two strains of C. parapsilosis ss showed resistance to AMB. C. tropicalis strain showed
cross-resistance (VCZ and FCZ). In conclusion, the traditional technique and Maldi-Tof, for
the identification of yeasts, showed a concordance of results of 91.5%. The enzymatic activity
for proteinase was produced in 96% (46/48) of the studied strains. From the results obtained,
the presence and colonization of yeasts in the oral mucosa of this group of children admitted to
Public Hospital, S.P., and the vast majority with cancer, can be observed. C. albicans ss was
the most frequent species, with emphasis on the isolation of C. fabianii and K. ohmeri, rare

species in clinical material and increasingly emerging as opportunistic pathogens.

Keywords: candidemia, hospitalized children, oral mucosa, oral candidiasis, oral colonization.
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1 INTRODUCAO

Os fungos tém emergido, nas ultimas décadas, como um dos principais agentes
causadores de doengas em humanos, principalmente, em pacientes imunocomprometidos e
internados em unidades de satde. Um estudo nos Estados Unidos da América, demonstrou que
entre 0s anos de 1979 e 2000, houve um aumento anual de 207% da epidemiologia de

septicemia provocada por fungos (Paula et al., 2007; Matta et al., 2017).

Pelo menos 8% dos pacientes que ingressam nos hospitais adquirem infeccédo hospitalar
fangica (IHF). Consequentemente, o tempo de permanéncia dos pacientes nos hospitais é
ampliado, gerando mais custos no tratamento e favorecendo a maior utilizagdo nos leitos

hospitalares publicos, além de interromper a vida produtiva do individuo (Yamamoto, 2010).

A infeccdo hospitalar fingica nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) em neonatais,
pode variar de 2 a 109% com mortalidade de até 60 % dependendo do patgeno e do estado geral
do neonato (Paula, et al., 2007). Entre os recém-nascidos (RN) com peso ao nascer < 1000g, 4
a 8% desenvolverdo candidemia e a mortalidade pode chegar a 30%. Em recém-nascidos que
sobrevivem, frequentemente, tém deficiéncia neuroldgica e imunolédgica de longo prazo,
incluindo paralisia cerebral, cegueira, deficiéncia auditiva, “déficits” cognitivos, e leucomaléacia

periventricular (Caggiano et al., 2017; De Rose et al., 2021).

A origem da IHF pode ser enddogena ou exogena. Enddgena se refere aos
microrganismos da propria biota do paciente com proliferacdo ou mudanca do sitio da levedura,
induzidas por fatores predisponentes do hospedeiro ou do fungo. Ja a exdgena, se refere a
fungos que chegam ao paciente a partir de fontes externas, tais como, as maos dos agentes de
salde, dispositivos utilizados pelos pacientes graves como cateteres, sondas e também sistemas

de climatizacao hospitalar (Paula et al., 2007; Yamamoto, 2010).

As infec¢Ges nosocomiais fungicas podem ser ocasionadas por leveduras ou fungos
filamentosos. Entre os fungos filamentosos, os géneros Aspergillus e Fusarium sdo 0s mais
prevalentes. Entre as leveduras, as espécies do género Candida é o patdgeno que tem grande
destaqgue em infeccdo nosocomial, principalmente em pacientes imunocomprometidos,
incluindo os pacientes submetidos a terapias imunossupressoras, em tratamento de cancer,
transplantados, com AIDS, pacientes que sofreram tratamentos prolongados com

antibacterianos ou intervencdes médicas invasivas (Arnoni et al., 2018).
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Entre os patdgenos responsaveis pelas infecgdes da corrente sanguinea, 0 género
Candida representa o terceiro / quarto patdgeno e sua epidemiologia tem sido bem estudada
nos Estados Unidos e Europa, mas ndo na América Latina. No Brasil, as taxas de incidéncia
sdo fragmentadas ao considerar dados de todas as regifes do pais (Oliveira et al., 2014;
Rodriguez et al., 2018).

A epidemiologia da candidemia varia geograficamente (Caggiano et al., 2017; Matta et
al., 2017; Piqueras et al., 2020). Apesar de Candida albicans ainda ser a principal causa de
candidemia, nos ultimos anos, se observou um aumento significativo do nimero de infeccdes
causadas por Candida ndo-albicans em vérias partes do mundo (Caggiano et al., 2017; Matta
etal., 2017). Alguns estudos relataram que 40 a 50% destas infec¢Bes sdo causadas por espécies
de Candida ndo-albicans (Ruiz et al., 2005; Paula et al., 2007; Garcia-Rodriguez et al., 2013).

C. albicans ainda é a levedura mais frequentemente isolada da corrente sanguinea.
Devido a sua resisténcia inata ou adquirida a agentes antifungicos, as infec¢fes invasivas
causadas por espécies de Candida ndo-albicans sdo mais dificeis de serem tratadas. Portanto, a
administracdo do tratamento deve ser baseada na identificacdo em nivel de espécie. A segunda
levedura mais isolada da corrente sanguinea de individuos diagnosticados com candidemia nos
ultimos dez anos é: Candida parapsilosis “sensu stricto”, que também é de grande interesse
médico. (Oliveira, et al., 2014; Rodriguez et al., 2018).

Segundo Guo et al. (2021), C. parapsilosis se tornou a segunda espécie de Candida ndo-
albicans mais prevalente que causa infeccGes invasivas em todo o mundo, variando de 24,3%
na América Latina a 12,9% na Asia. C. parapsilosis é considerada uma das principais causas
de infeccOes relacionadas a cateteres e pode formar biofilmes em cateteres venosos centrais
(CVCs) e outros implantes médicos. O complexo Candida parapsilosis apresenta 3 espécies

cripticas: C. parapsilosis, C. metapsilosis e C. orthopsilosis.

Devido as altas taxas de morbidade e mortalidade, a candidemia € uma preocupagédo
importante na medicina relacionada a saude publica. A taxa de mortalidade em criancas é de
30% e em adultos é de 50% (Oliveira et al., 2014). Em ambas as idades, os fatores de risco para
aquisicdo dessa infeccdo sdo semelhantes como: a internacdo prolongada em Unidade de
Terapia Intensiva, infeccdo bacteriana prévia, uso de cateter venoso central, nutri¢cdo parenteral
e imunossupressdo. Os recém-nascidos apresentam como principais fatores de risco:
prematuridade e imaturidade do sistema imunoldgico, barreiras fisicas enfraquecidas,

colonizacdo, exposicdo a fatores ambientais, cateter venoso central ou tubo endotraqueal, por
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tempo prolongado, bloqueadores H2, antibioticos e corticosteroides, por tempo prolongado,
nutricdo parenteral, tempo prolongado de hospitalizacao, cirurgia recente, dialise, hipertensdo
materna, restricdo do crescimento intrauterino, asfixia, infeccao hospitalar e idade gestacional

avancada (Tinoco-Araujo et al., 2013; Caggiano et al., 2017).

Os fungos fazem parte da microbiota residente, colonizando de 10 a 60% dos RN
prematuros. Até o fim da primeira semana de internagdo, cerca de 50% desses pacientes sdo
colonizados por Candida spp. Em diversos estudos sobre infec¢des fangicas, as leveduras do
género Candida sdo as mais comuns, sendo C. albicans a espécie mais frequente, responsavel
por 75% dos casos de infec¢des fungicas oportunistas, seguida por Candida glabrata, Candida

krusei, Candida tropicalis e C. parapsilosis (Tinoco-Araujo et al., 2013; Batista et al., 2014).

A frequéncia de colonizacdo é inversamente proporcional & idade gestacional e ao peso
ao nascer do RN. Bebés prematuros sdo os mais afetados, apresentando infec¢des invasivas

apos a colonizacdo (De Rose et al., 2021).

Na area de neonatologia, a candidiase invasiva representa um grande impacto. Acomete
de 2% a 20% dos RN prematuros, representando 10% dos casos de sepse em RN com baixo
peso (<1.5009) e representa a segunda maior causa de mortalidade relacionada a infecgdes
oportunistas em RN prematuros, com extremo baixo peso (<1.000g). Em RN prematuros, a
mortalidade decorrente da candidiase invasiva é elevada, variando entre 20% a 50% (Tinoco-
Araujo et al., 2013; Batista et al., 2014).

Enguanto ha muitos estudos epidemioldgicos relativos a populagdo adulta, mostrando a
distribuicdo das espécies, suscetibilidade antifungica e fatores de risco, a candidemia na
populacédo pediatrica ainda é pouco estudada. Alguns estudos, feitos em hospitais de diferentes
regides geograficas, relatam que as espécies mais frequentes que causam infecgdes da corrente
sanguinea em pacientes pediatricos sdo: C. albicans e C. parapsilosis “sensu stricto”. Em
adultos, as espécies isoladas mais frequentes sdo C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.

parapsilosis, e C. krusei (Oliveira et al., 2014).






35

2 REVISAO DA LITERATURA

No Brasil, as espécies mais comumente isoladas em pacientes pediatricos sdo C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Em adultos, as espécies mais comuns s&o as mesmas
gue em pacientes pediatricos, exceto pela espécie C. tropicalis, que é a segunda mais frequente
em adultos. O alto isolamento de C. parapsilosis em pacientes pediatricos pode ser explicado
pelo fato desta espécie estar relacionada a prematuridade, presenca de cateteres venosos centrais
e uso de nutricdo parenteral total. Diferencas anatdmicas e fisioldgicas entre pacientes
pediatricos e adultos, alteram a suscetibilidade a infecces causadas por diferentes espécies de
Candida, o que influencia a abordagem do tratamento antifingico, incluindo questdes

relacionadas a toxicidade das drogas, farmacocinética e dosagens (Oliveira et al., 2014).

Khouri et al. (2016), no periodo de um ano, isolaram e identificaram 100 amostras de
Candida de 67 pacientes, as quais 74% foram caracterizadas como colonizagdo e 26% como
infeccdo nosocomial. C. albicans foi a mais prevalente (40%), seguida de C. tropicalis (25%),
C. parapsilosis (21%), C. glabrata (9%), C. rugosa (2%), C. novergensis (1%), C. krusei (1%)
e C. guilliermondii (1%). As espécies de Candida ndo-albicans representaram 71,4% dos casos
de colonizacédo e 52,1% de infeccdo. C. albicans foi a espécie mais comum encontrada nas
secrecOes e no sangue. C. parapsilosis foi a espécie mais isolada de cateter venoso, enquanto
C. tropicalis e C. glabrata foram as espécies mais isoladas de sondas abdominais. A maioria
das amostras mostrou alta susceptibilidade aos agentes antifingicos.

Segundo Caggiano et al. (2017), em um levantamento bibliografico de 2000-2015, total
de 45 artigos, concluiram que a espécie C. albicans foi a mais dominante na Europa variando
entre 47% e 100% e na América do Norte e América do Sul variando entre 40 a 69,2%. As
espécies de Candida ndo-albicans foram predominantes na Asia variando entre 25 e 92% com
média de 75%. Na Australia, a proporcéo de C. albicans e Candida ndo-albicans foi distribuida

igualmente.

Em Pequim, de 2010 a 2019, as espécies de Candida ndo-albicans mais identificadas

foram C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata (Guo et al., 2021).

Matta et al. (2017), se basearam em 40 artigos documentando episddios de candidemia
em centros médicos da América Latina e Caribe. As espécies mais comumente encontradas em

todos os paises causando candidemia foram C. albicans, C. parapsilosis “sensu stricto”, C.
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tropicalis, e C. glabrata. C. albicans foi a principal causa de candidemia em 32 de 40 estudos
que exibem taxas de prevaléncia variando entre 18,8% e 66%. Concluiram que a candidemia é
causada principalmente por C. albicans, seguida de C. parapsilosis e C. tropicalis. Na
Argentina, Brasil e Colombia foi observado uma tendéncia para o aumento na frequéncia de
candidemia causada por C. glabrata.

Segundo estudo de Oliveira et al. (2014), a frequéncia de leveduras do género Candida
isoladas de sangue de 104 pacientes pediatricos internados em hospital publico de S&o Paulo,
no periodo de 2007 a 2010, demonstraram que as espécies de Candida identificadas por meio
fenotipico e genotipico, foram: 37,5% de C. albicans, 24,03% de C. tropicalis, 22,1% de C.
parapsilosis, 5,8% de Pichia anomala, 4,8% de C. guilliermondii, 2,8% de C. krusei, 1,9% de
C. glabrata e 0,96% de C. pararugosa. Revelando assim um aumento das espécies de Candida

ndo-albicans, ao longo dos anos, principalmente em 2009 e 2010.

Piqueras et al. (2020), fizeram um estudo retrospectivo da candidemia em criancas de 0
a 14 anos em um hospital terciario no periodo de 2011 a 2018. Foram diagnosticados 68
episodios de candidemia em 62 criangas, 48% ocorreram na UTIN (Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal, 31% na UTIP (Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica) e 21% nas
enfermarias de pediatria. C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada UTIN (53%), e
C. parapsilosis predominou entre os pacientes da UTIP (59%) e enfermarias pediatricas (50%).
Um terco dos lactentes de UTIN apresentou candidiase invasiva, a maioria deles com peso
extremamente baixo ao nascer (35%). A mortalidade ocorreu principalmente em pacientes de

UTIN (26%), predominou em bebés de extremo baixo peso e ndo mudou ao longo do tempo.

Warris et al. (2020), realizaram um estudo europeu multicéntrico retrospectivo da
epidemiologia ¢ desfecho da candidemia neonatal e pediatrica (< 18 anos) diagnosticadas de
2005 a 2015. Foram relatados 1.395 episddios de candidemia (57,8% do sexo masculino) em
23 hospitais de 10 paises europeus. Dos 1395 episddios, 36,4% ocorreram em RN (< 44
semanas pés-menstrual), 13,8% em bebés (> 44 semanas pds- menstrual a 1 ano) e 49,8% em
criangas e adolescentes. As espécies predominantes foram C. albicans (52,5%) e C.
parapsilosis (28%), seguidas de C. tropicalis (4,4%), C. glabrata (3,5%) e C. krusei (2,2%).
Observou-se maior proporcdo de candidemia causada por C. albicans entre os pacientes
neonatais (60,2%) e com maiores taxas de C. parapsilosis observada entre os bebés (42%). As

criangas internadas em enfermarias de hematologia-oncologia apresentaram as maiores taxas
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de espécies Candida ndo-albicans. (Obs: Idade p6s menstrual = idade gestacional somada a

idade cronoldgica do bebé)

Diaz et al. (2020), realizaram uma reviséo descritiva de cepas de Candida dubliniensis
isoladas em 2018 e 2019 em uma grande instituicdo pediatrica terciaria em Columbus, Ohio.
No periodo de 18 meses, C. dubliniensis foi identificada em 48 pacientes com 67 amostras
positivas para leveduras, sendo 44 de escarro (66%), 11 de fluido de lavagem broncoalveloar
(16%), 4 de sangue (6%), 3 de feridas (4%), 2 de secrecBes esofagicas (3%), 2 de fluidos
peritoneais (3%) e 1 de secre¢do vaginal (1%). Desses 48 pacientes, 8 pacientes (17%)
apresentaram infec¢@es invasivas (3 com pneumonia, 2 com esofagite, 1 com peritonite, 1 com
candidemia relacionada ao cateter e 1 com candidiase disseminada) e receberam terapia

antifungica. Os 40 pacientes restantes (83%) foram considerados colonizados.

Segundo Arastehfar et al. (2019), Candida fabianii (Cyberlindnera fabianii) é uma
espécie rara de levedura patogénica, que possui capacidade de causar septicemia, biofilme e
apresenta resisténcia a fluconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B. Além disso, 0
tratamento profilatico de infec¢do causada por C. fabianii pode levar ao resultado em falha de
tratamento de 50% dos pacientes e pode causar septicemia fatal. Essa espécie, quando avaliada
bioquimicamente, tem sido erroneamente identificada como Cyberlindnera jadinii (C. utilis) e

Wickerhamomyces anomalus (C. pelliculosa), segundo os autores citados acima.

Kaur et al. (2020), verificaram no ano de 2014 (de janeiro a dezembro) 316 casos de
candidemia em um hospital pablico do norte da india. Destes, 58,8% dos pacientes eram
menores de 18 anos de idade e 41,2% de adultos. Entre o grupo pediatrico, 74,7% eram
neonatos. Na populacdo pediatrica (n=186), foram isolados: C.krusei (44%), C.tropicalis
(19,4%), C.pelliculosa (14,5%),C.albicans (8,6%), C.parapsilosis (4,3%), C.guilliermondii
(2,2%), K. ohmeri (1,6%), C.ortopsilosis (1%), Trichosporon asahii (1%), Cyberlindnera
jadinii (1%), C.auris (0,5%), Lodderomyces elongisporus (0,5%), C.fabianii (0,5%) e
C.glabrata (0,5%).

Segundo Zhou et al. (2021), Kodamaea ohmeri, anteriormente conhecido como Pichia
ohmeri, tem sido considerado como um patégeno humano emergente nas ultimas décadas, e
tem causado varios tipos de infec¢bes com alta mortalidade. Pode causar infecgdes invasivas e
néo invasivas. Este estudo revisou sistematicamente todos os casos publicados de infeccao por
K. ohmeri, visando um melhor entendimento as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas do

organismo. Nesse estudo, os autores verificaram que houveram surtos nosocomiais de K.
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ohmeri na pediatria (UTI). Tem sido relatados mortalidade significativamente alta de 50% em

casos de infeccdes invasivas.

O diagndstico da candidemia representa um desafio para a equipe médica, pois, 0s sinais
e sintomas ndo sdo especificos. A candidiase invasiva pode se manifestar como um quadro de
sepse, que pode ser confundida com a sepse de origem bacteriana, dificultando a escolha do
tratamento medicamentoso correto (Consolo, 2012). Além disso, em RN, principalmente nos
prematuros, a quantidade de sangue que se consegue coletar € pequena e muitas vezes as
hemoculturas podem dar resultado negativo em um grande numero de pacientes com sepse
fangica. Até 50% dos bebés com liquido cefalorraquidiano (LCR) positivo para C. albicans ou
C. parapsilosis podem ter hemoculturas negativas em sete dias. 1sso explica a complexidade do
diagnostico de infeccOes invasivas por leveduras do género Candida, no RN, e a necessidade

de uma terapia imediata, no momento da suspeita diagnostica (De Rose et al., 2021).

A boca é considerada uma porta de entrada para infeccdes flngicas oportunistas e, a
candidiase bucal, uma possivel fonte priméria para a coloniza¢do da mucosa gastrintestinal e
disseminacdo sistémica da infeccdo por meio dos capilares mesentéricos. Desse modo, deve-se
compreender as alteracdes bucais da candidiase, por exemplo em RN prematuros, em criancgas
com cancer, levando a cuidados bucais que séo realizados para prevencéo e controle de novos

casos de candidiase (Tinoco-Araujo et al., 2013; Batista et al., 2014).

Em RN prematuros, a candidiase bucal representa a infec¢do oportunista mais comum.
A candidiase mucocutanea do tipo pseudomembranosa é a mais encontrada e tem a aparéncia
muito semelhante a leite coagulado (placas brancas na mucosa oral). Tais placas podem ser
destacadas, sendo constituidas por hifas, células epiteliais e tecido necrosado. A mucosa
subjacente pode estar normal ou eritematosa, apresentando maculas vermelhas e ndo placas
brancas, dolorosas em toda a cavidade oral; as lesdes podem surgir novamente ou subsequentes
a eliminacdo da pseudomembrana. A leucoplasia por Candida spp., também conhecida como
cronica hiperplésica, apresenta placas brancas ndo destacaveis e um risco aumentado (até 10%)
para transformacdo maligna em carcinoma oral de células escamosas (Tinoco-Araujo et al.,
2013; Batista et al., 2014; Vila et al., 2020).

Em pacientes submetidos a terapia antineoplésica, pode-se observar uma incidéncia de
44,4% de candidiase oral durante o tratamento oncoldgico. Dentre as formas mais comuns,
87,5% dos pacientes foram acometidos por candidiase pseudomembranosa e 12,5%

apresentaram candidiase eritematosa (Dantas et al., 2020).
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C. parapsilosis “sensu stricto” tem também adquirido importancia no campo da
estomatologia. Alguns estudos baseados em culturas e outros no DNA tem reportado estas
espécies como a segunda levedura mais frequentemente isolada da cavidade oral depois de C.
albicans (Rodriguez et al., 2018).

Livério et al. (2017), verificaram a presenca de C. dubliniensis entre cepas isoladas da
mucosa oral de criangas com AIDS as quais foram inicialmente caracterizadas como C. albicans

por métodos tradicionais.

Sato et al. (2017), realizaram um estudo com 266 moradores de comunidade, com 60
anos ou mais, na cidade de Otsuchi, que foi severamente danificada pelo Grande Terremoto e
Tsunami do Leste do Japdo em 2011. Amostras orais foram coletadas da lingua por meio de
“swab”. Foram detectados: 142 (53,4%) participantes com C. albicans e 63 (23,7%)
participantes com Candida ndo-albicans. O fator significativo de colonizacéo por C. albicans
foi "dentes deteriorados". Fatores relacionados a colonizacéo por Candida nao-albicans foram,
segundo os autores, "idade mais de 80 anos", "numero de dentes remanescentes"”, "uso de

dentaduras”, e "obesidade".

Silva et al. (2018), estudaram a incidéncia de especies de Candida em grupos de bebés
e criancas com fissuras orofaciais, durante o periodo pré e pds-operatério e até o retorno a
primeira consulta. Foram relatadas na admissdo do paciente e na enfermaria cirdrgica,
incidéncia (39,1%) de colonizacdo oral por espécies de Candida (C. albicans, C. krusei, C.
tropicalis e Candida spp.), sem correlagdo com os tipos de fissuras orofaciais ou historia
cirtrgica. Houve reducdes significativas nas frequéncias de Candida e mudancas de espécies,
ao longo dos periodos de amostragem, revelando padrbes dindmicos de colonizagdo oral:
eliminacdo, manutencdo ou neocolonizacdo dos biotipos. Os dados mostraram biotipos de

Candida resistentes ao fluconazol sensiveis a anfotericina, especialmente C. albicans.

Devemos ressaltar ainda a espécie de Candida auris, responsavel por diversas infeccbes
hospitalares em varios paises do mundo, é resistente ao fluconazol e tem sido descrito cepas
multirresistentes. Apresenta elevada transmissibilidade e sobrevive por longo tempo no meio
ambiente. Ela ja foi isolada de vérios sitios anatdmicos tais como pele e mucosas.
Procedimentos invasivos ou sistema imunoldgico comprometido, pode levar esta levedura a
corrente sanguinea, sendo assim de alto risco para o paciente. Tratamento com longos periodos
com uso de antibidticos, antifingicos e quimioterapicos também sdo considerados fatores de

risco para contaminacgdo. (Alastruey-lzquierdo et al., 2019)
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Okolo et al. (2020) fizeram um estudo transversal em trés unidades de saude terciarias
em Jos, Centro-Norte Nigéria. Este estudo teve como objetivo principal analizar a colonizacao
oral de neonatos. Amostras de swab oral foram coletadas de 58 neonatos e processadas usando
métodos fenotipicos e técnicas moleculares. A taxa de colonizacéo oral neonatal foi de 6,9%.
As amostras de Candida isoladas foi 100% de C. tropicalis confirmada pelo sequenciamento e

analise filogenética. C. tropicalis € um dos principais colonizadores orais em neonatos.

Sav et al. (2020), fizeram coletas da mucosa oral de 34 pacientes adultos com candidiase
oral observados durante o periodo de 2016 a 2018 em hospital municipal de Kayseri, na
Turquia. As identificacBes foram feitas por métodos tradicionais e Chromagar Candida. Do
total de pacientes: C. albicans (41,2%), 8 C. glabrata (23,5%), 8 C. parapsilosis (23,5%) e 4
C. tropicalis (11,8%). Cetoconazol apresentou o valor MIC mais baixo. Os valores de MIC de

nistatina para espécies Candida n&o-albicans foram maiores que para C. albicans.
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2.1  Meétodos tradicionais, moleculares para a caracterizagdo de leveduras

A identificacdo das leveduras é etapa fundamental para 0 monitoramento das taxas de
infeccdo hospitalar, para a identificagdo precoce de surtos de infecgbes por Candida e, faz-se

necessaria para uma adequacdo rapida da terapia antifungica (Colombo, Guimaraes, 2003).

Os métodos fenotipicos comumente empregados em laboratdrios para caracterizagdo de
leveduras tem como base principal a analise do perfil morfolégico e bioquimico destes
organismos. A observacdo de estruturas microscopicas, os testes de avaliacdo de atividade
enzimatica e da capacidade de assimilacdo e fermentacdo de substratos, compde um conjunto
de métodos, com as quais se pode identificar uma levedura em nivel de espécie, definir o
comportamento da mesma em diferentes condi¢des e assim definir as diversas caracteristicas

deste microrganismo (Spolidorio et al., 2009).

Os métodos moleculares, além de fornecerem uma identificagdo correta e precoce,
tornaram-se também uma ferramenta importante na epidemiologia hospitalar promovendo a
tipagem molecular. Esta vem sendo muito utilizada para avaliar possiveis fontes de surtos
hospitalares e para estabelecer a identidade ou similaridade das linhagens presentes no ambiente
hospitalar. Avancos na biologia molecular tém permitido o desenvolvimento de métodos
moleculares para o estabelecimento de variagGes genéticas entre as amostras de leveduras,
sendo estes métodos muito utilizados em investigacGes epidemioldgicas (Hernandez-Castro et
al., 2010). Além disso, a deteccdo de variacOes genéticas, entre isolados de um determinado
patdgeno, é importante porque traduz possiveis variagdes fenotipicas tais como diferencas na

composicdo antigénica, na viruléncia, na sensibilidade a antiflngicos (Pfaller et al., 1995).

Varios trabalhos, em diferentes regiées do mundo, vém demonstrando a importancia das
espécies de Candida e o uso da biologia molecular em casos de surtos nosocomiais e na
determinacdo da rota de transmissd@o nosocomial (Hernandez-Castro et al., 2010; Ruiz et al.,
2013), culminando, assim, em melhorias para os estudos epidemioldgicos realizados em

ambiente hospitalar.
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2.2  Espectrometria de Massa — MALDI-TOF

Segundo Lima-Neto et al. (2014), Maldi-tof (Matrix Associated Laser Desorption-
lonization — Time of Flight) é uma técnica fisico-quimica que tem sido utilizada para rapida e
confidvel identificacdo microbiana. O espectro gerado é analisado como um perfil protedbmico
individual, onde importantes proteinas ribossomais aparecem, o que é uma vantagem porque
eles podem ser prontamente empregados como biomarcadores. A identificacdo rapida de
bactérias intactas por perfis protedmicos Maldi-Tof MS foram usados pela primeira vez em
1996. Mais recentemente, MALDI-TOF MS tem sido usado para detectar e identificar
leveduras. E capaz de discriminar espécies intimamente relacionadas, como C. glabrata de C.
bracarensis, C. albicans de C. dubliniensis e, C. metapsilosis e C. orthopsilosis de C.
parapsilosis, previamente separados apenas por métodos moleculares. A analise MS é uma
técnica poderosa para identificar isolados de Candida e pode discriminar entre espécies
intimamente relacionadas e a confiabilidade desta metodologia Maldi-Tof MS é alta. No
entanto, devido a variabilidade bioldgica dessas leveduras, é necessaria a disponibilidade de
uma extensa base de dados. Portanto, se faz necessario ter cole¢Bes de culturas com materiais
bioldgicos de alta qualidade para alimentar os bancos de dados do MALDI-TOF MS com

espectros de referéncia, segundo os autores acima citados.

Existem 3 sistemas de analise bioinformatica dos espectros dos microrganismos
comercializados: Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics), VITEK MS IVD (bioMérieux) e
MALDI microMX (Waters Corporation), (Barbosa et al., 2021).

Barbosa et al. (2021), fizeram uma revisao integrativa nas bases de dados SciELO, BVS,
Web of Science, PUBMED e Google Académico e tiveram como objetivo verificar a utilidade
do MALDI-TOF, como ferramenta diagndstica, nos protocolos de sepse em compara¢ao com
a cultura. Observaram que a implementacdo do MALDI-TOF no protocolo de sepse reduz o
tempo do diagndstico etioldgico, do tempo até a terapia efetiva, do tempo de permanéncia em
UTI e da diminuicdo dos custos hospitalares. Alem disso, ele é utilizado para diagnosticos de
microrganismos raros. Concluiram que a inclusdo do MALDI-TOF tem potencial para trazer

beneficios na condugdo do paciente com sepse.
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2.3 Fatores relacionados a viruléncia

Além do aspecto relacionado a identificagdo, estudos envolvendo a epidemiologia e
patogenicidade das cepas sdo de fundamental importancia para uma melhor compreensdo do

agente etioldgico e sua interacdo com o hospedeiro.

Um aspecto importante destas interagdes sdo os fatores relacionados a viruléncia
demonstrados pelas espécies de Candida e outras leveduras. Os mecanismos patogénicos
envolvidos com o inicio e a progressdo de infec¢Bes por Candida ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Varios estudos com mutantes de C. albicans, desprovidos de genes de
viruléncia especificos, tem mostrado que nenhum fator Unico de viruléncia pode ser identificado
como determinante dominante na viruléncia desta levedura. Geralmente, se aceita que a
viruléncia de Candida é um evento multifatorial regulado pela capacidade dos microrganismos
adaptarem-se as mudancas ambientais e coordenar a expressao de varios genes de viruléncia
(Calderone; Fonzi, 2001).

A maioria das espécies patogénicas de Candida tem desenvolvido uma ampla variedade
de fatores de viruléncia para auxiliar sua capacidade de colonizar tecidos, causar a doenga, e
superar as defesas do hospedeiro. Entre eles, a producdo e exoenzimas tais como proteinases
aspérticas (Lacaz et al., 2002).

Proteinases sdo enzimas secretadas “in vitro” por espécies patogénicas de Candida
durante a infec¢ao. Essas enzimas podem ser secretadas “in vitro” quando a levedura ¢ cultivada
na presenca de proteinas exogenas (usualmente albumina bovina sérica) como fonte de
nitrogénio. Acredita-se que a proteinase tenha como funcdo degradar anticorpos, aumentando
a capacidade do microrganismo de colonizar e penetrar nos tecidos do hospedeiro (Vinitha,
2009). Experimentalmente, mutantes deficientes na producéo de proteinase parecem ser menos

virulentos que as cepas capazes de secretar enzimas proteoliticas.
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2.4  Testes de susceptibilidade aos antifingicos

A sensibilidade aos farmacos varia entre as diferentes espécies de Candida, ressaltando
a importancia em identifica-las, bem como em se determinar a Concentracao Inibitoria Minima
(CIMs) para orientacdo terapéutica. Consequentemente houve uma necessidade do
desenvolvimento de métodos padronizados de susceptibilidade “in vitro”, que serviram como
um guia para nortear a escolha terapéutica, monitorar a eficacia da mesma e diminuir o

aparecimento de cepas resistentes (St-Germain et al., 2001; Costa et al., 2004).

Existem vérios testes que podem ser usados para a determinacdo da sensibilidade
antifungica, tais como: Diluicdo em meio liquido por técnicas de macrodiluigdo e
microdiluicdo; Difusdo em agar a partir de discos e fitas com concentracBes variaveis de

antifangicos.

Em 2009, o “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) indicou o documento
M44-S3 que € o método de referéncia para os testes de susceptibilidade a leveduras com pontos

de corte por espécie. Este documento foi substituido pelo CLSI M60-S1 de 2017.

A técnica do EUCAST, para a leitura dos antifungigramas é preconizada pelos grupos
de pesquisa europeus, e a leitura final desta técnica € realizada de modo automatizado em

espectofotometro, € uma proposta de melhoria do método do CLSI (Melhem; Szeszs, 2017).

No tratamento de infecgdes fungicas invasivas quatro principais classes de antifungicos
sdo usadas no Brasil: polienos, particularmente anfotericina B, tridzois (fluconazol,
voriconazol, cetoconazol, itraconazol e posoconazol), equinocandinas (caspofungina,
anidulafungina, micafungina) e pirimidinas (flucitosina) (Pappas et al., 2009). O aumento da
ocorréncia de espécies de Candida potencialmente resistentes aos farmacos azoélicos ja
existentes, levou ao desenvolvimento de outras drogas antiflngicas como o voriconazol, que

apresenta uma atividade de amplo espectro (Pelletier et al., 2002).

A susceptibilidade das leveduras do género Candida aos antifungicos disponiveis
depende, dentre outros fatores, da espécie do isolado, no entanto nem sempre determinado
isolado segue o padrdo geral dos membros de sua espécie. O uso terapéutico e profilatico de

agentes tais como a anfotericina B e 0s az0is menos toxicos, que sdo frequentemente
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administrados por periodos prolongados, tem dado origem a casos alarmantes de resisténcia aos
antifangicos (Pfaller et al., 1998; Bizerra et al., 2014).

Guo et al. (2021), fizeram um estudo retrospectivo em diferentes hospitais terciarios da
China (2005-2020). Coletaram 884 amostras clinicas, todas pertencentes ao complexo C.
parapsilosis (763 C. parapsilosis, 72 C. metapsilosis e 49 C. orthopsilosis). Analisaram a
susceptibilidade antifungica frente a 10 drogas: anfotericina (AMB), anidulafungina (AFG),
caspofungina (CAS), micafungina (MFG), fluconazol (FCZ), voriconazol (VCZ), itraconazol
(ITZ), posaconazol (POZ), 5-flucitosina (FCY) e isaconazol (ISA). A taxa de resisténcia de C.
parapsilosis da corrente sanguinea aos medicamentos foi 3,5%, de C. metapsilosis a AFG e
CAS foi de 7,7% e de C. orthopsilosis a FCZ e VCZ foi de 15% e a CAS, MFG e POZ era de
5%. Embora o ISA atue no mesmo alvo que outros azélicos, ele pode ser usado como uma
terapia alternativa para casos originados por cepas do complexo C. parapsilosis resistentes a
FCZ ou VCZ.

Devido a um aumento significativo no uso de agentes antifungicos como profilaxia e
terapia empirica, surgiram isolados clinicos resistentes, particularmente contra triazdis e
equinocandinas. Isto resultou em resisténcia ao fluconazol entre isolados clinicos que eram
primariamente sensiveis a esta droga, incluindo cepas de C. parapsilosis e C. tropicalis. Embora
a resisténcia as equinocandinas seja considerada, incomum, a ocorréncia de isolados com menor
suscetibilidade a essa classe terapéutica tem sido cada vez mais relatada, principalmente entre
isolados de C. glabrata (Matta et al., 2017).

O fluconazol (FCZ) foi sugerido como um agente antifingico na profilaxia e tratamento
da candidiase oral. No entanto, um grau significativo de resisténcia a FCZ foi detectado em
isolados de C. ndo-albicans. No geral, voriconazol (VCZ) mostrou mais poténcia “in vitro” do
que o fluconazol ou itraconazol contra a maioria dos isolados do género Candida (Sav et al.,
2020).

Para uma melhor resposta no tratamento da candidiase oral, a medicacdo antiflngica
deve ser iniciada precocemente. A nistatina € um antifungico topico de primeira escolha para
este tratamento devido a sua eficacia, auséncia de efeitos colaterais graves, baixa resisténcia e
menor custo. Nos casos de candidiase oral associada a imunossupressdo, € realizada a
administracdo sistémica de medicamentos, como fluconazol, cetoconazol, flucitosina e
anfotericina-B. O tratamento intravenoso com anfrotencina-B ou equinocandinas é indicado

guando hé casos sistémicos graves ou resistentes aos azois. Vale ressaltar a importancia do uso
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racional destes farmacos no ambiente hospitalar, visando diminuir a resisténcia aos mesmos,
ofertando uma terapia adequada e, consequentemente, elevando a sobrevida dos pacientes
(Varano etal., 2019).

A conscientizacdo da epidemiologia local e do perfil de suscetibilidade a antifungicos
das infec¢des por Candida em diferentes centros médicos tem grande relevancia na orientacédo
dos clinicos, na otimizacdo de sua estratégia de prevencdo e tratamento de tais infeccBes
fangicas (Matta et al., 2017).

Além disso, a colonizacdo da mucosa por C. albicans e Candida nao-albicans € um

importante fator de risco para candidemia potencialmente fatal (De Rose et al., 2021).

Convém novamente salientar o estudo de Batista et al. (2014), onde os autores chamam
a atencdo para a importancia da colonizacdo da mucosa oral como fator de risco para a

candidemia.

O monitoramento desta microbiota, o gerenciamento e comunicacdo dos achados
laboratoriais, podem levar a elaboracdo de protocolo que auxiliard em conhecimento mais

aprofundado da epidemiologia e terapéutica destas infec¢des fungicas.
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3 PROPOSICAO

3.1  Proposi¢Oes gerais

Verificar a colonizacdo por leveduras na mucosa oral de criancas internadas em Hospital
Publico Infantil: caracterizacdo das leveduras, sensibilidade aos antiflingicos, comunicacgdo e
gerenciamento dos achados no periodo de estudo. Analise de risco da colonizacdo para

possiveis casos de septicemia.

3.2  Proposicdes especificas

1. Isolar as leveduras da mucosa oral de criancas hospitalizadas;

2. ldentificar as leveduras, isoladas por métodos tradicionais: Analises macro e micro-
morfologicas, formacdo de blastoconidio, tubo germinativo e caracteristicas fisiologicas
(auxanograma e zimograma).

3. Cultivo em meio de Chromagar; purificacdo das cepas e diagndstico presuntivo.

4. Caracterizacdo das cepas pela técnica de espectrometria de massa Maldi-Tof.

5. Comparar os resultados obtidos para a identificagcdo das leveduras - Métodos tradicionais;
“Chromagar Candida” e Maldi Tof.

6. Pesquisa dos fatores relacionados a viruléncia: pesquisa de proteinase.

7. Determinar a sensibilidade/resisténcia das cepas isoladas pelo método de microdiluicdo em
caldo aos antifungicos: anfoterina B; nistatina; fluconazol; e voriconazol. A leitura dos

antifangicos foi realizada pelo método EUCAST.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

O presente estudo foi conduzido, de forma prospectiva, em criangas de 0 a 17 anos,
internadas no Hospital Infantil Darcy Vargas, a partir de margo de 2019 a marco de 2020. O
referido hospital, subordinado a Secretaria de Satde do Estado de S&o Paulo, integrado ao SUS,
possui alta complexidade, com 90 leitos, o que Ihe confere, segundo Costa (1998), o titulo de

hospital terciario de médio porte. Este mesmo hospital, atende criancas com diversas patologias.

4.1.1 Critérios de Incluséo

Pacientes de 0 a 17 anos, de ambos os sexos, com patologias diferentes, com ou sem
doenca de base, sem lesdo na mucosa oral e internadas no referido hospital. Sé participaram da
pesquisa, as criangas cujos responsaveis tenham lido e assinado o0 Termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE). O termo de assentimento (TALE), foi explicado ao paciente que tem

mais de 6 anos.

4.1.2 Critérios de Exclusao

Pacientes com 18 anos ou mais, ou que nédo estavam internados no referido hospital e

pacientes com lesdo na mucosa oral .
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4.1.3 Comité de Etica

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
da Universidade de S&o Paulo e foi aprovado em 01 de margo de 2019, CAAE:
03211218.2.0000.0075. Também foi aprovado em 07 de maio de 2019 no Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Infantil Darcy Vargas -HIDV/SES.

4.2 Coleta de Material das criancas

Antes do inicio das coletas, os responsaveis pelas criancas foram orientados a preencher
o “Termo de Consentimento” de livre participagdo na pesquisa. Nas criangas os seguintes dados

foram avaliados: idade, sexo, peso, patologia e tempo de internacao.

As coletas foram realizadas com o auxilio do Dr. José Alberto Marzliak, dentista chefe

responsavel do Hospital Infantil Darcy Vargas.

As coletas foram realizadas, na mucosa oral na internacao, durante o periodo de estadia
no hospital, e a cada 10 dias. Os materiais foram coletados com auxilio de “swabs” e, semeados
em agar Sabouraud dextrose (Difco, EUA) (Figura 4.1) e CHROMagar Candida (BioMeriex,

Franca). As culturas isoladas foram armazenadas para posterior ensaios laboratoriais.

Em caso de candidemia, no grupo em estudo, foi retirado o sangue do paciente e do
cateter, para se fazer a hemocultura. A semeadura do sangue foi feita em meio de cultura
bifasico BACTEC (Difco, EUA). Esse material foi semeado também em &gar sangue pela
técnica de rolamento e apoOs crescimento, as culturas foram semeadas em agar Sabouraud-

dextrose.
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Figura 4.1- Colonias de C. albicans em 4gar Sabouraud-dextrose

Fonte: A autora.

4.3 Perfil Fenotipico da Leveduras

4.3.1 Método Tradicional

Os testes empregados seguiram a Monografia. “The Yeasts. A taxonomic study”:
analises macro e micro-morfologicas, formacdo de clamidoconidios, tubo germinativo e
caracteristicas fisiologicas (Kurtzman et al., 2011).

Inicialmente todas as amostras de leveduras isoladas foram semeadas por esgotamento

de alga no meio cromogénico “CHROmagar”®.

Esta identificacdo presuntiva foi interpretada de acordo com as cores apresentada pelas

colbnias segundo instrucdes do fabricante.
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4.3.1.1 Avaliacdo da Pureza das Colonias

Apos isolamento, as col6nias foram avaliadas quanto a pureza, por meio de
plaqueamento em meio cromogénico CHROMagar Candida (BBL) (Figura 4.2). Esse
procedimento tem, por finalidade isolar e identificar presuntivamente: colonias de coloragédo
verde claro (sugestivas de C. albicans), colonias de coloragédo verde escuro (sugestivas de C.
dubliniensis), col6nias de cor azul (sugestivas de C. tropicalis), colénias apresentando
coloracdo rosa em diferentes tonalidades e aspectos (sugestivas de outras espécies de leveduras
do género Candida) (Carrillo Mundz et al., 2001; Quindds et al., 2001; Cooke et al., 2002;
Lacaz et al., 2002).

Figura 4.2 - Leveduras semeadas em Chromagar — A) C. albicans (col6nias verdes) e C. glabrata (coldnias rosa
lilas); B) C. parapsilosis (colonias rosas); C) C. tropicalis (col6nias azuis); D) C. dubliniensis
(colbnias verdes escuras).

Fonte: A autora.
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4.3.1.2 Prova do Tubo Germinativo

Foi verificado, em primeiro momento, a habilidade de formacéo de tubo germinativo ou
efeito Reynolds- Braude (Figura 4.3). Para visualizagdo desta caracteristica, uma pequena
quantidade de coldnia foi transferida para um tubo, previamente esterilizado, contendo 0,5 mL
de soro bovino fetal e incubada a 37°C em banho maria, por trés horas. Apos este periodo, uma
gota dessa suspensdo foi examinada ao microscépio, entre ldmina e laminula. A evidenciacao
de tubo germinativo configura teste positivo e, presuntivamente, diagndstico de C. albicans
(Koneman et al., 2001).

Figura 4.3 - Pesquisa do tubo germinativo efeito Reynolds-Braude

Fonte: A autora.

4.3.1.3 Microcultivo em lamina

O microcultivo ou técnica de Ridell foi realizado com o objetivo de visualizar as
estruturas morfoldgicas tipicas de cada espécie do género (Figuras: 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7). O meio
de cultura agar fuba, acrescido de Tween 80, com pH ajustado entre 5,8 e 6,2 foi distribuido em
camada fina sobre laminas previamente preparadas em cadmara de microcultivo com auxilio de
pipeta estéril. Apos solidificacdo do meio, cada amostra foi semeada em trés linhas finas,
horizontais e paralelas na superficie do agar e coberta com laminula. O sistema foi fechado e
em seguida incubado a 27°C, por até trés dias.
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A leitura foi executada observando se a presenca de estruturas caracteristicas como
pseudomicélio, arranjo dos blastoconidios (ocorrendo em grupos ou cachos, no inicio da hifa
e/ou ao longo desse, isolados ou aos pares, nos pontos de constricdo ou irregularmente
distribuidos no pseudomicélio). A presenca de clamidoconidios foi anotada como diagnostico
presuntivo de C. albicans. As outras espécies do género foram avaliadas conforme
caracteristicas morfoldgicas especificas. O meio de cultura foi obtido comercialmente — agar

corn meal (Difco — EUA) e seu preparo obedeceu as orientagdes do fabricante.

Figura 4.4- Aspecto microbioldgico de C. parapsilosis Figura 4.5-Aspecto microbioldgico de C. albicans

Yag Vs

Fonte: A autora. Fonte: A autora.
Figura 4.6 —Aspecto microbioldgico mostrando Figura 4.7 — Aspecto microscopico mostrando
blastoconidios e inicio de filamentacéo blastoconidios em cacho

Fonte: A autora. Fonte: A autora.
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4.3.1.4 Provas Bioguimicas (Zimograma e Auxanograma)

ZIMOGRAMA

No teste de fermentacdo de carboidratos (zimograma) foi utilizado o meio basal,
distribuido em aliquotas de 2 mL em tubos de ensaio contendo tubos de Durham invertidos,
para visualizagdo da producdo de CO2. As amostras foram avaliadas quanto a capacidade de
fermentar glicose, galactose, maltose, sacarose, lactose, trealose, xilose, melibiose e rafinose.
Para tanto, foi adicionado 1 mL da solu¢édo de cada carboidrato, preparadas a concentracédo de

6% em salina estéril.

AUXANOGRAMA

O auxanograma foi realizado para observar o padrdo de assimilacdo de nove
carboidratos (glicose, galactose, maltose, sacarose, lactose, trealose, xilose, melibiose e
rafinose) como Unica fonte de carbono. Para isto, foi preparado o meio de cultivo C (Dfico,
EUA).

O indculo correspondeu a uma concentracdo celular de 1- 6 x 10° UFC/mL. A mistura
obtida na placa, meio de cultivo mais a concentracdo de células, foi cuidadosamente
homogeneizada, evitando-se a formacéo de bolhas e deixada solidificar a temperatura ambiente.
Apos solidificacdo, os carboidratos foram distribuidos em pontos previamente marcados. A
incubacéo foi a temperatura de 27°C, por até 96 horas e a leitura foi realizada diariamente. O
resultado foi considerado positivo quando da evidenciagédo do halo de crescimento em torno de

cada carboidrato.
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4.3.1.5 Producdo de Urease

Para o teste de producgdo da enzima urease utilizou-se o meio de Christensen (Difco,
EUA), que contém como indicador de pH o vermelho de fenol. O meio foi preparado em placas
de Petri (60x15 mm), e entdo foram inoculadas em seu centro cada uma das amostras (cultivadas
previamente por 72 horas), incubando-as a 32 °C com observacdes diarias por até 7 dias. As
amostras positivas, ao hidrolisarem a ureia, alteraram o pH do meio de cultivo de &cido para
alcalino, modificando a coloracdo do indicador de pH de amarelo para réseo (Kurtzman et al.,
2011).

4.4 Fatores relacionados a Viruléncia

44.1 Producéo de Exoenzimas

4.4.1.1 Proteinase (Ruchel et al., 1982)

Ap0s solidificacdo da mistura, quatro amostras de leveduras, com crescimento de 24
horas, foram repicadas com al¢a de platina em pontos equidistantes no meio agar-proteinase
(18 g YCB, 2 g Albumina Bovina, 2,5 g Protovit, 18 g &gar e 1000mL &gua) e, no centro,
controle positivo (ATCC 90028 C. albicans). As placas foram, entdo, incubadas a 37°C durante

quatro dias.

A presenca da enzima foi observada pela formagdo de um halo translucido de
degradacdo da proteina ao redor da colbnia da levedura (Figura 4.8). A atividade enzimatica
(Pz) foi medida segundo Price et al. (1982), utilizando-se a razdo entre o didmetro da col6nia
mais a zona de degradacéo (ddc), ou seja, Pz = dc/ddc. Os resultados do Pz foram interpretados
da seguinte maneira: Pz = 1 (atividade enzimatica negativa, cddigo 1), 0,64 <Pz <1 (atividade
enzimatica positiva, codigo 2), Pz < 0,64 (atividade enzimatica fortemente positiva, codigo 3).

A cepa ATCC 90028 de C. albicans foi utilizada como controle.
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Figura 4.8 — Proteinase — halo de degradacg&o ao redor da col6nia

Fonte: A autora.

45  Espectrometria de Massa - MALDI-TOF

Todas as amostras foram identificadas por espectrometria de massa por meio do
MALDI-TOF. Assim, as cepas foram incubadas por 48 horas a 30°C em é&gar Sabouraud
dextrose e cinco coldnias foram transferidas para microtubos de 1,5mL por meio de alca
bacteriologica. Apos agitacdo rigorosa com 0,3mL de agua destilada, 0,9mL de etanol foi
adicionado a cada amostra e entdo centrifugados a 20.000g por 2 minutos. Ap6s descarte do
sobrenadante o sedimento foi secado em ar ambiente. Apds, 10pL do sedimento foram
misturados com 50uL de &cido formico (70%), e volume igual de acetonitrila foi adicionada a
amostra. A mistura foi, entdo, novamente centrifugada a 20.000g por 2 minutos e 1uL do
sobrenadante foi adicionado na placa de ago MALDI, que secou em ar ambiente. Em sequéncia
foram adicionados 2L da matriz (&cido ciano-4-hidroxido-cinnamico em acido acetonitrila-
2,5% trifluoroacético a 50%), que secaram em ar ambiente e a analise foi realizada em um
sistema Microflex LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), em triplicata, para

avaliar a qualidade e reprodutibilidade dos espectros. Por fim, os espectros no intervalo de
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massa m z = 2.000 a 20.000 foram obtidos e analisados no software Biotyper 3.0 (Bruker
Daltonics) (Lima-Neto et al., 2014). Os resultados sdo expressos em “logscore” e, segundo o
fabricante, valores de “logscore” < 1,7 sdo considerados insuficientes para identificacdo de
género, entre 1.7 e 2.0 sdo aceitdveis para identificacdo do género, enquanto valores de

“logscore” > 2.0 sdo requeridos para uma identificacdo acurada da espécie.

4.6  Teste de Sensibilidade aos Antifungicos — Método segundo EUCAST (2020)

4.6.1 Preparacao das solugdes estoque

Foram utilizados os farmacos em po, anfotericina B, fluconazol, nistatina e voriconazol
para o preparo de solucdes estoques (solu¢Ges mée), mantidas congeladas a -70°C. Solucdes
dos antifingicos devem ser preparadas levando-se em consideracdo a poténcia do lote do p6 do
antifungico que sera utilizado. A quantidade do pd necessario para preparar a solu¢do mée deve

ser calculada como segue:

Volume (L) x Concentragdo (mg/L)
Peso (g) =

Poténcia (mg/g)

As solugdes mae (12.800 mg/L para todos os farmacos diluidos em DMSO) foram
preparadas a partir da pesagem dos antifngicos em balanca analitica de precisdo, dissolvidas
nos solventes indicados para cada droga. A anfotericina B e o voriconazol solu¢cdo mée foram
diluidos em dimetil sulféxido (DMSO — Sigma Chemical - EUA). A dissolucdo subsequente
dos antiflngicos para o preparo das solucdes de uso (tubos) foi realizada em meio RPMI 1640
com L-glutamina e indicador de pH sem bicarbonato (Sigma Chemical, EUA) suplementado

com glicose para uma concentracéo final de 2% (RPMI 2% G) tamponada com 0,165 mol/L de
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tampdo MOPS (Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico) [Sigma, EUA] em pH 7.0. O
intervalo de concentracfes dos testes (ja com indculo) para anfotericina B e voriconazol foi de
0,008 mg/L a 4 mg/L. O fluconazol diluido em DMSO e o intervalo de concentracdo foi de
0,125 mg/L a 64 mg/L. O intervalo de concentracdo utilizado nesse teste com a nistatina foi de
0,03 mg/L a 16 mg/L.

4.6.2 Distribuicdo dos antifungicos

As solucdes de uso dos antifungicos foram distribuidas em placas de microdiluicdo
descartaveis, com 96 pocos de fundo chato (Evergreen Scientific, EUA), com tampas, com
capacidade de aproximadamente 300 pL por pogo. Foram dispensados 100 pL de cada tubo
contendo a solugdo de uso correspondente do agente antifungico nos pogos de 1 a 10 de cada
coluna da placa de microdiluicdo. Para cada poc¢o das colunas 11 e 12, foi dispensado 100 pL
do meio RPMI 2% G com o dobro da concentracdo. Portanto, cada coluna de 1 a 10 contera
100 pL do antifingico em meio RPMI 2% G. As colunas 11 e 12 conterdo 0 meio RPMI 2%
G.

As placas foram seladas com filme plastico (Seal Plate, Excel Scientific, EUA) e
estocadas a -70°C, sem perda da poténcia do antifingico. As placas contendo anfotericina B
foram protegidas da luz, por este farmaco ser fotossensivel.

4.6.3 Preparacdo do indculo

Para realizacdo do teste foram repicadas os 48 isolados em agar Sabouraud-dextrose

(Difco, EUA) 24 horas antes do teste. Foram feitas suspensfes com 5 mL de agua destilada
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estéril para se obter uma turvacdo correspondente a escala 0,5 de Mc Farland (1-5 X 10°
UFC/mL), medindo a absorbancia em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 530 nm.
Feito isso, 1 mL da suspensdo foi diluida em 9 mL de meio RPMI, ficando com uma

concentracéo final de levedura de 1-5 X 105 UFC/mL.

4.6.4 Execucdo do teste de microdiluicéo

As placas de microdiluicdo foram inoculadas dentro de 30 min da preparacdo da
suspensdo do indculo a fim de manter a concentracao de células. Os tubos contendo os indculos
dos diferentes isolados, foram devidamente identificadas. Com uma pipeta multicanal
(Eppendorf) com 11 ponteiras, foram distribuidos 100 uL da suspensdo da levedura A na fileira
A, nos orificios de 2 a 11. A levedura B foi distribuida na fileira B e assim por diante. Na fileira
G foi distribuida a cepa padrdo C. krusei ATCC 6258 e na fileira H a cepa padrdo C.
parapsilosis ATCC 22019. A coluna 11 é o controle de crescimento, contendo 100 uL do meio
estéril livre de antifungicos, foram inoculadas 100 uL da mesma suspensdo do inoculo. A
coluna 12 contendo 200 uL do meio RPMI, lote usado para o preparo do indculo como controle

de esterilidade.

Com a adicdo do inéculo foi feita uma diluicdo de 1:2 dos farmacos, obtendo-se um
gradiente de concentracdo de 0,125 pg/mL - 64pg/mL e 0,008 pg/mL — 4 pg/mL para

anfotericina B e voriconazol. Para nistatina o intervalo foi de 0,03 a 16 mg/L.

As placas foram incubadas a 35°C sem agitacdo durante o 24 hs. As placas de
microdiluigdo (Figura 4.9) foram lidas em um leitor de placas de microdilui¢do no comprimento
de onda de 530 nm recomendado para determinar a absorbéncia. Foram compilados os
resultados de CIM obtidos das placas validadas pelas cepas padrdo ATCC. Resultados de cepas
padrdo Quadros 5.1 e 5.2 segundo EUCAST.
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Fonte: A autora.

AGENTE MIC b (mg/L)
ANTIFUNGICO Alvo Range
Anfotericina B 0,25-0,5 0,125-1
Anidulafungina 0,03 0,016-0,6
Caspofungina NAc NAc
Fluconazol 32 16-64
Flucitosina 2 1-4
Isavuconazol 0,03 0,016-0,06
Itraconazol 0,06 0,03-0,125
Micafungina 0,06 0,03-0,125
Voriconazol 0,06-0,125 0,03-0,25
Posaconazol 0,03 0,016-0,06

ATCC “American Type Culture Collection”
b- Cepas de Candida requerem leitura do MIC em espectrofotdmetro ap6s 1 dia de incubagéo
c- N&o avaliado
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Figura 4.9 - Placa de microdilui¢do em caldo, pés incubagao (coloragdo amarela indica o crescimento fingico)

Quadro 4.1- Resultados de cepa-padrdo Candida krusei ATCC 6258 frente aos antiflngicos, segundo EUCAST
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Quadro 4.2- Resultados de cepa-padrdo Candida parapsilosis ATCC 22019 frente aos antiflngicos, segundo

EUCAST Verséo 6.0, 04/05/2022

AGENTE ANTIFUNGICO MIC b (mg/L)

Alvo Range
Anfotericina B 0,25-0,5 0,125-1
Anidulafungina 0,5 0,25-1
Caspofungina NAc NAc
Fluconazol 1 0,5-2
Flucitosina 0,25 0,125-0,5
Isavuconazol 0,016 0,008-0,03
Itraconazol 0,06 0,03-0,125
Micafungina 1 0,5-2
Voriconazol 0,03 0,016-0,06
Posaconazol 0,03 0,016-0,06

ATCC “American Type Culture Collection”

b- Cepas de Candida requerem leitura do MIC em espectrofotdmetro ap6s 1 dia de incubagdo

¢- Nao avaliado

4.6.5 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM do antifangico é definida como a menor concentracgdo, registrada em mg/L, que
inibe o crescimento do fungo em percentual pré-definido (50%, 90%, ou inibicdo total). A
concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada antifingico indica o ponto de corte “endpoint”
e é definida como o primeiro po¢o com reducdo de 50% ou mais do crescimento, para 0s
azélicos, e de 90% ou mais para anfotericina B e nistatina, quando comparado ao controle
positivo (Arikan et al., 2002).

Os resultados de valores de CIM foram interpretados de acordo com o Quadro 5.3.
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Quadro 4.3 - Visdo geral de pontos de corte, clinicos e epidemioldgicos para espécies de leveduras, usando o
EUCAST E.Def 7.3, (EUCAST 2022)

Espécies Farmacos ECOFF (mg/L) Pontos de corte clinicos (mg/L)
WT < S< | R>
C. albicans Anfotericina B 1 1 1
Anidulafungina 0,03 0,03 0,03
Micafungina 0,016 0,016 0,016
Fluconazol 0,5 2 4 4
Itraconazol 0,03 0,06 0,06
Posaconazol 0,06 0,06 0,06
Voriconazol 0,03 0,06 0,125-0,25 0,25
Isavuconazol ND ND ND
C. dubliniensis Anfotericina B 0,25 1 1
Anidulafungina ND
Micafungina ND
Fluconazol 0,5* 2 4 4
Itraconazol 0,06 0,06 0,06
Posaconazol 0,06 0,06 0,06
Voriconazol 0,03 0,06 0,125-0,25 0,25
Isavuconazol ND ND ND
C. glabrata Anfotericina B 1 1 1
Anidulafungina 0,06 0,06 0,06
Micafungina 0,03 0,03 0,03
Fluconazol 16 0,01 <16 16
Itraconazol 2 ND ND
Posaconazol 1 ND ND
Voriconazol 1 ND ND
Isavuconazol ND ND ND
C. parapsilosis Anfotericina B 1 1 1
Anidulafungina 4 4 4
Micafungina 2 2 2
Fluconazol 2 2 4 4
Itraconazol 0,125 0,125 0,125
Posaconazol 0,06 0,06 0,06
Voriconazol 0,06 0,125 0,25 0,25
Isavuconazol ND ND ND
C. tropicalis Anfotericina B 1 1 1
Anidulafungina 0,06 0,06 0,06
Micafungina 0,06 ND ND
Fluconazol 1 2 4 4
Itraconazol 0,125 0,125 0,125
Posaconazol 0,06 0,06 0,06
Voriconazol 0,125 0,125 0,25 0,25
Isavuconazol ND ND ND

ECOFF (ponto de corte epidemiolégico) - valor de MIC mais alto para isolados desprovidos de fenotipicamente
detectaveis mecanismos de resisténcia.

ND — N&o determinado
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4.7 Procedimento de Analise dos Resultados

Os dados foram tabulados e analisados com auxilio da planilha eletrénica Microsoft-
Excel.

As variaveis analisadas foram sexo, idade, tipo de patologia, presenca ou auséncia de
leveduras e testes micoldgicos.

Estes testes foram supervisionados pelo Prof. Dr. Eliseu Wartzman (Fac. Salde
Publica - USP).

Os valores de MIC foram avaliados segundo moda, intervalo, MIC 50 e MIC 90.
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5 RESULTADOS

No periodo de setembro de 2019 a margo de 2020, foram estudados 80 pacientes com
idades entre 0 e 17 anos, internados no Hospital Infantil Darcy Vargas. Dos 80 pacientes, 20
com idade entre 3 e 5 anos; 16 com idades entre 6 e 8 anos; 14 com idades entre 12 e 14 anos;
12 com idades entre 9 e 11 anos; 10 com idades entre 15 e 17 anos e 8 com idades entre O e 2

anos (Figura 5.1).

Do total de pacientes incluidos nesse estudo, 76% (61/80) apresentam algum tipo de
cancer (Figura 5.2). Desses 80 pacientes, 61,25% (49/80) pacientes do sexo masculino, sendo
79,6% (39/49) com cancer e dentre os 31 pacientes do sexo feminino, 71% (22/31) com cancer
(Figura 5.3).

Foram feitas 167 coletas da mucosa oral dos pacientes. Destas 167 coletas, 43 amostras
bioldgicas foram positivas para leveduras, destas, 5 apresentaram 2 espécies ou géneros
diferentes na mesma amostra da mucosa oral, perfazendo entdo 48 cepas (Figura 5.4). Das 48
cepas de leveduras, 72,92% (35/48) identificadas como C. albicans “sensu stricto” (ss), 14,6%
(7/48) C. parapsilosis “sensu stricto” (ss), 4,16% (2/48) C. dubliniensis, 2,08% (1/48) C.
glabrata “sensu stricto” (ss), 2,08% (1/48) C. tropicalis, 2,08% (1/48) C. fabianii e 2,08%
(1/48) Kodamaea ohmeri (Figura 5.9 e Tabela 5.1). O paciente P1 apresentou candidemia por
C. parapsilosis “sensu stricto” (ss) isolada do sangue e cateter e o paciente P24 apresentou
colonizacdo da mucosa oral e sangue por C. parapsilosis “sensu stricto” (ss) (Tabela 5.1).

Denominamos P como sigla para paciente.

Dos 80 pacientes estudados, 26 (32,5%) apresentaram cultura positiva para leveduras.
Destes, 30,8% (8/26) apresentaram colonizacdo oral com amostras sequenciais no periodo
estudado e o paciente P24 teve colonizacdo oral e candidemia pela mesma espécie de levedura

e o paciente P1 apresentou fungemia no sangue e cateter (Tabela 5.1).

As faixas etarias com maior nimero de isolamento de leveduras da mucosa oral foram:
de 3-5 anos e 6-8 anos com 6 pacientes em cada; 9-11 anos e 15-17 anos com 4 pacientes

respectivamente; 0-2 anos e 12-14 anos com 3 pacientes respectivamente (Figura 5.5).
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Figura 5.1 - Distribuicdo dos 80 pacientes por faixa etaria incluidos neste estudo
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Fonte: A autora.

Figura 5.2 - Porcentagem de pacientes com e sem cancer internados no Hospital Infantil Darcy Vargas, incluidos
nesse estudo
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24%

com cancer
76%

Fonte: A autora.
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Figura 5.3 - Distribuicdo numérica dos 80 pacientes internados no Hospital Infantil Darcy Vargas divididos por
género, com e sem cancer
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Fonte: A autora.

Figura 5.4 - Distribuicéo das amostras de leveduras obtidas da mucosa oral de 26 pacientes internados no Hospital
Infantil Darcy Vargas
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Fonte: A autora.
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Figura 5.5 — Distribuicdo dos 26 pacientes com isolamento de leveduras da mucosa oral por faixa etéria
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51  Colonizagdo Oral - Dois ou mais isolamentos sequenciais de leveduras

Dos 26 pacientes que apresentaram amostras positivas para leveduras, 30,8% (8/26)
desses pacientes apresentaram colonizacdo oral durante o periodo do estudo, pelo menos com
duas amostras sequenciais positivas para leveduras. Destes 8 pacientes, obtivemos o total de
23 amostras da mucosa oral positivas para leveduras. Os pacientes foram: P3, P4, P5, P8, P14,
P16, P23 e P24 (Tabela 5.1). Sendo que o P3( paciente de 11 anos do sexo feminino com
adenocarcinoma) teve 3 amostras positivas para C. albicans ss; P4 (paciente de 1 ano do sexo
masculino com neuroblastoma) teve 2 amostras positivas para C. parapsilosis ss; P5 (paciente
de 16 anos do sexo feminino com sarcoma sinovial) teve 2 amostra de C. dubliniensis e 1 de C.
albicans ss + C. parapsilosis ss; P8 (paciente de 17 anos do sexo feminino com leucemia
mieloide aguda (LMA)) teve 2 amostras de C. albicans ss e 1 de C. albicans ss + C. glabrata
ss; P14 ( paciente de 5 meses do sexo masculino com neuroblastoma) teve 4 amostras de C.
albicans ss; P16 (paciente de 8 anos do sexo feminino com LMA) teve 3 amostras de C.

albicans ss, P23 ( paciente de 15 anos do sexo masculino com LMA) teve 3 amostras C.
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albicans ss e P24 (paciente de 3 anos do sexo feminino com LLA) teve 2 amostras de C.

parapsilosis ss.

Destas 23 amostras bioldgicas positivas coletadas dos 8 pacientes com colonizagéo oral,
65,2% (15/23) amostras de C. albicans ss; 4,3% (1/23) amostra de C. albicans ss + C.
parapsilosis ss, 4,3% (1/23) amostra de C. albicans ss + C. glabrata ss, 8,7% (2/23) amostras

de C. dubliniensis e 17,5% (4/23) amostras de C. parapsilosis ss (Figura 5.6).

Figura 5.6 - Frequéncia das cepas de leveduras isoladas dos 8 pacientes que apresentaram colonizagéo oral (dois
ou mais isolamentos sequenciais)

m . albicans ss + C. parapsilosis ss » C. albicans ss + C. glabrata ss
= . albicans ss m C. parapsilosis ss

= (. dubliniensis

Fonte: A autora.
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5.2  Sangue e cateter

Dos 80 pacientes estudados, o paciente P1 de 8 anos do sexo masculino com linfoma
ndo Hodgkin (LNH), apresentou candidemia por Candida parapsilosis ss isolada do sangue e
cateter. Esse paciente ndo apresentou colonizacdo oral. J& o paciente P24 de 3 anos do sexo
feminino com leucemia linfoide aguda (LLA), apresentou candidemia por C. parapsilosis ss

isolada do sangue e teve colonizagdo na mucosa oral pela mesma espécie (Tabela 5.1).

5.3 Obitos das criancas no periodo de estudo

Dos 26 pacientes que apresentaram amostras da mucosa oral positivas para leveduras,
19,2% (5/26) evoluiram para Obito (Tabela 5.1). Dois desses pacientes apresentaram uma das
amostras com mais de uma espécie de levedura: 1 amostra de C. albicans ss + C. parapsilosis

ss e outro 1 amostra de C. albicans ss + C. tropicalis.

Dos 5 pacientes que evoluiram para oObito, 3 apresentaram colonizacdo oral por
leveduras, que foram: Pacientes P3 e P16 colonizados por C. albicans ss e paciente P5

colonizado por C. dubliniensis (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 - Identificacdo das espécies de leveduras isoladas da mucosa oral dos pacientes estudados no Hospital
Infantil Darcy Vargas nos anos de 2019 e 2020

P N Cavidade oral Obito
*x] 1 C. albicans ss -
2 1 C. albicans ss -
***3 3 C. albicans ss (3) *** X
e C. parapsilosis ss(2) *** -
***%5 3 C. dubliniensis (2) ***/ X
C. albicans ss e C. parapsilosis ss
6 1 C. albicans ss -
7 1 C. albicans ss -
***8 3 C.albicans ss (2) ***/ C. albicans -
ss e C. glabrata ss
9 1 C. albicans ss -
10 1 C. albicans ss -
11 1 C. albicans ss -
12 1 C. albicans ss e C. tropicalis X
13 1 C. albicans ss -
***14 4 C. albicans ss (4)*** -
15 1 C. albicans ss X
***16 3 C. albicans ss (3)*** X
17 1 C. fabianni e Kodamaea ohmeri -
18 1 C. parapsilosis ss -
19 2 C. albicans ss (2) -
20 1 C. albicans ss -
21 2 C. albicans ss e C. parapsilosis ss / -
C. albicans ss
22 1 C. albicans ss -
***¥23 3 C. albicans ss (3)*** -
*EX4 2 C. parapsilosis ss (2)*** -
25 1 C. albicans ss -
26 1 C. albicans ss -
Total 43 48 5

P: nimero do paciente; N: nimero de amostras bioldgicas positivas; X: evolucao para ébito
***Pacientes colonizados (2 ou mais isolamentos sequenciais de leveduras)

Fonte: A autora.

***Paciente P1 teve candidemia por C.parapsilosis no sangue e cateter
***Paciente P24 teve colonizagéo oral, no sangue e cateter por C. parapsilosis
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5.4  Diferenciagdo de C. albicans e C. dubliniensis

Trinta e sete amostras foram identificadas inicialmente por métodos tradicionais como:
C. albicans, foram avaliadas quanto ao seu crescimento ou ndo a 42° C e cultivadas em meio
cromogénico (CHROMagar), para triagem de identificacdo de C. dubliniensis. De todas essas
amostras, somente 2 apresentaram col6nias verde escuras, presuntivo de C. dubliniensis,

entretanto cresceram a 42°C sugestivo de C. albicans.

Para confirmarmos essas suspeitas, realizamos a metodologia de Maldi-Tof, onde foi
confirmado que se tratava de 35 amostras de C. albicans “sensu stricto” (SS) e de 2 amostras de
C. dubliniensis.

5.7- Aspecto microbioldgico de C. albicans ss Figura 5.8- Aspecto microbiolégico de C.
dubliniensis

Fonte A autora. Fonte A autora.
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55  Caracterizacdo das cepas pela técnica de espectrometria de massa Maldi-Tof.

Todas as amostras isoladas da mucosa oral foram estudadas por métodos tradicionais,
semeadas em meio cromogénico, isoladas e também foram identificadas pela técnica de
espectrometria de massa. Do total de 48 cepas de leveduras isoladas de mucosa oral, 72,92%
(35/48) identificadas como C. albicans “sensu stricto”, 14,6% (7/48) C. parapsilosis “sensu
stricto”, 4,16% (2/48) C. dubliniensis, 2,08% (1/48) C. glabrata “sensu stricto”, 2,08% (1/48)
C. tropicalis, 2,08% (1/48) C. fabianii e 2,08% (1/48) Kodamaea ohmeri (Figura.5.9).

Duas amostras de C. parapsilosis “sensu stricto” (ss) foram isoladas do sangue e cateter
do paciente P1 e 1 amostra de C. parapsilosis ss foi isolada do sangue do paciente P24 (Tabela
5.1).

Figura 5.9 - Frequéncia das cepas de leveduras isoladas da mucosa oral dos pacientes internados no Hospital
Infantil Darcy Vargas
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Fonte A autora.
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5.6  Comparagao de identificagdo dos métodos tradicionais, “Chromagar Candida” e Maldi-
Tof

Como podemos verificar na Tabela 5.2, o nivel de concordéncia entre a metodologia
fenotipica tradicional e a técnica de Maldi-Tof, na identificacdo das cepas isoladas foi de 91,6%
(44/48). As unicas amostras que apresentaram discordancia entre as metodologias foram dos
pacientes 5 (P5) e 17 (P17). Em relacéo ao P5, nos métodos tradicionais, identificou-se 2 cepas
como C. albicans e ap6s analise de Maldi-Tof observou-se que se tratava de 2 cepas de C.
dubliniensis. Em relacdo ao P17, nos métodos tradicionais, identificou-se como C. parapsilosis
e apos analise de Maldi-Tof observou-se que se tratava de C. fabianii e Kodamaea ohmeri. Ja
a comparacdo entre “Chromagar Candida” e a identificagdo das cepas por Maldi-Tof, foi de
100% (48/48) de concordancia.



75

Tabela 5.2 - Comparagéo de identificagdo dos métodos tradicionais, “Chromagar Candida” e Maldi-Tof em coletas
da mucosa oral dos pacientes internados no Hospital Infantil Darcy Vargas

P Identificacdo por T. Crescimento Clamidoconideo Maldi-Tof
métodos G. Chromagar em agar fuba
tradicionais +tween 80
-*/
1 C. albicans + Verde + C. albicans ss
2 C. albicans + Verde + C. albicans ss
3 C. albicans (3) + Verde + C. albicans ss (3)
4 C. parapsilosis - Rosa - C. parapsilosis ss
(2) (2)
*F*XG C. albicans (2)/ +  Verde escuro + C. dubliniensis(2)
C. albicans e C. + Verde + C. albicans ss e C.
parapsilosis Rosa - parapsilosis ss
6 C. albicans + Verde + C. albicans ss
7 C. albicans + Verde + C. albicans ss
8 C. albicans (2)/ + Verde + C. albicans ss (2)
C. albicans e C. Verde + C. albicans ss e C.
glabrata Rosa-lilas - glabrata ss
9 C. albicans + Verde + C. albicans ss
10 C. albicans + Verde + C. albicans ss
11 C. albicans + Verde + C. albicans ss
12 C. albicans e C. + Verde + C. albicans sse C.
tropicalis - Azul - tropicalis
13 C. albicans + Verde + C. albicans ss
14 C. albicans (4) + Verde + C. albicans ss (4)
15 C. albicans + Verde + C. albicans ss
16 C. albicans (3) + Verde + C. albicans ss (3)
***17  C. parapsilosis - Rosa - C. fabianii
Azul - Kodamaea ohmeri
18 C. parapsilosis - Rosa - C. parapsilosis ss
19 C. albicans (2) + Verde + C. albicans ss (2)
20 C. albicans + Verde + C. albicans ss
21 C. albicans e C. + Verde + C. albicans sse C.
parapsilosis - Rosa - parapsilosis ss
C. albicans + Verde + C. albicans ss
22 C. albicans + Verde + C. albicans ss
23 C. albicans (3) + Verde + C. albicans ss (3)
24 C.parapsilosis(2) - Rosa - C.parapsilosis ss(2)
25 C. albicans + Verde + C. albicans ss
26 C. albicans + Verde + C. albicans ss

P: nimero do paciente; T.G.: tubo germinativo.
***Paciente que apresentou discordancia entre as metodologias
SS: “sensu stricto”

Fonte: A autora.
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5.7 Atividade enzimatica — Proteinase

A atividade enzimética para proteinase, resultantes de halos transparentes (degradacdo
total das proteinas) ocorreu em 96% (45/48) das leveduras isoladas da mucosa oral. A maioria
das amostras estudadas 70,8% (34/48) apresentaram indice 3, reacdo fortemente positiva para
proteinase, 25% (12/48) apresentaram indice 2, reacdo positiva para proteinase e apenas 4,2%
(2/48) apresentaram auséncia de atividade enzimatica. Do total de 35 cepas de Candida albicans
ss, 25,7% (9/35) produziram atividade positiva para proteinase (indice 2), 68,6% (24/35)
produziram atividade fortemente positiva e 5,7% (2/35) apresentaram auséncia de atividade
para proteinase. Com relacdo as cepas de C. parapsilosis ss, 85,7% (6/7) apresentaram
atividade fortemente positiva (indice 3) e 14,3% (1/7) atividade positiva (indice 2). Com
relacdo demais espécies de leveduras, as 2 cepas de C. dubliniensis, C. glabrata ss e C.
tropicalis apresentaram atividade fortemente positiva (indice 3), ja as cepas de C. fabianii e K.

ohmeri apresentaram reacdo positiva (indice 2). (Tabela 5.3)

As duas amostras de C. parapsilosis ss do sangue e cateter do paciente P1 apresentaram
atividade enzimatica fortemente positiva para proteinase (indice 3). Tanto a amostra do sangue,
quanto a isolada da mucosa oral do paciente P24 apresentou atividade enzimatica fortemente

positiva para proteinase (indice 3).

Tabela 5.3 — Atividade da enzima proteinase isoladas da mucosa oral dos pacientes internados no Hospital Infantil

Darcy Vargas
Espécies de leveduras Indice de atividade enzimatica (Pz)
"1 2 3 Total

Candida albicans "2 9 24 35
Candida parapsilosis 0 1 6 7
Candida glabrata 0 0 1 1
Candida fabianiii 0 1 0 1
Candida dubliniensis 0 0 2 2
Kodamaea ohmeri 0 1 0 1
Candida tropicalis 0 0 1 1

Pz = Valores da atividade enzimatica, segundo Price et al (1982): Pz = 1(auséncia de atividade enzimatica, indice
1); 0,64 <Pz < 1 (atividade enzimética positiva, indice 2); Pz < 0,64 (atividade enzimatica fortemente positiva,
indice 3). Fonte: A autora.
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5.8  Sensibilidade aos antifingicos — Metodologia de Microdiluicdo em Caldo pelo método
EUCAST

Os testes de sensibilidade antifungica foram realizados em 48 cepas de leveduras frente
a 4 antifungicos: anfotericina B, voriconazol, fluconazol e nistatina. Também utilizamos as
cepas padrdo ATCC 6258 (C. krusei) e ATCC 22019 (C. parapsilosis) e os resultados dos MICs

cairam no intervalo esperado segundo EUCAST (Quadro 4.1 e 4.2 respectivamente).

A Tabela 5.5 apresenta a distribuicdo de valores dos MICs de 4 farmacos frente as 48
cepas de leveduras provenientes da mucosa oral de pacientes internados no referido hospital
infantil. Os valores de MODA, MIC50, MIC90 e intervalo das espécies estdo apresentadas na
Tabela 5.6.

Os dados de sensibilidade e resisténcia das cepas de leveduras estudadas estdo
demonstrados na Tabela 5.4. Podemos observar dentre as 35 cepas de C. albicans ss que: frente
a anfotericina B, 82,9% (29/35) foram sensiveis e 17,1% (6/35) resistentes; frente ao
voriconazol, 60% (21/35) foram sensiveis, 25,7% (9/35) intermediarios e 14,3% (5/35)
resistentes; frente ao fluconazol, 91,4% (32/35) foram sensiveis, 2,9% (1/35) intermediario e
5,7% (2/35) resistentes. Em relacdo a nistatina, ndo podemos classificar como sensivel ou
resistente, pois, ndo temos parametros pelo EUCAST, mas podemos observar através de nossos
resultados que os MICs da grande das cepas de C. albicans ss apresentaram MIC 16>mg/L
(22/35), ou seja, nestes, a nistatina ndo inibiu o crescimento das cepas. As outras cepas de C.
albicans ss frente a nistatina, resultaram em MIC de 1mg/L (3/35), MIC de 2 mg/L (6/35), MIC
de 4 mg/L (3/35) e MIC de 8 g/L (1/35).

Segundo os pontos de cortes de cortes clinicos adotados, 6 cepas de C. albicans ss foram
resistentes a AmB, 5 resistentes ao VCZ e 2 resistentes ao FCZ. Os MIC50, MIC90 e intervalos
foram: 1 mg/L, 2 mg/L e 0,03-2mg/L para AMB, 0,06mg/L, 0,35 mg/L e 0,03-1 mg/L para
VCZ,0,5mg/L, 2mg/L e 0,25-8mg/L para FCZ, 16> mg/L, 16> mg/L e 1-6 mg/L para nistatina.
A cepa de C. albicans ss do paciente P8 apresentou resisténcia cruzada a 2 azois: VCZ (0,5
mg/L) e FCZ (8 mg/L). A cepa de C. albicans ss do paciente P15 apresentou resisténciaa AMB
(2 mg/L) e VCZ (0,5 mg/L) e intermediario (4 mg/L) para FCZ. A cepa de C. albicans ss do
paciente P23 apresentou resisténcia a AMB (2 mg/L), VCZ (0,5 mg/L) e FCZ (8 mg/L),

mostrando ser multirresistente e a outra cepa de C. albicans ss desse mesmo paciente,
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apresentou resisténcia a AmB (2 mg/L) e intermediario (0,12 mg/L) para VCZ. A cepa de C.
albicans ss do paciente P1 mostrou resisténcia ao voriconazol (1 mg/L). J& as cepas de C.

albicans ss dos pacientes P10 e P21 mostraram resisténcia a anfotericina B (2 mg/L).

Em relacdo a sensibilidade e resisténcia das 7 cepas de C. parapsilosis ss: frente a
anfotericina B, 71,4% (5/7) foram sensiveis e 28,6% (2/7) foram resistentes; frente ao
voriconazol e ao fluconazol, 100% (7/7) cepas foram sensiveis. Frente a nistatina, 28,6% (2/7)
obtiveram MIC de 1 mg/L, 42,8% (3/7) MIC de 2 mg L e 28,6% (2/7) de MIC de 4 mg/L.
Devido ao numero reduzido (10<) de cepas de C. parapsilosis ss, ndo conseguimos calcular o
MIC50 e MIC90. Os intervalos foram: 0,5-2 m/L para AMB, 0,05-0,12 mg/L para VCZ, 0,25-
2 mg/L para FCZ e 1-4 mg/L para NIS. As 2 cepas de C. parapsilosis ss do paciente P4
apresentaram resisténcia a AMB (2 mg/L).

A sensibilidade e resisténcia da cepa de C. glabrata ss: frente anfotericina e ao
voriconazol foi sensivel, e foi intermediario para fluconazol (8 mg/L) e em relagéo a nistatina,
apresentou MIC 16> mg/L (a nistatina ndo inibiu o crescimento dessa cepa). Os intervalos
foram: 1 mg/L para AMB, 0,5 mg/L para VCZ, 8 mg/L para FCZ e 16> mg/L para NIS. Ja a
cepa C. tropicalis apresentou sensibilidade a anfotericina B, resisténcia ao voriconazol (0,5
mg/L) e ao fluconazol (8 mg/L), mostrando resisténcia cruzada a 2 azois e frente a nistatina
apresentou MIC 16> mg/L (a nistatina ndo inibiu o crescimento dessa cepa). Os intervalos
foram: 1 mg/L para AMB, 0,5 mg/L para VCZ, 8 mg/L para FCZ e 2 mg/L para NIS.

Quanto as 2 cepas de C. dubliniensis, ambas foram sensiveis a AMB, FCZ e VCZ. Em
relacdo a nistatina, a primeira cepa apresentou MIC de 1 mg/L e a segunda apresentou MIC de
0,03 mg/L. Os intervalos foram: 0,25-0,5 mgL para AMB, 0,03 mg/L para VCZ, 0,25-0,5 para
FCZ e 0,03-1 mg/L para NIS.

Para as cepas de C. fabianii e K. ohmeri, ndo podemos classificar como sensiveis ou
resistentes, pois ndo temos parametros pelo EUCAST. A cepa de C. fabianii apresentou MIC
de 2 mg/L frente a anfotericina B, fluconazol e nistatina e 0,12 mg/L frente ao voriconazol. Os
intervalos foram: 2 mg/L para AMB, FCZ e NIS; 0,12 mg/L para VCZ. Ja a cepa de K. ohmeri,
apresentou MIC de 0,25 mg/L frente a anfotericina B, MIC de 0,06 mg/L frente ao voriconazol,
MIC de 2 mg/L frente ao fluconazol e MIC de 16> mg/L (nistatina ndo inibiu o crescimento
dessa cepa) frente a nistatina. Os intervalos foram: 0,25 mg/L para AMB, 0,06 mg/L para VCZ,
2 mg/L para FCZ e 16> mg/L para NIS.
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Tabela 5.4 — Classificacdo de cada espécie de levedura frente aos 4 antiflngicos, segundo a metodologia EUCAST

(S- sensivel, | — intermedidrio e R- resistente)
Espécies Antifungico Numeros de isolados
(EUCAST)
S | R
C. albicans ss  Anfotericina B 29 _ 6
(n=35) Voriconazol 21 9 5
Fluconazol 32 1 2
Nistatina * * *
C. parapsilosis Anfotericina B 5 _ 2
ss (n=7) Voriconazol 7 _ _
Fluconazol 7 _ _
Nistatina * * *
C. dubliniensis  Anfotericina B 2 _ _
(n=2) Voriconazol 2 _ _
Fluconazol 2 _ _
Nistatina * * *
C. tropicalis Anfotericina B 1 _ _
(n=1) Voriconazol _ _ 1
Fluconazol _ _ 1
Nistatina * * *
C. glabratass  Anfotericina B 1 _ _
(n=1) Voriconazol 1 _ _
Fluconazol _ 1 _
Nistatina * * *
C. fabianii Anfotericina B * * *
(n=1) Voriconazol * * *
Fluconazol * * *
Nistatina * * *
K. ohmeri Anfotericina B * * *
(n=1) Voriconazol * * *
Fluconazol * * *
Nistatina * * *

*N&o ha pontos de corte estabelecidos pelo EUCAST para as espécies C. fabianii e K. ohmeri.
*N&o hé& pontos de corte estabelecido pelo EUCAST para a nistatina.
Fonte: A autora.
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Tabela 5.5 — Distribuicdo de valores de concentracdo inibitéria minima (MIC) de 4 farmacos antiflngicos frente a
48 cepas de leveduras provenientes da mucosa oral de pacientes internados no Hospital Infantil Darcy

Vargas

Espécies

Antifungico

N2 de cepas com MIC mg/L

<0,05 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 16 32 264
Anfotericina B _ 1 _ 2 1 4 21 6 _ L _
Voriconazol _ 5 16 7 2 4 1 L _ _
C. albicans ss Fluconazol _ _ _ _ 7 12 8 5 1 - _
(n=35) Nistatina _ _ _ _ _ _ 3 6 3 2%
C. parapsilosis | Anfotericina B _ _ _ _ _ 2 3 2 _ - _ -
ss (n=7) Voriconazol 1 5 _ 1 _ _ - _  _ _ _ -
Fluconazol _ _ _ _ 1 4 1 1 _ _ _ _
Nistatina _ _ _ _ _ _ 2 3 2 _ _ _
C. dubliniensis | Anfotericina B _ _ _ _ 1 1 _ _ - _ _
(n=2) Voriconazol _ 2 _ _ _ _ _ _ _ - _
Fluconazol _ _ _ _ 1 1 _ _ _ - _ _
Nistatina _ 1 _ _ _ _ 1 _ _ -
C. tropicalis Anfotericina B _ _ _ _ _ _ 1 _ - _ _
(n=1) Voriconazol _ _ _ _ _ 1 - - _ _ _ -
Fluconazol _ _ _ _ _ - - - _ - _ -
Nistatina _ _ _ _ _ _ _ 1 _ - _ _
C. glabrata ss | Anfotericina B _ _ _ _ _ _ 1 _ - -
(n=1) Voriconazol _ _ _ _ _ 1 _ _ - _ _
Fluconazol _ _ _ _ _ _ - _ _ - _ -
Nistatina _ _ _ _ - _ > _
C. fabianii Anfotericina B _ _ _ _ _ _ 1 _ _ o _
(n=1) Voriconazol L _ 1 _ _ _ _ _ _ _
Fluconazol o _ _ _ _ _ 1 _ - _ _
Nistatina o _ _ _ _ _ 1 _ _ _ _
K. ohmeri Anfotericina B _ _ _ _ 1 _ - - _ _ _ -
(n=1) Voriconazol _ _ 1 _ _ _ _ _ - _ _
Fluconazol _ _ _ _ _ _ 1 _ _ _ _
Nistatina 1*

Numeros em vermelhos ressaltam cepas com altos MICs
*Numeros vermelhos com * = MICs 16> mg/L (maior concentracdo de nistatina utilizada nesse estudo e ndo

inibiu o crescimento da cepa). Fonte: A autora.
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Tabela 5.6 — Sintese da sensibilidade de 48 cepas de leveduras, isoladas da mucosa oral de pacientes internados

Espécies Antifungico MIC (mg/L)
MODA MIC50 MIC90 Intervalo

C. albicans ss Anfotericina B 1 1 2 0,03-2

(n=35) Voriconazol 006 006 05  003-1
Fluconazol 0,5 0,5 2 0,25-8
Nistatina 16> 16> 16 > 1-16

C. parapsilosis Anfotericina B 1 * * 0,5-2

s (n=7) Voriconazol 003  * * 0,05-0,12
Fluconazol 0,5 * * 0,25-2
Nistatina 2 * * 1-4

C. dubliniensis Anfotericina B * * * 0,25-0,5

(n=2) Voriconazol * * * 0,03
Fluconazol * * * 0,25-0,5
Nistatina * * * 0,03-1

C. tropicalis Anfotericina B * * * 1

(n=1) Voriconazol * * * 0,5
Fluconazol * * * 8
Nistatina * * * 2

C. glabrata ss Anfotericina B * * * 1

(n=1) Voriconazol * * * 0,5
Fluconazol * * * 8
Nistatina * * * 16>

C. fabianii Anfotericina B * * * 2

(n=1) Voriconazol * * * 0,12
Fluconazol * * * 2
Nistatina * * * 2

K. ohmeri Anfotericina B * * * 0,25

(n=1) Voriconazol * * * 0,06
Fluconazol * * * 2
Nistatina * * * 16>

*N&o determinado pelo baixo nimero de cepas no grupo

Fonte: A autora.
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6 DISCUSSAO

6.1  Isolamento e Caracterizagdo de Leveduras

Atualmente, a candidemia € reconhecida como importante problema de saude publica.
A gravidade da doenca, associada a condic¢des debilitantes do paciente, levam a um aumento
do tempo de internagdo hospitalar, acarretando uma elevagao nos casos de infecgdo nosocomial
e nos custos socioecondmicos. Em criancas hospitalizadas, a candidemia é uma doenca
frequente, sendo que a epidemiologia desta infec¢do fungica difere entre os neonatos, criancas
e adultos. A taxa de mortalidade em adultos é de 50% e em criancas € de 30% (Paula et al,
2007; Oliveira et al., 2014; De Rose et al., 2021).

Estudos epidemiologicos sdo de grande importancia, para se conhecer a distribuicdo das
espeécies, susceptibilidade antifingica e fatores de risco. Sabe-se que a epidemiologia da
candidemia varia geograficamente (Caggiano et al., 2017; Matta et al., 2017; Piqueras et al.,
2020). Enquanto ha muitos estudos sobre a epidemiologia da candidemia em adultos, em

criancas ainda ndo é bem estudada (Oliveira et al., 2014).

As espécies do género Candida sdo os terceiros/quartos patdgenos a causar infeccoes
na corrente sanguinea, principalmente em pacientes imunocomprometidos (Arnoni etal., 2018).
Entre as espécies, C. albicans ¢ a mais encontrada na corrente sanguinea seguida da C.

parapsilosis. (Rodriguez et al., 2018; Warris et al., 2020).

A espécie mais isolada da mucosa oral é também C. albicans, considerada a mais
virulenta seguida de C. parapsilosis (Livério et al., 2017; Rodriguez et al., 2018). No presente
trabalho, foram estudadas amostras de leveduras coletadas da mucosa oral de pacientes
internados em Hospital publico infantil. Do total de 80 pacientes, 32,5% (26/80) tiveram
culturas positivas para leveduras isoladas da mucosa oral, total de 48 isolados. A grande
maioria dos isolados foi de C. albicans “sensu stricto” com 72,92% (35/48), seguida de C.
parapsilosis “sensu stricto” com 14,6% (7/48). Esses resultados corroboram com varios estudos
mostrando que a grande maioria de leveduras isoladas da mucosa oral é de C. albicans, seguida
de C. parapsilosis (Livério et al., 2017; Rodriguez et al., 2018).
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Outra espécie isolada da mucosa oral neste estudo foi C. dubliniensis com 4,16% (2/48).
As duas cepas de C. dubliniensis foram inicialmente identificadas pela metodologia tradicional,
como C. albicans; observou-se, presenca de tubo germinativo, de varios clamidoconidios entre
outras estruturas e cresceram a 42° C, sugerindo se tratar de C. albicans. Em meio cromogénico,
as col6nias apresentaram coloragdo verde escuro, sugestivo de C. dubliniensis. Apds realizacdo
pela metodologia de Maldi-Tof, foi confirmado que se tratava de C. dubliniensis. A
identificacdo por método Maldi-Tof, ou molecular, se faz necessaria para concluir a
identificacdo dessas duas espécies, pois, sdo fenotipicamente muito semelhantes. Esses
resultados também foram demonstrados no estudo de Livério et al. (2017), que isolaram C.
dubliniensis da mucosa oral de pacientes pediatricos com AIDS e, inicialmente, tinham
identificado por métodos tradicionais como C. albicans; apés técnica molecular, comprovaram
que se tratava de C. dubliniensis. Para entender melhor a epidemiologia de C. dubliniensis é
necessario se pesquisar melhor a incidéncia dessa espécie. No Brasil, Chavasco et al. (2006),
obtiveram 5,4% (2/37) isolados de C. dubliniensis dentre 37 cepas isoladas de candidiase
eritematosa oral de pacientes HIV positivos e HIV negativos previamente identificados como
C. albicans. Livério et al. (2017), obtiveram 6,9% (2/29) de isolados de C. dubliniensis dentre
29 cepas isoladas da mucosa oral, inicialmente identificadas como C. albicans. No presente
estudo, obteve-se 5,4% (2/37) de cepas de C. dubliniensis dentre as 37 cepas inicialmente

identificadas como C. albicans.

Foram encontradas outras espéecies de leveduras isoladas da cavidade oral: C. tropicalis
e C. glabrata. Essas duas espécies sdo bem conhecidas, causando candidemia e também
colonizando a mucosa oral, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Em pacientes
oncologicos, depois de C. albicans, as espécies com maior taxa de prevaléncia sao C. tropicalis,
C. glabrata e C. krusei, respectivamente (Dantas et al., 2020). No Brasil, C. albicans continua
sendo a mais comum espécie causadora de candidemia, seguida por C. parapsilosis e C.
tropicalis. Na Argentina, no Brasil e na Colémbia, observou-se uma tendéncia de aumento na
frequéncia de candidemia por C. glabrata (Matta et al., 2017). Segundo Whaley et al. (2017)
de todas as espécies de Candida ndo-albicans, C. glabrata é a mais comumente isolada de
pacientes com candidemia, estudo realizado na América do Norte e norte da Europa, assim
como outras areas geograficas estudadas, com excecdo da América Latina. J& as infec¢des por
C. tropicalis sdo comumente associadas a malignidade, com alguns estudos relatando maior

prevaléncia entre pacientes com doencas hematoldgicas, como leucemia mieloide aguda. Okolo
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et al. (2020), coletaram material da mucosa oral de 58 neonatos na Nigéria, onde 100% tiveram

isolamento de C. tropicalis.

Pode-se verificar neste trabalho, que algumas amostras coletadas da mucosa oral tinham
mais de uma espécie de levedura ou géneros diferentes, no mesmo material clinico. Um desses
casos, € do paciente que teve espécies de C. fabianii e de K. ohmeri isoladas da mesma amostra.
Esse caso demostrou se tratar de uma colonizacao transitoria, pois essas espécies apareceram
em uma Unica coleta. Candida fabianii (Cyberlindnera fabianii) é uma espécie de levedura
emergente, oportunista, com atributos de baixa viruléncia, mas, pode causar infec¢Ges invasivas
da corrente sanguinea (Arastehfar et al., 2019). Kodamaea ohmeri, anteriormente conhecido
como Pichia ohmeri , tem sido considerada com uma levedura emergente, nas Ultima décadas
e apresenta varios tipos de infeccdo com alta mortalidade. Zhou et al. (2021), mencionaram
dois surtos de K. ohmeri na China e na Turquia, ambos envolvendo recém-nascidos e criancgas.
Salienta-se entdo neste estudo, o isolamento destas duas espécies ndo frequentes, mas de

importancia clinica crescente.

A colonizacdo oral ¢ o maior fator de risco & infeccdo fungica invasiva. A boca é
considerada uma porta de entrada para infec¢des fungicas oportunistas e, a candidiase bucal,
uma possivel fonte priméaria para a colonizacdo da mucosa gastrintestinal e disseminacéo
sistémica da infec¢do por meio dos capilares mesentéricos. Desse modo, deve-se compreender
as alteracGes bucais da candidiase, por exemplo em RN prematuros, em criangas com cancer,
como neste estudo, levando a cuidados bucais que devem ser realizados para a prevencéao e
controle de novos casos de candidiase (Tinoco-Araujo et al., 2013; Batista et al., 2014). Apesar
da maioria dos trabalhos mostrarem taxa de colonizagéo oral alta, 80% de colonizagéo bucal
segundo Tinoco-Araujo et al. (2013); segundo Goulart et al. (2018), 51,3% de seus pacientes
apresentaram colonizacdo oral por Candida spp; Silva et al. (2018), obtiveram 39,1% de
colonizacdo oral por espécies de Candida, como neste estudo; Aslani et al. (2018), obtiveram
38,9% de colonizacdo oral; segundo Batista et al. (2014), obtiveram 15,2% de colonizacgéo oral.
Neste estudo obteve-se 30,8% (8/26) de colonizacdo oral. Esse resultado € mais baixo que de
outros trabalhos, mas devemos levar em consideracdo os parametros utilizados pelos autores
citados acima, para se chegar a essa taxa de colonizacdo, como por exemplo, quantos
isolamentos sequenciais com a mesma espécie? para se afirmar que se tratava de colonizacéo;
ora, se 0 autor considera a colonizacdo ja no primeiro isolamento, é claro que o indice de

colonizagdo serda bem maior que o outro autor que considerou dois isolamentos consecutivos,
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como colonizacdo, e assim por diante. Outro fator que deve-se levar em consideragdo em
relacdo a mais baixa taxa de colonizacao, pode estar associada ao uso profilatico de fluconazol

e ao cuidado com a higiene bucal que o hospital em estudo tem com os pacientes.

Nesta pesquisa, 0s 8 pacientes que apresentaram colonizagéo oral, tiveram o total de 23
amostras biologicas positivas para leveduras, sendo: 65,2 % (15/23) amostras de C. albicans
ss; 4,3% (1/23) amostra de C. albicans ss + C. parapsilosis ss, 4,3% (1/23) amostra de C.
albicans ss + C. glabrata ss, 8,7% (2/23) amostras de C. dubliniensis e 17,5% (4/23) amostras
de C. parapsilosis ss. Observa-se, portanto, 2 isolamentos duplos de leveduras, no mesmo

material biologico (Figura 5.6).

Em se tratando de duas amostras provenientes do sangue, dois pacientes tiveram
candidemia por C. parapsilosis ss; o0 paciente P1, que ndo teve colonizacdo oral prévia e o
paciente P24 que teve colonizacdo oral por C. parapsilosis ss e também teve candidemia pela
mesma especie (Tabela 5.1). Os dois pacientes usaram cateter, e como demonstrado na
literatura, C. parapsilosis € considerada uma das principais causas de infecgdes relacionadas a
cateteres e ainda pode formar biofilmes em cateteres venosos centrais (CVCs) e outros
dispositivos médicos (Guo et al., 2021). Estes resultados corroboram com o estudo de Batista
et al. (2014), que teve como resultado um paciente com colonizacao oral por C. parapsilosis e
candidemia pela mesma espécie. Estudos demonstram que C. parapsilosis ndo precisa de
colonizagdo prévia para causar candidemia podendo ser transmitida de forma horizontal, por
fontes externas de contaminagdo, como: equipamentos medicos, fluidos alimentares, cateteres

e méaos de profissionais da salde (Soares et al., 2013; Batista et al., 2014).

Em pacientes ndo colonizados observou-se também isolamentos duplos de leveduras:

C. albicans ss + C. tropicalis, C. fabianii + K. ohmeri e C. albicans ss +C. parapsilosis ss.

Os pacientes internados em hospitais, estdo com a imunidade mais debilitada e no
presente estudo, a grande maioria deles, 76% apresentam algum tipo de cancer. Esses pacientes
precisam de um diagnéstico rapido para combater uma possivel sepse ou mesmo o
monitoramento da colonizacgdo fungica. Sabe-se que, a identificacdo de leveduras por métodos
tradicionais em micologia, sd0 muito importantes, mas requerem um tempo prolongado, que
muitas vezes, pode ser crucial para o paciente. Dai a importancia da espectrometria de massa;
MALDI-TOF, no diagnéstico de candidemias. Segundo Barbosa et al. (2021), esse método
demonstrou ser uma revolucdo devido a velocidade e confiabilidade dos resultados oferecidos

por meio da analise do espectro de proteinas, podendo ser realizado, até mesmo, diretamente
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do frasco de hemocultura positivo. Também tém o potencial de melhorar a condugdo do
tratamento, trazendo melhora no progndstico do paciente. Nesta pesquisa, pode-se verificar que
a identificacdo das 48 cepas de leveduras isoladas de mucosa oral dos pacientes internados no
Hospital Infantil Darcy Vargas, por métodos tradicionais e Maldi-Tof apresentaram o nivel de
concordancia de 91,6% (44/48). Sendo que, as 4 amostras que discordaram entre as
metodologias, foram identificadas por métodos tradicionais de modo diverso. O Maldi-Tof
demonstrou ser uma 6tima metodologia na identificacdo de espécies de Candida, destacando-
se C. dubliniensis, e também na identificacdo de K. ohmeri. Segundo Zhou et al. (2021), o
desenvolvimento do MALDI-TOF MS permitiu rapida identificacdo de espécies de Candida,
em laboratorios clinicos, e tem sido usado com sucesso para identificar K. ohmeri em varios
casos. Esses achados estdo de acordo com o presente estudos mostrando taxas de identificacédo
de levedura de 97,6% por MALDITOF MS (Aslani et al., 2018).

6.2  Producéo de Proteinase — Fator de Viruléncia

Além do aspecto relacionado a identificagdo, estudos envolvendo a epidemiologia e
patogenicidade das cepas sdo de fundamental importancia para uma melhor compreensao do
agente etiologico e sua interagdo com o hospedeiro. Um aspecto importante destas interagdes
sdo os fatores relacionados a viruléncia demonstrados pelas espécies de Candida spp e outras
leveduras (Calderone; Fonzi, 2001). Proteinases sdo enzimas secretadas “in vitro” por espécies
patogénicas de Candida, durante a infeccdo. Acredita-se que a proteinase tenha como funcéo
degradar anticorpos, aumentando a capacidade do microrganismo de colonizar e penetrar nos
tecidos do hospedeiro (Vinitha, 2009). Neste estudo, a atividade enzimatica para proteinase
ocorreu em 96% das cepas de leveduras e 70,8% apresentaram indice fortemente positivo. A
maioria das amostras estudadas 70,8% (34/48) apresentaram indice 3, reacdo fortemente
positiva para proteinase, 25% (12/48) apresentaram indice 2, reacao positiva para proteinase e
apenas 4,2% (2/48) apresentaram auséncia de atividade enzimatica. Estes resultados
demonstraram alta producéo de proteinase, se comparado com trabalho de Batista (2009), que

apresentou apenas 14,8% (8/54) amostras fortemente positivas para proteinase e também se
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comparado com os resultados de De Luca et al. (2012), onde foi detectado a produgdo de
proteinase em apenas 48% das cepas de C. albicans e nas cepas ndo-albicans a proteinase nao
foi detectada. Segundo Giolo et al. (2010), diversos estudos tém demonstrado a relacdo entre o
aumento na sintese e a atividade das enzimas extracelulares fosfolipases e proteinases, com a
elevacdo do potencial patogénico das leveduras, levando a quadros clinicos de candidiases mais

graves.

Trabalho interessante de Abbas et al. (2021), que impediram a producdo de proteinase
com a utilizacdo de domperidona e candesartana como método alternativo aos antifungicos
convencionais para o tratamento de micoses por Candida, o que corrobora para fato desta
enzima ser fator primordial para o estabelecimento de infecgbes deste género, sendo alvo de

estudo de diversos grupos de pesquisadores.

6.3  Sensibilidade/ Resisténcia aos Antifingicos

O teste de suscetibilidade é uma ferramenta importante no cenario clinico; sua utilidade
é baseada na disponibilidade de pontos de corte, ou valores de corte epidemioldgicos
(ECOFFs). Quanto a susceptibilidade/resisténcia das cepas, realizamos testes de microdiluicéo
em caldo segundo (EUCAST, 2020) (padréo ouro).

Os metodos de diluicdo sdo usados para estabelecer as concentragGes inibitorias
minimas (MICs) de agentes antimicrobianos. O MIC informa sobre a suscetibilidade ou
resisténcia do microrganismo ao antifungico, o que pode auxiliar no tratamento (EUCAST,
2020) . Pode-se observar neste estudo, que do total de isolados, houve resisténcia de 16,7%
(8/48) frente a anfotericina B (AMB). Esse resultado mostra que a taxa de resisténcia a AMB
foi maior que a taxa de resisténcia a AMB de 4% obtida no trabalho de Gorgun et al. (2021).
Toprak et al (2003), Nunes et al. (2011), Atalay et al. (2012), Oztiirk et al. (2013), relataram
em seus estudos, que todos os isolados de Candida eram sensiveis a AMB. Segundo Vieira et
al. (2017), na literatura tem sido relatada ocorréncia relativamente baixa de casos de resisténcia
a anfotericina B, pois mutacdes que levam a esse tipo de resisténcia, diminuem drasticamente

a tolerancia da levedura a estresses externos, bem como aumentando a ocorréncia de defeitos
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na filamentacdo e invasdo tecidual. Os mecanismos envolvidos no aumento de resisténcia a
anfotericina B resultam em alteracbes na composicdo da membrana plasmatica fungica,
alteragcdes quantitativas de esfingolipideos da membrana, com diminuicdo da formacgédo de
ergosterol, e mutacdo do gene ERG3, que leva a formacéo de esterdis, com menor afinidade de
ligacdo da anfotericina B e superexpressdo de bombas de efluxo (Vieira et al., 2017). Nesta
pesquisa, 6 cepas de C. albicans ss (MIC90 de 2 mg/L e intervalo de 0,03 mg/L —2 mg/L) e 2
cepas de C. parapsilosis ss MIC=2 mg/L (com intervalo de 0,5 mg/L — 2 mg/L) foram
resistentes a AMB.

Neste estudo, obteve-se 12,5% (6/48) de resisténcia ao voriconazol (VCZ) . Esse
resultado foi maior que o obtido no estudo de Gorgun et al. (2021), onde obtiveram 8% de
resisténcia ao VCZ. A resistencia ao VCZ, no presente estudo, ocorreu em 5 cepas de C.
albicans ss (MIC90 de 0,5 mg/L e intervalo de 0,03 mg/L — 1 mg/L) e 1 cepa de C. tropicalis
(intervalo de 0,5 mg/L).

Em relacéo a resisténcia ao fluconazol (FCZ), no presente estudo, obteve-se de 6,25%
(3/48): 2 cepas de C. albicans ss (MIC90 de 2 mg/L e intervalo de 0,25 mg/L —8 mg/L) e 1
cepa de C. tropicalis ( intervalo de 8 mg/L), enquanto Gorgun et al. (2021), obtiveram 10% de
resistencia ao fluconazol e Tropak et al. (2003) ndo obtiveram resisténcia em nenhuma espécie
de Candida a este antifungico. Segundo Whaley et al. (2017), com relagdo a resisténcia de C.
albicans ao FCZ, citam que hd um mecanismo em que ocorre muta¢fes no gene ERG11. Ha
ainda um estudo mostrando que em 63 isolados de C. albicans resistentes ao FCZ, em 55 foram
encontrados pelo menos 1 mutacdo dentro dos seus alelos do gene ERG11. Ainda, segundo
Whaley et al. (2017), em comparagdo com outras espécies de Candida, sabe-se relativamente
pouco sobre os mecanismos de resisténcia a azois em C. tropicalis. Até o momento,
experimentos para delinear diretamente o papel potencial das bombas de efluxo ainda ndo foram

realizados em C. tropicalis (Whaley et al., 2017).

Neste estudo uma cepa de C. glabrata ss foi sensivel a anfotericina B e ao voriconazol
e intermediaria ao fluconazol com MIC de 8 mg/L. No estudo de Gorgun et al. (2021), foi
observado que dentre 2 cepas de C. glabrata, 1 foi resistente ao fluconazol e sensivel a AMB e

VCZ e a outra foi sensivel a todos os antifingicos.

Em relacéo as 2 cepas de C. dubliniensis, as mesmas mostraram-se sensiveis a AMB,
VCZ e FCZ e esse resultado corrobora com o estudo de Gorgun et al. (2021), no qual a cepa de

C. dubliniensis também se mostrou sensivel a AMB, VCZ e FCZ.
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Dentre todas as cepas estudadas, no presente trabalho, 1 cepa de C. tropicalis e 1 cepa
de C. albicans ss apresentaram resisténcia cruzada (foram resistentes a 2 azois: VCZ e FCZ).
Nunes et al. (2011) obteve 2 cepas de C. tropicalis resistentes a VCZ e FCZ. Ja no estudo de
Rodrigues (2020), 1 cepa de C. tropicalis tinha resisténcia cruzada aos azdis VCZ e FCZ.
Segundo Magill et al. (2006), resisténcia cruzada entre azdis pode acontecer rapidamente e é
causada pelo uso prévio desses antifingicos. Segundo Xiau et al. (2020), a taxa de resisténcia
ao fluconazol em C. tropicalis triplicou. Estes aumentos significativos nas taxas de resisténcia
foram observados em C. tropicalis para fluconazol e voriconazol. A frequéncia de resisténcia
triplicou de <10% para >30%.

Também encontra-se neste estudo, uma cepa de C. albicans ss resistente a AMB e VCZ

e uma outra C. albicans ss resistente a AMB, VCZ e FCZ, mostrando ser multirresistente.

Em relacdo a cepa de C. fabianii, obteve-se neste em estudo MIC de 2 mg/L para a
anfotericina B, MIC de 0,12 mg/L para voriconazol e MIC de 2 mg/L para fluconazol. No
estudo de Park et al. (2019), os maiores MICs para AMB, VCZ e FCZ para cepas de C. fabianii
foram respectivamente: 0,5 mg/L, 0,25 mg/L e 8 mg/L. Portanto, estes resultados, comparados
ao do estudo de Park et al. (2019), revelaram que se obteve MIC mais alto para anfotericina B,
menor MIC para voriconazol e menor MIC para fluconazol. Segundo Arastehfar et al. (2019),
obtiveram os maiores MICs para as cepas de C. fabianii foram: 2 mg/L para anfotericina B, 1
mg/l para voriconazol e 8 mg/L para fluconazol. Comparando os presentes resultados com 0s
de Arastehfar et al. (2019), obteve-se 0 mesmo valor de MIC para anfotericina B e MICs

menores para voriconazol e fluconazol.

Com relacéo a cepa de K. ohmeri, obteve-se neste estudo, MIC de 0,25 mg/L para
anfotericina B, MIC de 0,06 mg/L para voriconazol e MIC de 2 mg/L para fluconazol. Esses
resultados, comparados aos do estudo de Zhou et al. (2021), denota-se, que o MIC para
anfotericina B foi de 0,25 mg/L, o que corresponde ao MIC50 do estudo de Zhou et al. (2021);
MIC para voriconazol no presente estudo foi de 0,06 mg/L, o que corresponde ao MIC50 do
estudo de Zhou et al. (2021). No presente estudo o MIC para fluconazol foi de 2 mg/L, bem

abaixo do MIC50 do referido estudo citado acima.

Com relagéo a nistatina das cepas de C. albicans ss (n=35) foram: 3 (MIC= 1mg/L), 6
(MIC=2mg/L), 1(MIC=8 mg/L) e 22 (MIC= 16> mg/L) e intervalo de 1-16mg/L. Comparando
esses resultados com o estudo de Sav et al. (2020), o MIC90 foi de 8 mg/L e intervalo de 2-8

mg/L; no presente trabalho 7 cepas de C. albicans ss estdo no intervalo citado no estudo de Sav
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et al. (2020), que foi de 2-8 mg/L, sendo que 1 delas com MIC=8 mg/L que é igual ao MIC90
do estudo de Sav et al. (2020). Entretanto, tem-se 3 cepas de C. albicans ss cujo MIC foi menor
que o intervalo do estudo de Sav et al. (2020) e tem-se também 22 cepas de C. albicans ss com
MICs muito acima do intervalo do estudo. Este resultado também foi bem mais alto que o
MIC90 de 0,5 mg/L obtido por Arikan et al. (2002).

Os MICs das 7 cepas de C. parapsilosis ss do presente estudo frente a nistatina, foram:
2 (MIC=1 mg/L), 3(MIC=2 mg/L) e 2(MIC= 4 mg/L), se comparado com o estudo de Sav et
al. (2020), que obtiveram M90=8 mg/L no intervalo de 1-8 mg/L, observa-se que: as 7 cepas
de C. parapsilosis ss estdo com MICs entre o intervalo citado pelos autores, mas, sdo menores
que o MIC90 de 8 mg/L citado pelos autores. O resultado do presente estudo, se comparado
com MIC90=1 mg/L do estudo de Arikan et al. (2002), somente 2 cepas de C. parapsilosis ss
tem o mesmo valor de MIC, ja as 5 cepas restantes, apresentaram MICs acima do MIC90 obtido
por Arikan et al. (2002).

O MIC da cepa de C. tropicalis deste estudo frente a nistatina, foi de 2 mg/L, resultado
este, que esta dentro do intervalo de 2-8 mg/L citado no estudo de Sav et al. (2020), e mais alto
que do Arikan et al. (2002), que obtiveram MIC90 de 0,5 mg/L.

O MIC da cepa de C. glabrata ss deste estudo, foi de 16> mg/L, mostrando estar bem
acima do intervalo de 0,25-8 mg/L do estudo de Sav et al. (2020). Se comparado com o estudo
de Arikan et al. (2002), este resultado foi muito mais alto que o MIC90 de 0,5 mg/L.

O MIC das 2 cepas de C. dubliniensis frente a nistatina foi de 1 (MIC=0,03 mg/L) e 1
(MIC==1 mg/L). Se comparados com o resultado do estudo de Shokoohi et al. (2021), em que,
a média geométrica das 3 cepas de C. dubliniensis foi de 20,16 mg/L com intervalo de 16-32
mg/L, a média geométrica de 2 cepas de C. dubliniensis deste estudo, foi de 0,173 mg/L com

intervalo de 0,03-1 mg/L, portanto foi mais baixa que do estudo de Shokoohi et al. (2021).

Ainda em relacdo aos resultados com a nistatina, no presente estudo, tem-se 1 cepa de
C. fabianii com MIC= 2 mg/L e 1 cepa de K. ohmeri com MIC=16> mg/L e por se tratar de
duas cepas emergentes, ndo foram encontrados resultados comparativos destas cepas em

relacdo a nistatina.

Com relagdo ao isolamento, caracterizacdo, producdo de proteinase e
sensibilidade/resisténcia aos antifungicos de leveduras da mucosa oral deste grupo especifico

de criangas com céncer, mais estudos devem ser realizados para uma melhor epidemiologia a
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ser esclarecida. Para tal, no intuito de aprimorar este fato, no presente trabalho, protocolos de

monitoramento dos achados laboratoriais foram prontamente comunicados a equipe médica.
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7 CONCLUSOES

[EEN
1

Da mucosa oral de 80 criancas internadas em Hospital Pablico, S.P., com cancer e sem

cancer, 32,5% apresentaram cultura positiva para leveduras.

N
1

Das criancas estudadas, 76% apresentaram algum tipo de cancer.

3- As espécies totais isoladas foram: Candida albicans ss (72,92%); Candida parapsilosis ss
(14,6%); Candida dubliniensis (4,16%); Candida glabrata ss, Candida tropicalis, Candida
fabianii e Kodamaea ohmeri com (2,08%).

4

Das criangas sem cancer isolou-se: C. albicans ss, C. tropicalis, C. fabianii e K. ohmeri.
Das criangas com cancer isolou-se: C. parapsilosis ss, C. glabrata ss, C. albicans ss e C.
dubliniensis.

Obteve-se 30,8% (8/26) de colonizacdo oral, a presenca de leveduras da mesma espécie, em

ol
1

pelo menos duas amostras sequenciais.

(o]
1

Nado foram isoladas as espécies C. tropicalis, C. fabianii e K. ohmeri, nos casos de
colonizacao.
7- Ocorreram isolamentos duplos de leveduras em um mesmo material clinico, em pacientes

colonizados: C. albicans ss + C. parapsilosis ss; C. albicans ss + C. glabrata ss.

(0 0]
1

Ocorreram isolamentos duplos de leveduras, em pacientes ndo colonizados: C. albicans ss

+ C. tropicalis; C. fabianii + K. ohmeri; C. albicans ss + C. parapsilosis ss.

O
1

Pelos métodos de identificacdo das leveduras: tradicional e Maldi-Tof, obteve-se 91,6% de

concordancia e entre “Chromagar Candida” e Maldi-Tof, obteve-se concordancia de 100%.

10- -A atividade enzimatica para proteinase ocorreu em 96% das cepas de leveduras e 70,80%
apresentaram indice fortemente positivo.

11--Em relacédo a sensibilidade/resisténcia aos antifingicos, pode-se observar:

e 16,7% (8/48) resistente a anfotericina B: (6 cepas de C. albicans ss e 2 cepas de C.
parpasilosis ss)

e 12,5% (6/48) resistentes a VCZ: (5 cepas de C. albicans ss e 1 cepa de C. tropicalis)

e 6,25% (3/48) resistentes a FCZ (2 cepas de C. albicans ss e 1 cepa de C. tropicalis)

e Obteve-se 2 cepas (1 C. albicans ss e 1 cepa de C. tropicalis) que apresentaram
resisténcia cruzada a dois azois VCZ e FCZ.

e Uma cepa de C. albicans ss foi resistente a AMB e VCZ
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O

(@)

Uma cepa de C. albicans ss foi resistente a AMB, VCZ e FCZ, mostrando ser
multirresistente

Cepas de C. fabianii e K. ohmeri- ndo tem parametros para as metodologias da
EUCAST:

o C. fabianii: AMB e FCZ = MIC=2mg/L; VCZ = MIC=0,12 mg/L.

o K. ohmeri: AMB = MIC=0,25 mg/L; VCZ = MIC=0,06 mg/L; FCZ = MIC=2 mg/L.
Com relagdo a nistatina — ainda ndo se tem parametros para as metodologias do
EUCAST:

C. albicans ss (N=35): 3(MIC= 1mg/L), 6(MIC=2 mg/L), 1(MIC=8 mg/L) e 22 (MIC
= 16> mg/L)

C. parapsilosis ss (N=7): 2(MIC=1 mg/L), 3(MIC=2 mg/L), 2(MIC=4 mg/L)

C. dubliniensis (N=2): 1(MIC=0,03 mg/L) e 1(MIC=1 mg/L)

C. tropicalis (N=1): 1(MIC=2 mg/L)

C. glabrata ss (N=1): 1(MIC=16> mg/L)

C. fabianii (N=1): 1(MIC=2 mg/L)

K. ohmeri (N=1): 1(MIC=16> mg/L)

12- Pelos resultados obtidos pode-se observar a presenca e colonizacdo de leveduras na mucosa

oral deste grupo de criancas internadas em Hospital Publico, S.P., e na grande maioria com

cancer. C. albicans ss foi a espécie mais frequente, destacando-se ainda o isolamento de C.

fabianii e K. ohmeri, espécies raras em material clinico e surgindo, cada vez mais, como

patdgenos oportunistas.

Outro fator importante, a ser salientado, neste trabalho, foi a realizacdo de testes de

sensibilidade/resisténcia aos antifingicos, que serviram como ‘“estudo sentinela” para 0

clinico, seguir terapia adequada.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - FACULDADE DE ODONTOLOGIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Convidamos o/a Senhor(a) a permitir a participacdo do(a) menor, que esta sob vossa responsabilidade legal
a participar da pesquisa “ Estudo sentinela: Monitoramento da colonizacéio fiingica de mucosa oral em
criangas internadas em Hospital Publico, Sdo Paulo”, que esta sob responsabilidade da pesquisadora
Regina Teixeira Barbieri Ramos. Sua participacao é totalmente voluntéaria.

O objetivo geral desta pesquisa é verificar a colonizacdo por leveduras na mucosa oral de criangas internadas
em Hospital Publico Infantil e analise de risco da colonizagéo para possiveis casos de septicemia. Para isso
faremos a coleta da mucosa oral com auxilio de “swabs”. Antes do inicio das coletas, os responsaveis legais

pelas criangas serdo orientados a preencher o “Termo de consentimento” de livre participagao na pesquisa.

Procedimento: Apds serem informadas e esclarecidas todas as ddvidas dos responsaveis sobre a pesquisa, e
consequentemente obtivermos o consentimento do responsavel em deixar o menor participar do estudo, sera
realizada a coleta da secre¢do oral com o auxilio de “swabs”, um tipo de palito estéril de plastico com um
algoddo na ponta, o qual coletara amostra da parte interna da bochecha do participante da pesquisa no dia da
internacdo da crianga e a cada 10 dias, enquanto o paciente estiver internado. As amostras coletadas serdo
enviadas para o laboratdrio, onde serdo semeadas em meios especificos e realizado todos os processos de
identificagdo. As amostras ndo serdo guardadas, apenas utilizadas para fazer os exames e descartadas de
acordo os procedimentos operacionais do laboratério responsavel.

Nao havera gastos ou pagamentos para participar da pesquisa, visto que ela se realizara dentro do
Hospital Infantil Darcy Vargas (HIDV), enquanto o paciente estiver internado. Ressaltamos que esta pesquisa
nao acarretard em danos ao paciente, visto que serd feita coletas sem causar nenhum tipo de dor ou
ferimento.

O risco da participacdo nesta pesquisa é inexistente, mas, 0 paciente pode sentir um pouco de desconforto
durante a coleta.

Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do Pesquisador Responsavel
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Como beneficios: serdo feitos monitoramentos, onde poderemos estudar a colonizagdo da mucosa oral por
leveduras, tragando assim um perfil epidemiolégico: identificacdo das leveduras e parametros relacionados
a sensibilidade aos antifangicos. Prevencdo de possiveis futuras infec¢bes fungicas. Durante todo esse
processo, o clinico serd notificado de todos os resultados para melhor tratar seus pacientes. Com a finalizagéo
deste estudo, esperamos, contribuir com a adocdo de medidas que possam minimizar o aparecimento dessas
infecgBes no hospital em estudo.

Caso, por algum motivo o responsavel legal ou o participante da pesquisa, sinta a sua integridade (moral,
psicoldgica e social) comprometida devera relatar o ocorrido ao Comité de Etica em Pesquisa desta
Instituicdo pelo telefone 3091-7960, ou pelo e-mail cepfo@usp.br ou no endereco Av. Prof. Lineu Prestes,
2227 — 05508-000 — Séo Paulo — SP. Horario de funcionamento: segunda a sexta-feira das 8 as 17 h (exceto
feriados e recesso universitario). O Comité é um colegiado interdisciplinar e independente, de relevancia
publica, de carater consultivo, deliberado e educativo, criado para defender os interesses dos participantes de
pesquisa em sua integridade e dignidade para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro dos padrdes
éticos. (Resolucdo CNS n°466 de 2012)

Os resultados obtidos ficardo sob cuidado dos pesquisadores envolvidos no projeto, e serdo realizados como
dados de pesquisa cientifica, podendo vir a serem divulgados em artigos e/ou congressos, resguardando
sempre 0 sigilo quanto a sua identificacdo. As informacdes fornecidas serdo confidenciais e de conhecimento
apenas dos pesquisadores responsaveis.

Se caso este estudo for descontinuado, as suas informagdes e resultados ndo serdo utilizados.

Caso a participante da pesquisa deseje retirar seu consentimento, em qualguer fase da pesquisa, podera
fazé-lo sem nenhum prejuizo ou punicéo.

O estudo sera conduzido pela aluna de Doutorado e Pesquisadora Regina Teixeira Barbieri Ramos, que estara
a disposicao para esclarecimentos e prestar a devida assisténcia no decorrer da pesquisa no endereco Av.
Prof. Lineu Prestes, 2227, Cidade Universitaria, Sdo Paulo — SP ou pelo telefone 3091-7893, de segunda a
sexta-feira das 8 &s 17h (exceto feriados e recesso universitario), ou pelo e-mail reginatbarbieri@usp.br a
qualquer momento.
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Consentimento p6és-informacdo:

Eu, , responsavel legal pelo(a)
menor fui informado(a) sobre o que o
pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboraco, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo
em deixar o/a menor participar do projeto, sabendo que, ndo vou receber valor algum em dinheiro para
participar e posso desistir quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas
por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Dados do Paciente:

NOME: DATA DE
NASCIMENTO: SEXO: ( )Masc. ( )Fem. PESO:
PATOLOGIA: TEMPO DE INTERNACAO:

ENDERECO:

Ne: APTO: BAIRRO:
CIDADE: CEP:

TELFONE: DDD( )

Acerca dos resultados dos exames:

() SIM quero ser contatada e informada sobre os resultados dos exames que serdo realizados
() NAO quero ser contatada e informada sobre os resultados dos exames que seréo realizados

Acerca de novas pesquisas:

() Declaro que as informacGes obtidas no questionario, resultados de exames e material biolégico (secrecédo
mucosa oral) devem ser utilizadas apenas para esta pesquisa.

() Declaro que as informagdes do questionario, os resultados dos exames e 0 material bioldgico (secrecéo
da mucosa oral) podem ser utilizados para outras pesquisas, sem que seja necessario me informar.

() SIM desejo ser contatada novamente caso haja interesse de utilizar minhas informacdes obtidas a partir
de questionério e resultados de exames, para uma nova pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do Participante da Pesquisa Assinatura do Pesquisador
Regina Teixeira Barbieri Ramos

313
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APENDICE B — Termo de Assentimento (6 a 12 anos)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - FACULDADE DE ODONTOLOGIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

Termo de assentimento para criancas
(de 6 anos a 12 anos)

O termo de assentimento (TALE) ndo elimina a necessidade de fazer o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do menor de 18 anos ou
legalmente incapaz.

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Estudo sentinela: Monitoramento da colonizacio
fungica de mucosa oral em criancas internadas em Hospital Publico, Sao Paulo”.
Seus pais ou responsaveis legais permitiram que vocé participe.

Queremos saber se dentro da sua boca tem microrganismos que podem causar algum tipo de doenga para
voce.

As criangas que irdo participar desta pesquisa t€ém de 0 a 17 anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, ¢ um direito seu e ndo tera nenhum problema se desistir.
A pesquisa sera feita aqui no hospital enquanto vocé estiver internado(a). Logo na sua internacgdo, faremos a
coleta da secre¢do da parte interna das suas bochechas com o auxilio de um “swab”’(uma espécie de cotonete
longo estéril). Esse processo ira se repetir a cada 10 dias enquanto vocé estiver internado neste hospital. Esta
coleta ¢ muito simples, ndo ha nenhum risco para vocé, mas vocé€ pode sentir algum desconforto durante a
coleta. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelo telefone 3091-7960 da pesquisadora Regina
Teixeira Barbieri Ramos.

Coisas boas que podem acontecer: fazendo estas coletas periodicamente, podemos prevenir o aparecimento
da candidiase (pode causar uma doenca na boca) e sua possivel piora. Com isso, os médicos serdo
comunicados e irdo tomar a melhor decisdo para vocé ficar melhor o mais rapido possivel. Isso também faz
com que o tempo de internagdo ndo seja aumentado por conta disso.

Ninguém sabera que vocé estd participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a
estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem identificar
as criangas que participaram.

Quando terminarmos a pesquisa, esperamos contribuir com a adogdo de medidas que possam minimizar o
aparecimento das infec¢des por fungos no hospital em estudo.

Se vocé tiver alguma diivida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na parte de cima deste texto.

172
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa
“Estudo sentinela: Monitoramento da colonizacao fungica de mucosa oral em crianc¢as internadas em
Hospital Piblico, Sao Paulo”.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir e que
ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0s meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do menor Assinatura da pesquisadora
Regina Teixeira Barbieri Ramos

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP
Faculdade de Odontologia - Universidade de Sao Paulo (USP)

telefone 3091-7960, ou pelo e-mail cepfo@usp.br ou no enderego Av. Prof. Lineu Prestes, 2227
—05508-000 — Sao Paulo — SP. Horario de funcionamento: segunda a sexta-feira das 8 as 17 h
(exceto feriados e recesso universitario).

2/2
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APENDICE C — Termo de Assentimento (12 a 17 anos)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - FACULDADE DE ODONTOLOGIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

Termo de assentimento para criancas
(de 12 anos a 17 anos)

O termo de assentimento (TALE) ndo elimina a necessidade de fazer o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do menor de 18 anos ou
legalmente incapaz.

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Estudo sentinela: Monitoramento da colonizac¢io
fungica de mucosa oral em criancas internadas em Hospital Publico, Sao Paulo”.
Seus pais ou responsaveis legais permitiram que vocé participe.

Queremos saber se dentro da sua boca tem microrganismos que podem causar algum tipo de doenga para
voce.

As criangas que irdo participar desta pesquisa t€m de 0 a 17 anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nido quiser, ¢ um direito seu e ndo tera nenhum problema se desistir.
A pesquisa sera feita aqui no hospital enquanto vocé estiver internado(a). Logo na sua internagdo, faremos a
coleta da secrecdo da parte interna das suas bochechas com o auxilio de um “swab”’(uma espécie de cotonete
longo estéril). Esse processo ira se repetir a cada 10 dias enquanto vocé estiver internado neste hospital. Esta
coleta ¢ muito simples, ndo ha nenhum risco para vocé, mas vocé pode sentir algum desconforto durante a
coleta. Caso acontega algo errado, vocé pode nos procurar pelos telefone 3091-7960 da pesquisadora Regina
Teixeira Barbieri Ramos.

Coisas boas que podem acontecer: fazendo estas coletas periodicamente, podemos prevenir o aparecimento
da candidiase (pode causar uma doenga na boca) ¢ sua possivel piora. Com isso, os médicos serdo
comunicados e irdo tomar a melhor decisdo para vocé ficar melhor o mais rapido possivel. Isso também faz
com que o tempo de internacdo ndo seja aumentado por conta disso.

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a
estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem identificar
as criangas que participaram.

Quando terminarmos a pesquisa, esperamos contribuir com a ado¢do de medidas que possam minimizar o
aparecimento das infec¢des por fungos no hospital em estudo.

Se vocé tiver alguma diivida, vocé€ pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na parte de cima deste texto.

172
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa
“Estudo sentinela: Monitoramento da colonizacao fungica de mucosa oral em crianc¢as internadas em
Hospital Publico, Sao Paulo”.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir e que
ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com 0s meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li € concordo em participar da pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do menor Assinatura da pesquisadora
Regina Teixeira Barbieri Ramos

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP
Faculdade de Odontologia - Universidade de Sao Paulo (USP)

telefone 3091-7960, ou pelo e-mail cepfo@usp.br ou no enderego Av. Prof. Lineu Prestes, 2227
—05508-000 — Sao Paulo — SP. Horario de funcionamento: segunda a sexta-feira das 8§ as 17 h
(exceto feriados e recesso universitario).

2/2
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APENDICE D - PROTOCOLO | - MONITORAMENTO DOS ACHADOS LABORATORIAIS

Procedéncia da cepa: mucosa oral O

Setor de Internacéo

Registro e dados do paciente

Data:

1- Cultura

Adgar Sabouraud dextrose:

“Chromagar” (verificacdo de cor):

2- Identificacdo Tradicional

+«+ Macro e Micromorfologia — Microcultivo
+ Crescimento a 37°C:
Hidrolise da ureia:

Presenca de capsula:
+ Reacdoao TTC:

3- ldentificacdo pelo Maldi Tof:

4- Testes de sensibilidade aos antiflngicos:
4.1- Método EUCAST: Anfotericina B, fluconazol, voriconazol e nistatina.

+« Antifangico: MICS:
+ Classificagdo — resisténcia /sensibilidade

5- Identificacéo e Resultados com os antifungicos
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APENDICE E - PROTOCOLO Il - COMUNICACAO DOS ACHADOS LABORATORIAIS

mucosa oral O

[N
1

Presenca de leveduras:

N
1

Auséncia de leveduras:

w
1

Identificacdo

4

Antifungigrama

4.1. EUCAST

5- Resultados em 24hs a 48hs ap6s o isolamento para métodos tradicionais. Caso
necessario, pronta execucao dos testes de antifingicos.

6- Resultados entre 15 e 30 minutos — Maldi Tof.

7- Comunicacgdo imediata do complexo C haemulonii, C auris e de outros isolados
multirresistentes.
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantii Darcy Vargas (HIDV)

GO ERHO D0 ERTA DD

L R

PARECER OFICIAL DA INSTITUICAD

Do: COMITE DE ETICA EM PESQULSA HIDV /SES
PARA: REGINA TEIXEIRA BARBIERI RAMOS / CLAUDETE RODRIGUES PAULA
CAAE: D321128.2.0000.0075

O Comité de ftica em Pesguisa do Mospital Infantil Darcy Vargas, analisouw
e avtorizos a pesquisa “Estudo Sentinela: Monitoramento da coblonizacio flingica
de mucosa oral em criancas internadas em Mospital Poblico, 58oc Paulo™ sob
responsatbilidade de Regina Teixeira Barbieri Ramos & Clavdete Rodrigues Paula.

A refenda pesquisa devera ter ascompanbamenta deste CEP guanto 2 sua
pxscucio e finalzacio, segundo Resolugdo 196/96 e Resolupies Complementares
CONEP/CNS/MS, devendo o responsdvel entregar relatirio detalhado com os resultados
e/ou objetivos alcancados dentro da proposta oferecida ap Comité de Etica em Pesguisa
HIDY, no prazo de 30 dias apés o bérmino das trabalbaos.

Cho Paulo, OF de maio de 20049

)
e 115“‘-5-7%.*" =
C 59
Dr. Sergic Antonio Bastos Sarmuhba
Daretor Técnioo de Sadde L1

UzA IEf - Hospital Infantil Darcy Vargas

Comith du Etica am Pesgquisa - CEPSHIDY
B. Dr. Serdfico de Adbi Carvalho, 34, B0 Gndar - . Goeedala | CEP 05604-000 | Sk Paula, SP
Forma: [10] 3F253-3726 5§ 2711 dep o darcyvarga silfomal .oom






ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em Pesquisa - HIDV

5—1" o SECRETARLA DE ESTADD DA SAUDE ) .
I -"'] ; HOSPITAL INFANTIL DARCY VARGA S
i S/

COMITE DE ETICA EM FESQUISA HIDVISES

TERKMO DE COM ZEENTIMENTO LIVRE E ERCLARECIDO

T

1. Dadac da ldemilficagho do cujslo ds pacquics ow recponcvel legal
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DADES OATA OE M& BECIMENTO: EEXC: & IMASC | IFEM
TEL.: { )

REEPONEAVEL: |

ERLU DE PARENTEACO: (= JMAE | (P&l { JasOE | JOUTROE:

END.:

M CONF.: EAIRRD: ILINIC.-

Z. Dados siobre a Pasgulsa

TIMULD O PROJETD DE FE BUAN Bd- Extudo cendinsia: Monfioameanie da colonizagho
fungloa da mucoca oral sm oriangac Intarnsdas s Hooptal Poblics, 3% Pauia
FEIGUIEADCR: Ragina Telxsira Sarbler] Famos

PROFIEISD: Blbloge

1. Avallsplo do Ricoo da Pscgulca
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& | Ricao Balao = [ Alezo Malcr
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4. Duragda da Pecquilcs

& duragdo ds pasqulcs & ds ok anoc.
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SECRETARIA DE ESTADD DA SAUDE .""J"_-H".
HOIPITAL INFANTIL DARCY VARGA 3 ‘% ]
T PR PRI PR — L d

COMITE DE ETICA EM PESQUIEA HIDVSES
chv-pap s ade S0 oo by

TERKMO DE CON SENTIMENTC LIWRE E EECLARECIDOD

Lo =) |

E. Regiciro dac explipagdsc do pasquisador ao packents ou cou rapreceniante lsgal
cobra 2 pacgulsa

Tenio disseraive conbendo as nfermaodes ek

®  usificotiva o ob el da poesguisa

#  Frooed monios gue seno ulilizados & propds fos, induindo o ident oo ge-presediongricn
U el SanD CARRARRR AR

#  Desnonlonioe & feocs eaparados

®  Boeralicos gue podendo Sir oblkdos

®  Froced menies allemal s QU Dossan SeT vaimialees Dard O | rdviduc,

2. Erpimranlmaine dados pelo pecguicador coore garanbas do cujslto ds pasguisa
Tenio dissieraive cConbendo as nfermaodes ok

®  GORsnd, O quague Bemp, dE Trdomagdes sotne prooed menios, rsons & bencfioos
o Bconadog o pesUGa, moiisive pana diimir ceenluals gehidns

®  Liberdade do nefinar so0 consend menio & quakguer sromenio o de delxar de pa cpar do
eshEln, Sem QU S iage fRRleps i condinsdads da asskEinom

= Saveguanda da oonfdond alidade. siglo @ prvocidada;

#  Dispondtdidade de cssksifmoa no HIDW, por Q@arbuss danos & sadoke, doooronbes da
[t (TR

®  Wabldade de inden el por aveniua s danos & siide deoorrenies da pesguisn.

7. Informags-des & nomat, snderspos & fslsfonat doo recponsavalc palo
ssompanhamenio dy pacquics, para aonizto de Imtsroorrénolas gBnloac & raacdes
advarsas

O el serd condeidn pela aliing de Doolesade ¢ Pesguesilors Reguu Taxeam Hirbien Rames,
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TERMO DE CON ZENTIMENTC LIWVRE E ESCLARECIDO
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2. Obcervagdsc somplameniares

& Concantimanto pde asolarscido

Declare qua, apds comenianbamente asclamscds pela pesquisador & e
antendido o que me foi explicads, consinde em paricdpar do presente Pralooalo de

Pesquisa.

Eio Paulo, e e,

Agginalura do sujeita da pesquiss au responsdee| legal

feminatura do Pesguisador (carimbo ou nome lagivel)
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