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Resumo

As infec¢Oes fungicas sistémicas causadas por leveduras do género Candida sdo
consideradas micoses oportunistas de alto risco em ambientes hospitalares. Essas infec¢des
representam importante desafio terapéutico, em razdo do surgimento de espécies resistentes a
antifingicos, associados a altos indices de mortalidade. Por esta razdo, este trabalho objetivou:
Verificar a freqiiéncia de fungemias no Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC) e Hospital
Infantil Albert Sabin (HIAS); identificar os agentes etiologicos implicados; determinar o perfil
de sensibilidade aos antifingicos e avaliar o perfil genotipico das espécies isoladas de pacientes
com quadros de recorréncia. Para isso foram recuperadas, de 4 627 hemoculturas, 55
hemoculturas positivas para leveduras do HGCC, e, de 5 316 hemoculturas, 87 positivas para
leveduras do HIAS. Destas, 23 do HGCC e 43 pacientes do HIAS que possuiam historias
clinicas com dados completos entraram neste estudo. O diagnostico micologico foi realizado
por meio das caracteristicas bioquimicas e morfolégicas dos agentes etiologicos isolados. O teste
de sensibilidade aos antifingicos - anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol - utilizou
o método de microdilui¢do em caldo, descrito no documento M27-A2 do NCCLS. As técnicas de
genotipagem foram realizadas por eletroforese em campo pulsatil (PFGE) e amplificacao
aleatoria do DNA (RAPD). Entre o periodo do junho do 2000 a junho do 2002, no HGCC, foram
analisadas 4 627 hemoculturas, sendo positivas 1051, das quais 55 (5,2%) foram positivas para
leveduras do género Candida. Em contrapartida, no periodo de junho do 2001 a junho do 2002,
no HIAS, foram analisadas 5316 hemoculturas, sendo positivas 1520 amostras, das quais 87
(5,72%) foram positivas para leveduras dos géneros Candida e Rhodotorula. A principal espécie
envolvida, dentro do género Candida, foi a C. parapsilosis com 36% e 42% no HGCC e HIAS,
respectivamente. Os principais fatores de risco foram: a antibioticoterapia prévia (n=19; 90%),
cateter venoso central, nutri¢do parenteral, sondagem gastrica , ventilagdo mecanica, cirurgia e
prematuridade. Quanto a resisténcia a drogas antifungicas, foi observado que anfotericina B
apresentou um indice de resisténcia de 4%, fluconazol- 52%, itraconazol- 50% e cetoconazol-
86%. A técnica do PFGE caracterizou um perfil cromossomico de 6 bandas para C. parapsilosis
e 4 para C. tropicalis. Esta técnica permitiu a diferenciagdo de uma cepa com padrio de bandas
alterado para o ultimo episddio do paciente 4. A técnica de RAPD caracterizou um padrao de

distribuicdo de bandas predominante para C. parapsilosis e foi capaz de caracterizar 4 perfis



genomicos, indicando re-infeccdo em 3 pacientes e 2 perfis gendmicos foram encontrados para
C. tropicalis . Este ensaio demonstra a emergéncia das Candida nao-albicans, especialmente a
C. parapsilosis, como principal responsavel pelos casos de candidemias em dois hospitais de
indicagdo terciaria de Fortaleza, associado a uma alta resisténcia in vitro aos antifungicos. A
variabilidade genética encontrada nas C. parapsilosis e C. tropicalis, mediante as técnicas do
PFGE e RAPD, revelaram quadros de re-infec¢do, os quais erguem a possibilidade de que estas
sejam decorrentes de uma contaminagdo entre pacientes ou indiretamente, por intermédio de

trabalhadores da saude.



Abstract

The systemic infections caused by yeasts of the genus Candida are considered
opportunist mycoses of high risk in hospital environments. These infections represent important
therapeutical challenge, by reason of arising of species resistent to some antifungals, associated
with high rate of mortality. Therefore, this work sought: To verify the frequency of fungemias at
Dr. César Cals Hospital and Albert Sabin Children Hospital; identify the etiological agents
implicated; determine the sensitivety profile to antifulgal and evaluate the genotypical profile of
the species isolated from patients with recurrency. For this, were recuperated from 4627
hemcultures, 55 yeast-positive hemocultures at HGCC and from 5316 hemocultures 87 yeast-
positive hemocultures at HIAS. From them, 23 patients at HGCC and from 43 at HIAS that had
clinical histories with complet data entered this study. The mycological diagnosis was
performed through biochemical and morphological characteristics of the etiological isolated. The
test of sensitivety to antifungal- amphotericin B, fluconazole, itraconazole and cetoconazole-
utilized the microdilution method in broth, reported in the document M27-A2 of the NCCLS.
The genotyping techniques were performed through PFGE (Pulsed Field Gel Electrophresis),
RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA analysis). Within the period from june of 2000,
to june of 2002 at HGCC, were analysed 4627 hemocultures, being positives 1051, of which 55
(5,2%) were positive for yeast of the genus Candida. On the other hand, in the period from june
of 2001 to july of 2002 at HIAS, were analysed 5316 hemocultures, of which 87 (5,72%) were
yeast-positive of the genus Candida and Rhodotorula.The main specie involved in the genus
Candida, was C. parapsilosis with 36% and 42% of the cases at HGCC and HIAS respectively.
The main risk factors associated with candidemia, were: the previous antibiotic therapy, central
venous catheter, parenteral nutrition, gastric probe, mechanical ventilation, surgery and
prematurity. About the resistance to antifungals drugs was observed that amphotericin B showed
a resistance level of 4%, fluconazole-56%, itraconazole-52% and cetoconazole- 86%. The PFGE
technique caracterized a cromossomic profile of 6 bands for C. parapsilosis and 4 for C.
tropicalis. This technique permited the diferentiation of one cepa with changed pattern of bands
for the last episode of the patient 4. The technique of RAPD chacacterized a distribution pattern
of predominant bands for C. parapsilosis and was capable of characterize 4 genetical profiles,

denoting reinfection in 3 patients and 2 genomic profiles were found for C. tropicalis. This assay



shows the emergency of the non- albicans Candida, specially the C. parapsilosis, as main
responsible for the cases of candidemia in the two hospitals of tertiary indication of Fortaleza,
associated with a high resistance in vitro to antifungals. The genetical variability found in C.
parapsilosis and C. tropicalis through the PFGE and RAPD techniques, revealed reinfection
pictures, which rises the possibility that these be due to a contamination among patients or

indirectly through the healthy workers.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas em ambientes hospitalares causadas por leveduras do género
Candida sdao micoses oportunistas implicadas no aumento das taxas de fungemias em hospitais
terciarios de diferentes partes do mundo, respondendo por mais do 80% das infec¢des fungicas
documentadas, sobretudo no que diz respeito as da corrente sangiiinea (SANDVEN et al., 1998,
2000; FERNANDES et al., 2000; COLOMBO et al., 2003). Por esta razio estas infec¢oes
possuem grandes impactos na satide publica, principalmente em ambientes hospitalares de alto
risco como UTIs e bergarios (COLOMBO et al., 1999; SIDRIM & ROCHA, 2004). Além
disso, devido o surgimento de espécies resistentes a antifungicos associadas a altos indices (40
a 60%) de mortalidade no mundo todo, representam um importante desafio terapéutico
(HUANG et al., 1999).

O aumento da prevaléncia das infec¢des fungicas ¢ devido ao aumento do nimero de
pacientes com imunossupressao adquirida ou induzida tais como: cancer, transplante de
medula 6ssea ou de orgdos solidos, infeccdo por HIV e administracdo prolongada de
corticosterdide, os quais, tornam os pacientes vulneraveis para infecgdes fungicas oportunistas
(RODRIGUEZ & MOREIRA, 1999). Em adi¢do, procedimentos cirirgicos complexos, com
uso de dispositivos implantaveis, tais como cateter venoso central sondagem gastrica e
administragao de antibioticos de amplo espectro, proporcionaram aumento dramatico da

incidéncia de infec¢des fungicas hospitalares (SIDRIM & ROCHA, 2004).

1.1 O género Candida

O género Candida ¢ constituido por leveduras anamorficas, representados por 163
espécies, cujos mecanismos de divisdo celular envolvem o brotamento simples, brotamento
fissdo e divisdo binaria (GUARRO et al., 1999; BRION et al., 2001; HOOG et al., 2001).

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta freqiiéncia com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano. Possuem ampla distribui¢do, podendo ser
encontradas no solo, alimentos, ambiente e fazendo parte da microbiota do homem e de outros
animais (GUARRO et al., 1999; SIDRIM & ROCHA, 2004).

Estes microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorra um desequilibrio

do binémio parasita-hospedeiro (BRION et al., 2001; SIDRIM & ROCHA, 2004). A
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colonizagdo ¢ o primeiro passo nesse sentido, pois populacdes numerosas de leveduras tentam
vencer as defesas do individuo, sem causar-lhe danos (BRION et al., 2001). Seguem-se, entdo,
alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou comprometimento das barreiras
anatomicas secundariamente (RODRIGUEZ & MOREIRA, 1999).

As alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro podem ser decorrentes de
mudangas fisiologicas, caracteristica da idade, ou, ainda, associadas a doengas degenerativas,
neoplasias, a imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e imunossupressao induzida por atos
médicos (COLOMBO et al., 2003). Todas estas alteragdes no mecanismo de defesa do
hospedeiro, quando associadas a fatores patogénicos do género Candida, ocasionam uma
infec¢do do tecido sangiliineo, com potencial disseminacdo para outros sitios profundos
(SIDRIM & ROCHA, 2004).

Entre os fatores relacionados a patogénese das espécies de Candida, podem ser citados:
1) capacidade de crescimento a 37°C; 2) pleomorfismo, cujo papel ¢ importante nos processos
iniciais de invasdo tecidual; 3) produgdo de alguns metabdlitos pelas espécies de Candida, que
podem ser capazes de desencadear manifestagdes alérgicas do tipo imediato e tardio; 4)
producdo de enzimas como lipases e proteinases; e 5) variabilidade fenotipica e aderéncia
mediadas por mananoproteinas (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Entre as espécies de Candida conhecidas, 17 sdo implicadas em quadros de infecgdo
humana.

A Candida albicans ¢ a espécie mais freqiientemente isolada de infec¢des superficiais e
invasivas em casuistica de todas as partes do mundo mais relacionada a quadros de infecc¢ao
humana, apresentando varios fatores de patogenia e viruléncia (RODRIGUEZ & MOREIRA,
1999; LOPEZ et al., 2003; MARCHETTI et al., 2004) (Figura 1).

Candida tropicalis é uma espécie isolada com freqiiéncia nos pacientes com doengas
hematoldgicas malignas. Esta espécie € relatada como o segundo ou terceiro agente etioldgico
mais comum de candidemia em pacientes com neoplasias, sendo sua freqiiéncia maior em
leucemias e menor em tumores solidos (GUPTA et al., 2001; FOONGLADDA et al., 2004)
(Figura 1) .

Candida parapsilosis ¢ um patégeno cuja ocorréncia ¢ freqiiente em criancas e
prematuros internados em unidades de cuidados intensivos, onde a prevaléncia desta espécie ¢

de 17 a 50% dos casos. C. parapsilosis prolifera em solugdes contendo glicose, tem grande
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capacidade de produzir biofilmes e, freqiientemente, de colonizar a pele (LEVY et al., 1998)
(Figura 1).

Candida glabrata ¢ a segunda ou terceira espécie mais comum nos quadros de
candidemia isolada dos hospitais dos Estados Unidos da América e Europa, sendo sua maior
ocorréncia em pacientes idosos (RODRIGUEZ & MOREIRA, 1999) (Figura 1).

Candida guillermondii, é reconhecida por diferentes autores como agente emergente
das infecgdes invasivas, relacionadas freqiientemente a pacientes com cancer (COLOMBO et
al. 2003) (figura 1).

Candida krusei mostra-se como patdégeno hospitalar ocasional, particularmente em
pacientes portadores de doengas hematoldgicas malignas e/ou submetidos a transplantes de
medula 6ssea (BRION et al., 2001) (Figura 1).

Em adigdo, outras espécies de Candida podem ser consideradas patogénicas para
humanos, tais como: C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C.
norvegensis ¢ C. inconspicua (GUARRO et al., 1999; HOOG et al., 2001).
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Figura 1. Principais leveduras do género Candida patogénicas ao homem (Fonte: MILAN
& ZAROR., 2004, p.92)

As manifestacdes clinicas das candidiases apresentam consideravel diversidade de
quadros, podendo ser divididos em trés grandes grupos: cutdneo-mucosa (Figura 2-A e 2-B),
alérgica e sistémica ou visceral. Assim, dependendo da localizag¢do e do estado imunoldgico do
hospedeiro, tais espécies fungicas podem invadir 6rgaos, disseminando-se por via sanguinea e

linfatica (SIDRIM & ROCHA, 2004).
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Fonte: www.siamhealth.net/Health/
Photo_teaching/canda.htm

Figura 2. Principais manifestagdes clinicas das candidiases A. Candidiase mucosa. B.
Candidiases cutanea
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1.2 Candidiases Sistémica

A candidiase sist€émica caracteriza-se por uma sintomatologia infecciosa localizada, e,
em algum periodo de sua evolugdo, dissemina-se a outros 6rgaos por via sangiiinea (SALDAR
et al., 2002; SIDRIM & ROCHA, 2004). Suas manifestagdes clinicas sdo bastante variaveis e
em geral ndo especificas (ELLIS et al., 2002), como, por exemplo: sintomatologia cardiaca,
digestiva, respiratoria, hepdtica, renal, ocular e do sistema nervoso central, podendo ser
observada de forma isolada ou associada. Em todas estas situagdes, podem ser detectados
episodios de fungemias com carater transitério e autolimitado, particularmente em hospedeiros
imunocompetentes (COLOMBO et al., 2003; SIDRIM & ROCHA, 2004).

Nao existem, até o momento, dados clinicos ou laboratoriais que permitam ao clinico
diagnosticar o momento exato do aparecimento de um quadro de fungemia, ou, ainda,
identificar se o episoddio serd transitorio ou originara quadro de candidemia com invasao
tecidual em outros 6rgaos (COLOMBO et al., 2003).

Apesar do limitado ntimero de casos da disseminagdo da infec¢do para multiplos 6rgaos
durante a ocorréncia de candidemia, a morte pode ocorrer. Estas complicagdes infecciosas
podem aparecer semanas ou meses apds o episddio de candidemia, como acontece em alguns
casos de retinite, meningite ou osteomielite por Candida spp. (COLOMBO et al., 2003).

O aparecimento de lesdes cutaneas pode ser a primeira manifestagdo de doenga invasiva
ou um marcador de disseminagdo da doenga. Tais lesdes podem acometer de 10 a 15% dos
pacientes, apresentando-se caracteristicamente como formagdes maculo papulares ou pequenos
nédulos com base eritematosa ou purptrica, sendo ainda descritos outros aspectos morfoldgicos

de lesdes (FERNANDES et al., 2000).

1.2.1 Epidemiologia das candidemias

As candidemias sdo a 4* causa mais comum de infec¢des hospitalares sangiiineas (ABI-
SAID et al., 1997; SIDRIM & ROCHA, 2004), estando associadas ao aumento da permanéncia
hospitalar ¢ a elevada taxa de mortalidade (NUCCI et al., 1998; PITTET et al., 1997;
MACDONALD et al., 1998; RENTZ et al., 1998).

Entre 1976 e 1980, estudos realizados no Canada revelaram que as espécies de Candida
representavam a 13° causa de infecgdes fingicas hospitalares (FERNANDES et al., 2000)
passando, no periodo entre 1991 e 1996, a ser 4" causa destas infecgdes (ABI-SAID et al.,
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1997). Consecutivamente, na Europa, VOSS et al. (1997) observaram um aumento alarmante
de candidemia em diversos hospitais, passando de 53 a 95 episddios por ano.

No Brasil, COLOMBO et al. (2003) conduziram um estudo epidemioldgico na cidade

de Sdo Paulo, no qual observaram que as espécies de Candida estavam envolvidas em 4,3% do
total das infecgdes flngicas representando o 4° causa das infecgdes hospitalares.

Nas duas ultimas décadas, foram observadas por diversos estudos mudangas
significativas na epidemiologia da candidemia, em virtude, principalmente, da diversificacdo
das espécies envolvidas (RENTZ et al., 1998; MARCHETTI et al., 2004). Assim, por exemplo,
nos anos 60, a Candida albicans era responsavel por 85 a 90% de todas as infecg¢des fungicas
sangiiineas nos Estados Unidos da América, Canada e Europa (RODRIGUEZ & MOREIRA,
1999). A partir do ano 1990, espécies de Candida nao-albicans comegaram a ser os principais
agentes etioldgicos envolvidos nos quadros de infec¢des fungicas invasivas no mundo todo
(TRUBENOVA etal., 2001; CHARLES et al., 2003; CHEN et al., 2003).

Existem variagdes geograficas no padrao etioldgico das infec¢des invasivas causadas
por espécies ndo-albicans. Na América do Norte nota-se o predominio da C. glabrata, como
causadora de infecgdes fingicas sangiiineas (NGUYEN et al., 1996; BODEY et al., 2002).
Dados oriundos da América do Sul, Japao, Taiwan e India demonstraram uma baixa
prevaléncia de C. albicans ¢ o predominio de Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(SANDVEN et al., 2000, GUPTA et al., 2001; FOONGLADDA et al., 2004). Estudos
realizados no Brasil revelaram que C. albicans ¢ a principal espécie implicada em quadros de
candidemia e, dentro das espécies ndo-albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis sdo consideradas
os patdégenos mais importantes (NUCCI et al., 1998; DA SILVA et al., 2001; RESENDE et al.,
2002; GOLDANI et al., 2003; MATSUMOTO et al., 2002).

Na verdade, a emergéncia das Candida ndo-albicans como importantes patégenos
responsaveis por fungemias ¢ apontada em varios estudos, como conseqiiéncia do uso
profilatico ou empirico de drogas antifungicas (NGUYEN et al., 1996; REES et al., 1998;
SIDRIM & ROCHA, 2004).

A associacdo de candidemias hospitalares com a mortalidade varia de 40 a 60% entre os
pacientes que desenvolvem a infeccdo durante a internacdo, em virtude, principalmente, da
falta de um diagnostico clinico-laboratorial rapido e preciso (HUANG et al., 1999; CHARLES
etal., 2003; AL-JASSER et al., 2004).
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1.2.2 Fatores de risco para infecgdes causadas por Candida spp

De maneira geral, o numero expressivo de episodios de candidemia ocorre em pacientes
imunocomprometidos, seja em decorréncia de uma doenca de base ou uso de tratamento com
drogas imunossupressoras ou, ainda, em pacientes que estdo em uso de multiplos acessos
intravasculares (FRIDKIN et al., 1996, REES et al., 1998; SANDVEN, 2000).

Outros importantes fatores de risco incluem: interna¢do prolongada em uma unidade de
cuidados intensivos, cirurgias abdominais, perfura¢do digestiva, antibioticoterapia prévia e/ou
prolongada, nutri¢do parenteral, hemodialise, sonda vesical ¢ candidiria (BLUMBERG et al.,

2001; NUCClI et al., 2002; BORDERON et al., 2003).

1.2.3 Diagnéstico

O diagnostico das candidemias apresenta ainda dificuldades requerendo técnicas e meios
de cultura adequados. Existem 2 tipos de sistemas de cultura de sangue utilizados: sistemas de
detec¢@o manual (Figura 3-A) e técnicas alternativas automatizadas (Figura 2-B). Dentre as
técnicas alternativas automatizadas, encontram-se a lise centrifugacdo e os sistemas de culturas
de sangue com monitoramento continuo (Figura 3-B), que sdo indubitavelmente superiores aos

sistemas de deteccdo manual em termos de sensibilidade de detec¢do (MAGANDIA et al.,

2001; SIDRIM & ROCHA, 2004).

Um dos principios da tecnologia de automagao estd baseado na detec¢do da producao
de CO; ou consumo de O, por frasco de cultura produzido pelo metabolismo microbiano. Os
equipamentos automatizados utilizam um sistema de detec¢ao fluorescente e ndo invasivo para
a realizacdo das leituras a cada 10 minutos, determinando, assim, indiretamente a presenga de
microrganismos (MAGANDIA et al., 2001).

Apesar de todos esses avangos, o sistema automatizado de hemocultura ainda possui
baixa positividade. Até mesmo em pacientes com suspeita forte de candidemia, as hemoculturas
sdo positivas somente em cerca de 50% dos episddios (MAGANDIA et al., 2001). Com a
finalidade de obter maior sensibilidade no diagndstico, estao sendo estudadas varias estratégias,
tais como, testes sorologicos, técnicas de Biologia Molecular, ja utilizadas para identificar as
fontes endogenas ou exogenas de infecgdes por Candida (FERNANDES et al.,, 2000;
SIDRIM& ROCHA, 2004).
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Figura 3 M¢étodos utilizados para detec¢do de infecgdes fingicas.

A M¢étodos convencionais. B Métodos automatizados.

1.2.4 Conduta terapéutica
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Segundo a Sociedade Americana de Doengas Infecciosas (IDSA), refere que a escolha da
droga a ser usada em casos de candidemias depende das manifestacdes clinicas do paciente, da
espécie de Candida isolada e do resultado dos testes de sensibilidade a antifangicos (REX et al.,
2000).

Todos os pacientes hemodinamicamente instaveis com suspeita de candidemia devem
ser tratados com anfotericina B (REX et al., 2000). Esta droga é um agente antifungico
macrolideo poliénico descoberta por GOLD et al. (1956), a partir da fermentagdo do
actinomiceto Streptomyces nodosus. Posteriormente, em 1960, a anfotericina B foi descrita
como o padrdo-ouro para a terapéutica das micoses profundas (LEONARD et al., 1999). O
mecanismo de acdo baseia-se na ligagdo dos sitios hidrofobicos aos esterdis, sobretudo no
ergosterol, que ¢ abundante na membrana celular dos fungos. Em conseqiiéncia desta ligacao,
formam-se poros e canais na membrana, permitindo o extravasamento de eletrdlitos do meio
intracelular, particularmente o potassio (LEONARD et al., 1999). A capacidade de formar
poros através das membranas plasmaticas inibe a acdo de enzimas de membrana tais como:
ATPase para protons de C. albicans ou a ATPase Na /K dos eritrocitos e peroxidos dos lipidios
insaturados (LEBEAU & GRILLOT et al., 1999).

A anfotericina B pode ser administrada de forma parenteral (FERNANDES et al.,
2000). Geralmente na terapia das infec¢des flingicas sistémicas, ¢ administrada por via
intravenosa, sendo o fairmaco mais eficaz disponivel para tratamento das infec¢des fungicas
sistémicas. E quase sempre utilizada no tratamento das infecgdes fingicas potencialmente fatais
em pacientes com comprometimento dos mecanismos de defesa comprometidos. Algumas
vezes ¢ administrado junto com a fluocitosina para o tratamento inicial das infec¢des fungicas
agudas, rapidamente progressivas e potencialmente fatais (LEONARD et al., 1999).

A dosagem deste antifingico nao ¢ padronizada, sendo recomendadas dosagens que
podem variar entre 0,3 a 1,0mg/kg/dia. A variacdo estd na dependéncia dos efeitos colaterais
observados nos pacientes, bem como da gravidade de infecgao (ROCHA & SIDRIM, 2004).

Para pacientes clinicamente estaveis, devem ser tratados com fluconazol (DE BAULE et
al., 1996, MARTIN et al., 1999; ROCHA & SIDRIM, 2004). Os derivados azoélicos, como
cetoconazol, itraconazol e os mais recentes, voriconazol e caspofunginas, sdo opgdes viaveis,
mas o fluconazol ¢ o principal farmaco antifungico utilizado nas infec¢des invasivas (DE PAW

etal., 2000; ROCHA & SIDRIM, 2004)
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Em geral, os derivados azolicos sdo drogas fungistaticas que podem possuir dois
nucleos triazolicos na molécula (LEONARD et al., 1999). Estas drogas fazem parte de um
grupo de agentes sintéticos, com estrutura quimica semelhante, possuem amplo espectro de
atividade antifingica. Os antifingicos imidazolicos caracterizam-se por suas estruturas
pentaciclicas com dois atomos de nitrogénio, providas de uma cadeia complexa. Os triazdlicos
sdo caracterizados por possuirem um pentaciclico composto por 3 atomos de nitrogénio
(LEBEAU & GRILLOT et al., 1999).

O mecanismo de acdo dos compostos azdlicos reside na inibi¢cdo preferencialmente das
enzimas do citocromo P-450 nas células fungicas. Nessas células, os azdlicos interferem com a
biossintese do ergosterol, inibindo a enzima responsavel pela demetilagdo do lanosterol em
ergosterol, a 14- alfademetilase. Este fendmeno origina um acimulo de precursores, ocorrendo
também uma deplecao do ergosterol. Esta interferéncia origina anomalias na permeabilidade da
membrana (MARTIN et al., 1999; REX et al., 2000; RANG et al., 2001).

O fluconazol ndo apresenta nenhuma atividade sobre o sistema enddcrino e possuem
excelente penetrabilidade no liquor. Este farmaco mostra-se ativo contra varios patdgenos
fungicos sistémicos, incluindo Aspergillus sp, B. dermatitidis, C. albicans, C. neoformans, C.
immitis e Histoplasma capsulatum. As dosagens recomendadas estdo entre 100 a 400mg/dia por
via oral ou endovenosa. A duragdo do tratamento para candidemia deve ser de quatorze dias apos
a ultima hemocultura positiva ou quando os sinais e sintomas da infec¢do tenham desaparecido

(REX et al., 2001).

1.3 Resisténcia Antiflingica
A resisténcia aos antifingicos pode ser classificada em:

A resisténcia in Vvitro- este tipo de resisténcia pode ser separado em duas categorias- 1)

resisténcia in vitro primaria, chamada também de intrinseca ou inata (SANGLARD et al., 2002;
VIUDES et al., 2002). Apresenta-se naturalmente no microrganismo, como, por exemplo, a
Candida krusei frente ao fluconazol; 2) resisténcia in vitro secundaria, que aparece quando o
microrganismo inicialmente sensivel se faz resistente, como por exemplo, cepas de Candida

isoladas de pacientes com candidiases oral e com tratamento prolongado com fluconazol

(BALKIS et al., 2002; KREMERY et al., 2002).
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B resisténcia in vivo- chamada também de resisténcia clinica. Aparece como resultado

de falha do tratamento antifingico ¢ ndo se associa com a diminuig¢do da sensibilidade in vitro
(VIUDES et al.,, 2002). Este tipo de resisténcia decorre de varios fatores, tais como:
farmacocinética da droga antifungica, fatores dependentes do hospedeiro (estado imunitario,
doencas de base e inclusive a troca dos cateteres intravenosos) e fatores relacionados ao
microrganismo (viruléncia e resisténcia) (VIUDES et al., 2002).

A resisténcia primaria para anfotericina B in vitro é descrita em torno de 2 a 5% nas
cepas de Candida spp., tendo sido descritas para espécies de C. lusitinae, C. guillermondii
Fusarium spp, Pseudoalescheria boydii, Cladosporium carrionii e Fonsecaea pedrosoi
(BILLE, 2000, SIDRIM & ROCHA, 2004).

Casos documentados de resisténcia adquirida a anfotericina B ndo se apresentam
numerosos, provavelmente pelas dificuldades técnicas na realizagdo dos testes de sensibilidade
(ELLIS et al., 2002). O nimero maior de publicag¢des evidenciando o fendmeno da resisténcia
de fungos aos poliénicos refere-se ao género Candida, sendo freqlientemente as espécies
envolvidas C. lusitinae, C. tropicalis, C. parapsilosis ¢ C. albicans (ALVES et al., 1997,
LEBEAU & GRILLOT et al., 1999).

A resisténcia inata ¢ uma das principais falhas no tratamento com 5-fluocitosina sendo
bastante comum em C. albicans e também em Aspergillus spp, C. neoformans e espécies de
Candida nao-albicans (ALVES et al., 1997). A resisténcia adquirida a 5-fluocitosina durante o
tratamento também ¢é encontrada em 30% das cepas de C. albicans, de tal maneira que a
monoterapia com este antifungico nao ¢ recomendada na pratica da clinica, justificando, assim,
a terapia combinada de fluocitosina com anfotericina B (ODDS et al., 1996; BILLE, 2000).

A resisténcia inata ¢ uma das principais falhas no tratamento com o fluconazol,
especialmente contra C. krusei e C. glabrata (GHANNOUM et al., 1999). A resisténcia
adquirida a este antifingico também ¢ comum, em pacientes imunocomprometidos, submetidos
a longos tratamentos, sendo as espécies envolvidas neste tipo de resisténcia C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis (CANUTO et al., 2002).

O desenvolvimento da resisténcia das espécies de Candida ao itraconazol parece ser
menos intensa, possivelmente em razdo dos poucos trabalhos que estudam a relagdo da
sensibilidade in vitro e a evolugdo clinica do paciente com infec¢des produzidas por estas

espécies, embora relatos desta resisténcia ja tenham sido publicados (REX et al., 1997; CHEN
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et al., 1996, 2003; GHANNOUN et al., 1999; VIUDES et al., 2002). Contrariamente,
resisténcia ao cetoconazol ¢ a que mais reporta a literatura, possivelmente por ter sido uma das
primeiras drogas deste grupo de azdlicos disponiveis no mercado, apontando, assim, a reducao
da sensibilidade apods a entrada dos triazélicos (ALVES et al., 1997; SIDRIM & ROCHA,
2004).

1.4 Testes de sensibilidade aos antifingicos

Os testes de sensibilidade in vitro aos antifiingicos sdo realizadas para avaliar o seu
potencial terapéutico, comprovar a sensibilidade do fungo isolado frente aos antifingicos e ter
controle da terapia antifingica (ESPINEL-INGROFF et al., 2000).

O principio destes testes € expor um indculo definido de microrganismo em estudo a
conhecidas concentracdes da droga a serem testadas em condigdes que suportem o crescimento
do microrganismo e pouco ou nada interfiram com a atuacdo da droga e observar se o
crescimento fingico ¢ minimizado ou ndo. A leitura final dos testes da dilui¢do permite
identificar a concentracdo inibitoria minima (CIM) da droga que inibe o crescimento do
microrganismo em estudo (ALVES et al., 1997).

A padronizagao das condigdes dos testes de sensibilidade para leveduras foi definida em
1992 pelo Comité Nacional de Estandardizagdo do Laboratério Clinico (NCCLS) com a
publicagdo do documento M27-A2 (REX et al, 1997), a fim de padronizar testes de
sensibilidade a drogas antifingicas, com base no método da macrodilui¢do em caldo (REYES
& GHANNOUM, 2000).

Por ser o teste de macrodiluigao mais laborioso e dispendioso, foi proposta, em 1997, a
técnica de microdiluicdo em caldo, por ser mais pratico e economizar reagentes. Além da maior
facilidade na sua execu¢do, a microdiluicao permite a analise de grande nimero de amostras,
com economia de reagentes (BARRY et al., 2000, 2002; POSTERANO et al., 2000;
COLOMBO& ALVES, 2004).

O principal método comercial para os testes de sensibilidade é o Etest”, que consiste em
uma fita pléstica contendo droga em diferentes concentracdes expressas no reverso da tira. Uma
vez colocada na superficie do meio solidificado, a droga difunde-se rapidamente para o meio,
mantendo um gradiente fixo de concentracdo em torno dela. A difusdo da droga a partir da fita

para o agar causa inibigdo do microrganismo e em caso de sensibilidade a droga, forma uma
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area de inibicao do crescimento em formato de elipse. A concentracdo inibitdria minima ¢ lida
como a concentragdo da droga expressa na fita exatamente no ponto onde a tira intercepta a
elipse de inibicdo de crescimento (COLOMBO &ALVES, 2004). O Etest® retne a vantagem
da simplicidade de métodos baseados na difusdo em agar com as informagdes quantitativas
fornecidas pelos métodos da diluicio. A utilizagdio do Etest® com drogas antifungicas é
analisada em estudos mais recentes e alguns autores ressaltam a grande variacao dos indices de
concordancia na dependéncia da combinagdo organismo-droga estudada (COLOMBO &
ALVES, 2004).

A realizagdo dos testes de sensibilidade aos antifingicos nao ¢ justificavel para alguns
autores pelo fato de que a CIM de antifungicos ndo define necessariamente a eficacia no
tratamento de pacientes portadores de infec¢des fungicas (SANGLARD et al., 2002). Varios
fatores podem causar falha do tratamento, independentemente da eficacia microbiologica da
droga utilizada como: 1) resposta imunolédgica do hospedeiro; 2) presenca do foco infeccioso
(presenga de proteses ou cateteres); 3) farmacocinética do antifiingico (niveis séricos do
antifungico, interacdes medicamentosas antagoOnicas); e 4) espécie de fungo envolvido
(DATRY et al., 2001). Nos pacientes aidéticos e com candidiase oral, no entanto, apresentam
uma boa correlagdo clinico-laboratorial (GHANNOUM et al., 1999; KREMERY et al., 2000).
Contrariamente, os testes de sensibilidade realizados em pacientes candidémicos nao aidéticos
ndo proporcionam uma prova sélida de resisténcia (GHANNOUM et al., 1999; VIUDES et al.,
2002).

1.5 Técnicas de Biologia Molecular aplicadas ao estudo das leveduras do género
candida

Recentes avangos em Biologia Molecular de fungos permitem o entendimento da
dindmica do processo infeccioso € monitoramento da emergéncia de espécies resistentes a
drogas e identificacdo de espécies e subespécies do género Candida spp. Desta forma, os
métodos moleculares estdo sendo, agora, muito utilizados em investigacdes epidemioldgicas de
infecg¢des fungicas (MATSUKO et al., 1994; MCEWEN et al., 2000; ODSS et al., 2003).

Os fungos sdo organismos eucariontes, com a capacidade de acomodar seqiiéncias

adicionais no seu genoma, o que traz, por conseqiiéncia, a existéncia de varios fendomenos
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(mutagdo, recombinagdo sexual, parassexualidade- isto ¢ recombinagdo sem cariogamia nem
meiose) que sdo responsaveis pela variabilidade destas espécies. Assim pela detecgdo do
polimorfismo cromossdmico, pode-se detectar o aumento da variabilidade destas espécies
(ZOLAN, 1995; FIERRO et al., 1999).

Polimorfismo gendmico refere-se a ocorréncia de dois ou mais genoétipos alternativos
que representam variagdes alélicas, passiveis de produzir diferentes fendtipos ou mudangas no
DNA que afetam o padrao de restritivo (FARAH, 1999).

Dentre as diversas técnicas de Biologia Molecular empregadas na obtengdo de
“Impressodes digitais do DNA” das espécies de Candida podem ser citadas: eletroforeses em
campo pulsatil (do inglés, Pulsed-Field Gel Electrophoresis-PFGE), polimorfismo de
comprimento nos fragmentos de restricdo do rDNA/rRNA (do inglés, Restriction Fragment
Lenght Polimorphism RFLP) e polimorfismo do DNA aleatoriamente amplificado (do inglés,
Random Amplified Polymorphic DNA- RAPD) ( DIB et al., 1996; ZANCOPE-OLIVEIRA et
al., 2000).

1.5.1 PFGE

Cariotipagem eletroforética ¢ a expressao usada para designar a analise de cromossomos
mediante a determinagdo do tamanho e niimeros diante da separagdo destes em gel de agarose
quando submetidos a um ou mais campos elétricos (SCHWARTZ & CANTOR, 1984; DOI et
al.,1992).

A separagdo nitida de moléculas de DNA de até 10 000 kilobases ndo ¢ possivel por
eletroforese convencional. Desta forma, a andlises de fragmentos de DNA cromossdmico de
leveduras, digeridas ou ndo com enzimas de restricdo para detecgdo de sitios raros, ¢ realizada
em um sistema de eletroforese multidirecional, conhecida como eletroforese em campos
alternados (PFGE). O principio desta técnica baseia-se na separa¢do de fragmentos de grande
magnitude,aplicados em gel de agarose, pela alternancia de 2 campos elétricos pulsados em
diferentes diregdes (FARAH, 1999). O polimorfismo cromossdmico de Candida spp. foi
demonstrado por varios autores por intermédio da técnica de PFGE (ZOLAN, 1995).

Assim, com o emprego desta técnica do PFGE, parece ser possivel, de forma mais rapida,

analisar amostras de varios isolados dentro de espécie, ao mesmo tempo, e evidenciar
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rapidamente o polimorfismo que elas apresentam (ZOLAN, 1995; DASSANAYAKE et al.,
2000).

1.5.2 RAPD

A técnica do RAPD envolve a amplificagdo simultdnea de vérios locos anonimos no
genoma utilizando iniciadores de seqiiéncia arbitraria (TAYLOR et al., 1999). O polimorfismo
de DNA amplificado ao acaso (RAPD) surgiu com a idéia de se utilizarem iniciadores mais
curtos e de seqiiéncia arbitraria para dirigir a reagdo de amplificacdo, eliminando assim a
necessidade de conhecimento prévio de sequéncia, como no caso do PCR (HANNULA et al.,
1999). O RAPD ¢ realizado com o uso de Unica seqiiéncia iniciadora de seqiiéncia arbitraria
(geralmente 9-10 bases), a qual se hibridiza com afinidade suficiente em seqliéncias do DNA
gendmico em baixas temperaturas (<40° C), permitindo que este iniciador aleatdrio, que ndo
mostra homologia completa em relagdo ao DNA-molde,possa ter pareamento com 2 a 3
nucleotideos e a partir do terminal 3’ do iniciador na fita-molde (FERREIRA et al., 1998;
FARAH, 1999; BARDAKCI et al., 2001). Um numero definido de produtos de amplificacdo é
gerado, pelo fato de as seqiiéncias parcialmente complementares a do iniciador estarem em fitas
opostas no DNA. Pela diferenciacdo no padrao de bandas detectadas por eletroforese em gel
de agarose ou poliacrilamida, é possivel a diferencia¢io de varios microrganismos (MUNOZ et
al., 2003) (Figura 4 ).

O resultado dessa amplificacdo ¢ essencialmente a geragdo de impressdes digitais do
DNA simples e reprodutiveis para a identificacdo de linhagens em gel de eletroforese. O RAPD

¢ utilizado amplamente com diferentes niveis de sucesso (LUPETTI et al., 2002).
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Fita de DM,
Reagdo PCR
Linha 1 2 3 4 5
- — _.-_ F'rcu:luh:u .":".
- = 4 Produto B

Linka 1: Marcador de pezo molecualr
Linha 2 RAPD

Figura 4. Principio da técnica do RAPD
(Fonte: http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/rapd.html

Assim, diante do aumento de incidéncia das infec¢des fungicas nos hospitais e da
variabilidade de freqiiéncias das espécies de Candida como agentes etioldgicos envolvidos em
tais infecgdes, torna-se necessaria a realizagdo de estudos com levantamentos epidemiologicos
em hospitais de referéncia terciaria que proporcionem uma real situagdo das infecgdes nos
hospitais deste nivel em cada regido. Adicionando a esse levantamento, torna-se necessaria a
avaliacdo do padrdo de resisténcia desses isolados, por meio dos testes de sensibilidade, in
vitro, dos antifiingicos, os as quais deverdo ser realizados para uma avalia¢do melhor do padrido
de resisténcia desses isolados.

Soma-se ainda a necessidade de uma discriminagdo detalhada, utilizando técnicas

moleculares, dos diferentes isolados, principalmente em pacientes com dois ou mais pisodios de



32

candidemia, visando a estabelecer refratariedade terapéutica, recorréncia, reinfec¢do ou

suprainfecgao.

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo Geral

v" Verificar a freqiiéncia de fungemias e do agente etiologico implicado em pacientes que

apresentam quadros clinicos suspeitos de sepses em hospitais de referéncia terciaria de
Fortaleza (Hospital Geral Dr. César Cals e Hospital Infantil Albert Sabin); determinar o
perfil de sensibilidade aos antifungicos e avaliar o perfil genotipico das espécies isoladas

em pacientes portadores de mais de um episodio de candidemia.

1.6.2 Objetivos Especificos:

v

Realizar um estudo epidemiologico retrospectivo dos quadros de fungemia no HGCC e
no HIAS;

determinar o perfil de sensibilidade das espécies de leveduras isoladas de
quadros de fungemia e a correlagdo clinica com aos antifungicos fluconazol, itraconazol,
cetoconazol e anfotericina B, usando técnica de microdiluicdo em placa, padronizada
pelo NCCLS (2002); e

analisar o cariotipo eletroforético e o perfil genético das espécies de

Candida isoladas nos pacientes com quadros de fungemia recorrentes por intermédio do
PFGE e do RAPD.
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2 MATERIAIS E METODOS
O presente estudo foi realizado em duas fases, a primeira das quais se fundamentou na

identificagdo dos agentes fungicos isolados das hemoculturas processadas pelo Bactec System
(Becton Dickinson, Diagnostic Instrument Systems, Sparkas, MD, USA) no laboratério de
Microbiologia de ambos os hospitais: Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) e Hospital Geral
Dr. César Cals (HGCC) em Fortaleza- Ceara. Segue-se um levantamento retrospectivo dos dados
clinico-epidemioldgicos dos pacientes com fungemia internados nos respectivos hospitais.

Todas as hemoculturas positivas para leveduras dos hospitais I6cus do estudo foram
encaminhadas ao Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM) no Departamento de
Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard. As amostras foram cadastradas
no Sistema de Banco de Dados (SISCEMM), processadas e analisadas para a identificacdo da
espécie fungica envolvida e, posteriormente, estocadas na micoteca, de acordo as normas
implementadas no laboratério (Anexo I).

Na segunda fase deste ensaio, foram tomadas, dentre as amostras que apresentaram
historias clinicas com dados completos, 50 cepas de leveduras a seguir estocadas na micoteca do
CEMM, as quais foram descongeladas para o estudo dos testes de sensibilidade aos antifungicos
ap6s a verificagdo da viabilidade destas cepas e genotipagem dos isolados de pacientes

portadores de mais de um episddio de candidemia.

2.1 Levantamento descritivo dos pacientes (primeira fase)

Nos laboratérios de Microbiologia do HGCC e HIAS, apds identificagdo laboratorial das
hemoculturas positivas para leveduras, realizou-se uma revisao dos prontudrios de cada paciente,
com o preenchimento de fichas cadastrais contendo: dados demograficos, motivo da internacao,
diagnoéstico presuntivo, dados clinicos relevantes, fatores predisponentes, diagnostico final,
conduta terapéutica e evolugdo do paciente (Anexo I). Foram incluidos nesta pesquisa apenas os

prontuarios que possuiam os dados acima citados completos.
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2.2 ldentificacdo das leveduras
2.2.1 Caracteristicas macromorfoldgicas

Para a identificacdo das espécies envolvidas nos hospitais de indicagdo tercidria citados,
todas as 142 hemoculturas positivas para leveduras (Figura 5-A) foram cadastradas em fichas de
identificagdo para leveduras (Anexo II) e posteriormente semeadas em agar-batata (Anexo III)
por aproximadamente 48 horas a temperatura ambiente. Posterior a incubacao, foram observadas

as caracteristicas macromorfolédgicas, cor e textura das colonias (Figura 5-B).

Figura 5 A Sistema de automagdo Bactec system. B Isolamento
das leveduras em agar-batata.
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Adicionalmente as leveduras foram semeadas em CHROMagar—Candida®
(Microbiology, Paris, France) (Anexo III) para identificagdo presuntiva de algumas espécies,
mediante a diferenciacdo cromogénica das suas colonias e facilitando, assim, o reconhecimento

de culturas mistas.

2.2.2 Caracteristicas micromorfologicas (MILAN & ZAROR, 2004)

2.2.2.1. Prova do tubo germinativo.

O teste do tubo germinativo, permite a distingdo entre Candida albicans ou Candida
dubliniensis (tubo germinativo positivo) de outras espécies de levedura (tubo germinativo
negativo). Esta técnica baseia-se na formagdo de uma projecdo alongada sem constricdo que
emerge da levedura, quando esta em contato com o soro humano, a temperatura de 37°C, durante
2 a 3 horas.

Procedimento
1) Com o auxilio de uma alga de platina esterilizada, retirou-se uma pequena aliquota de

cada uma das colonias da levedura, submetida a crescimento prévio de 24 a 48 horas, a

qual foi inoculada em tubos contendo 0,5 a 1,0mL de soro estéril humano e incubada a

37° C durante 2 a 3 horas.

2) Removou-se, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensdo em lamina-

laminula. As laminas foram examinadas ao microscopio Optico, com objetivas de 10 a

40X, tomando-se o cuidado de ndo confundir tubos germinativos com pseudo-hifas

provenientes da cultura.

2.2.2.2 Microcultivo em Corn-Meal com Tween 80 (Anexo I1I)

A técnica baseia-se no principio de que a incubagdo das leveduras em meio Tween 80 e
sob baixa tensdo de oxigénio estimula a producdo de conidios e filamentagdo, sendo possivel
sugerir o género, ou at¢ mesmo a espécie, pelo estudo da presenca e disposi¢ao dos
blastoconidios, artroconidios, hifas verdadeiras e pseudo hifas.

Procedimento
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1) Apods o preparo do meio Corn-Meal com Tween 80 (Anexo III), este foi distribuido
em placas de Petri de 70mm de didmetro, as quais foram acondicionadas a 4° C.

2) Com o auxilio de caneta para retroprojetor, dividiu-se o reverso da placa, contendo o
meio, em duas ou trés partes iguais, para identificar o numero dos cultivos que seriam
semeados.

3) A semeadura foi realizada com alga de platina estéril, fazendo de 3 a 4 estrias paralelas
sobre o agar, de 4 a 4cm de extensdo e eqiiidistantes de 3 a 4 mm umas das outras.
Cuidando-se para, ndo perfurar o 4gar com a alca.

4) As estrias foram cobertas na sua por¢do central, com laminula esterilizada de 20mm? .
Pressionou-se delicadamente a laminula com uma pinga, para retirar o ar retido entre a
laminula e a superficie do agar. As placas foram incubadas a 30°C, durante 48 a 96 horas.

5) No momento da observagdo, a placa foi removida e posicionada no microscopio optico.
A area estriada foi examinada, com as objetivas de 10 a 40X, visando a detectar as

estruturas.

2.2.3 Exigéncias nutricionais e fisiologicas (MILAN & ZAROR, 2004)

A identificacdo das leveduras foi baseada fundamentalmente nas provas de assimilacdo de carboidratos e

nitrogénio e na prova de fermentacdo de carboidratos.

2.2.3.1 Assimilagao de Carboidratos (Auxonograma)

A assimilagdo de carboidratos refere-se a habilidade que uma levedura tem de crescer
aerobicamente na presenca de determinado carboidrato fornecido como unica fonte de carbono.
A assimilacdo em meio sélido ou técnica auxonografica emprega meio de agar destituido de
qualquer fonte de carbono, adicionado da suspensdo da levedura e distribuido em placa. Apds a
solidificacdo, sdo dispostos em porcdes os carboidratos A positividade ¢ avaliada pela
observagdo de halo de crescimento da levedura em presenga do carboidrato fornecido. Sao
utilizados os seguintes carboidratos: dextrose, galactose, trealose, xilose, sacarose, celebiose,
lactose, manitol, inositol, L-arabionose, melibiose, rafinose, dulcitol, ramnose, inulina e

maltose, sobre o agar.
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Foi preparada uma suspensdo recente de levedura (24 a 48 horas) a ser
identificadas em 2mL de 4gua destilada esterilizada, ajustando-se posteriormente
a turbidez de acordo com o padrao de nimero 5 da escala de Mcfarland.

O meio Yeast Nitrogen Base (Difco) (Anexo III) foi previamente preparado de
acordo com as normas do fabricante, armazenado em tubos de 20x 200mm,
contendo 20mL do meio, a 4°C.

No momento do uso, os tubos foram fundidos em forno de microondas, seguido
de resfriamento até a temperatura de 50°C em banho-maria.

Apds a estabilizagdo da temperatura, 2mL da suspensdo da levedura foram
adicionados a 40mL do meio e vertidos em placa de Petri esterilizada, de
150X15mm. Simultaneamente foram realizados suaves movimentos de rotacdo da
placa, com a finalidade de homogeneizar o inoculo.

Quando o meio solidificou-se, a placa foi disposta sobre cartela-guia, onde se
encontravam escritos os nomes dos agucares distribuidos, de acordo com a
numeracao previamente dispostas na placa.

Pequenas aliquotas dos carboidratos foram distribuidas equidistantemente sobre o
agar, com o auxilio de espatulas individuais esterilizadas.

As placas foram incubadas a 25-30°C, durante 24 a 96 horas, com a face que
contém o meio com os agucares voltada para cima.

A leitura foi realizada diariamente, sendo a positividade observada através do
surgimento de halo de crescimento, na area correspondente a cada carboidrato.

A dextrose foi utilizada como controle positivo para avaliar a viabilidade do

inoculo da levedura.

2.2.3.2 Assimilagdo de nitrogénio.

A assimilagdo do nitrogénio ¢ a habilidade que uma levedura tem de crescer

aerobicamente na presenca de um composto nitrogenado inorganico fornecido como unica fonte

de nitrogénio.

A assimilacao de fontes nitrogenadas em meio s6lido emprega agar destituido de
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qualquer fonte de nitrogénio, adicionado da suspensao da levedura e distribuido em placa. Apos

a solidificagdo, sdo distribuidos em compostos nitrogenados inorganicos e um organico sobre o

agar.

Procedimento
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Preparou-se uma suspensdo recente da levedura (24 a 48horas) a ser identificada
em ImL de agua destilada esterilizada, ajustando-se posteriormente a turbidez, de
acordo com o padrao de numero 5 da escala de McFarland.

O meio Yeast Carbon Base (Difco) (Anexo III) foi previamente preparado, de
acordo com as normas do fabricante e armazenado em tubos de 20X 200mm,
contendo 20mL do meio, a 4° C.

No momento do uso, os tubos foram fundidos em forno de microondas e
resfriados até a temperatura de 50° C em banho-maria.

Apds a estabilizacdo da temperatura, ImL da suspensdo da levedura foi
adicionado a 20mL do meio, sendo essa mistura vertida em placa de Petri de 90 X
I5mm esterilizada Simultaneamente foram realizados suaves movimentos de
rotagdo da placa, com a finalidade de homogeneizar o indculo.

Apos solidificacdo do meio, a placa foi disposta sobre cartela-guia.

Pequenas aliquotas das fontes de nitrogénio foram distribuidas equidistantemente
sobre o agar, com o auxilio de espatulas individuais esterilizadas.

O controle positivo foi realizado com a utilizagdo de uma aliquota de peptona.

As placas foram incubadas a 25 a 30° C , durante 24 a 96 horas, com a face que
contém o meio com as fontes de nitrogénio voltada para cima.

A leitura foi feita por meio de um halo de turvagdo em torno das fontes

nitrogenadas.

2.2.3.3 Fermentagdo de Carboidratos (MILAN &ZAROR, 2004).

Fermentacdo dos carboidrato ¢ a habilidade que uma levedura tem de crescer

anaerobicamente na presenca de determinados agucares fornecidos como unica fonte de energia,

observada pela produ¢ao de gas carbdnico e alteragdo do pH. Pode ser realizada em meio liquido

ou semi-solido. A prova ¢ realizada inoculando-se a suspensdo da levedura em tubo de ensaio

contendo o meio de cultura, a solu¢do de acucar a 2% e um tubo de Durham invertido. A
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positividade ¢ observada na producdo de gas no interior do tubo de Durham. Sao utilizados os
carboidratos: dextrose, maltose, sacarose, galactose, lactose.
Procedimento
1) Foi preparada uma suspensdo da levedura em 1,2 mL de dgua destilada esterilizada,
ajustando a turbidez de acordo com o padrao 5 da escala de Mcfarland.
2) Com o auxilio de um pipetador automatico, foram inoculados 200uL da suspensdo da
levedura em tubos de ensaio contendo dextrose, maltose, sacarose, galactose ou trealose.
3) Os tubos foram incubados a 25 a 30° C, durante 28 dias, sendo a leitura realizada depois
de 24 a 48 horas e, subseqiientemente, a cada 5 dias, e observando-se a producao de gas.
Os resultados destas provas foram comparados com o quadro de leitura das provas

(Anexo IV).

2.2.4 Estoque das amostras

Apo6s previa identificagdo laboratorial, apenas 100 de 142 cepas de leveduras foram
estocadas na micoteca do CEMM (Centro Especializado em Micologia Médica). Estas foram
estocadas em trés fases diferentes: dgar-batata acrescido com DMSO (10%) conservadas a —
20°C; 4gar-batata com glicerol (10%) estocado a —20°C e por fim solugdo salina com dleo
mineral, conservado a temperatura ambiente. O restante das cepas ndo estocadas foi perdido
durante a manipulagdo no CEMM.

Posteriormente, as 50 cepas do HGCC e 87 cepas de leveduras do HIAS estocadas na
micoteca foram descongeladas e subcultivadas em 4gar-batata por 48h a 30°C para estudo da sua
viabilidade, seguindo-se a realizacdo dos testes de sensibilidade aos antifingicos e genotipagem

das cepas.

2.3 Teste de sensibilidade aos antifungicos

O teste de sensibilidade das cepas de Candida spp., foi realizado pelo método da
microdiluicio em caldo, de acordo com as normas de padronizagdo do NCCLS (2002)
publicadas nos documentos M27-A2. Esta metodologia foi realizada em duplicata para cada

levedura e repetida 3 vezes em experimentos diferentes.
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2.3.1 Metodologia

A Cepas estudadas - Para este estudo, 50 de 100 cepas fungicas foram retiradas da
micoteca do CEMM. As cepas estudadas foram: Candida parapsilosis (n=25), Candida
tropicalis (n=13), Candida albicans (n=9), Candida guillermondiii (n=2), Candida glabrata
(n=1).

Além dos isolados clinicos, foram incluidas em cada ensaio como controle a C.

parapsilosis ATCC 22019, e a Candida krusei ATCC 6258.

B Meio utilizado - Foi utilizado o meio liquido RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO) (Anexo III) com L-glutamina, 2,0 g/L. de glicose sem bicarbonato de sédio e
tamponado com MOPS (acido 2-[N-morfolino]- propoanossulfonico) 0,165M, a pH 7,0. Este
meio foi diluido em agua destilada esterilizada (46,5g/L), filtrada em Millipore 0,2um (Corning
Incorporated Costar, Corning, NY, EUA),e conservado a 4° C.Este meio ap0s sua confec¢do foi

utilizado por até 3 semanas.

C Preparagao do indculo das leveduras - As leveduras foram previamente subcultivadas
em agar-batata e incubadas por 48 horas a temperatura ambiente. Em seguida, foi preparada uma
suspensdo inicial das leveduras, cuja concentragdo variou de 1x10° 5x10° células/mL, por meio
da leitura em espectrofotometro, a um comprimento de onda de 530nm, com transmitancia
ajustada para 90%. Em seguida, foram realizadas dilui¢cdes seriadas a partir da suspensao inicial

em RPMI 1640 para obtengio do inéculo final, contendo 5x 10% a 2,5x10° UFC/mL.

D Preparo de antifungicos — Preparou-se uma solugdo estoque de 1600ug/mL para
anfotericina B (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA) cetoconazol (Janssen
Pharmaceutica) e, itraconazol (Janssen Pharmaceutica, Titutsville, NJ, EUA), as quais foram
dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) 100%, e para o fluconazol a solug¢do estoque foi de
6400ug/mL (Pfizer Incorporated, New York, NY, EUA) dissolvidas em agua destilada estéril.

Os antifingicos testados foram diluidos previamente em dez diferentes concentragdes

seriadas, a saber: para itraconazol, cetoconazol ¢ anfotericina B, as concentracdes foram de 16-
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0,01pg/mL, dissolvidas em RPMI, e para o fluconazol- de 64- 0,03 pg/mL,dissolvidas em

RPMI, em razdo de um para 2.

E Procedimento

1)

2)
3)

4)

S)

6)

7)
8)

Utilizaram-se placas estéreis de polistireno para microtitulagdo (Corning Inc. Costar) de
96 pogos com fundos redondos.

Foram distribuidos 100uL de RPMI 1640 em cada pogo até completar 12 colunas.
Tomaram-se 100ul. da solu¢do do antifingico preparado, e, a partir da coluna 1,
realizaram-se dilui¢des em duplicata seriadas até a coluna 11.

Da suspensao do in6culo preparado, distribuiram-se 100ul em cada pogo, desde a coluna
1 até a coluna 12, em duplicata para cada cepa.

A gama final de concentragdes do antifungico, depois de colocado o indculo, esteve entre
(16pg/mL) na coluna 1 a (0,01pug/mL) na coluna 11 para anfotericina B, itraconazol e
cetoconazol, e de 64pug/ml a 0,06 pg/mL para fluconazol.

Na coluna 12, ficou como controle positivo de crescimento fiingico;

As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas.

As leituras realizaram-se em 24 ¢ 48 horas de incubagdo, mediante a observacao de
crescimento com ajuda de um visor de aumento. As placas foram colocadas em suporte
contendo espelho, permitindo a observagao clara do seu reverso, correlacionando com o

padrdo de crescimento do pogo niimero 12 (sem droga antifiingica).

F Anélises dos resultados das CIMS - Os critérios para definicdo de susceptibilidade ao

fluconazol e itraconazol (tabela 1) foram aqueles sugeridos pelo NCCLS (NCCLS, 1997).

Em relacdo ao cetoconazol e anfotericina B (tabela 1), em virtude da falta de consenso na

literatura, foram estabelecidas valores (tabela 1) ja utilizados por outros autores (REX et al.,

1995, 1997).
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Tabela 1 - Critérios de sensibilidade a fluconazol, itraconazol, cetoconazol e

anfotericina B

Susceptibilidade Antifingicos — CIMs (ug/mL)
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Anfotericina B
Sensivel <8 <0,125 <0,125 <1
S-DD 16 e 32 0,25e0,5 0,25e0,5 .
Resistente > 64 >1 >1 >2

S-DD - susceptibilidade dependente da dose. Indica a necessidade de elevada dose terap€utica para resposta

clinica satisfatoria (NCCLS, 2002).

2.4 Analises da variabilidade genética
Foram estudadas 13 cepas fingicas pertencentes a 6 pacientes portadores de mais de um
episodio de fungemia com intervalos de 1 a 2 semanas entre um e outro episddio. As cepas
estudadas foram C. parapsilosis isoladas de 5 pacientes e C. tropicalis isoladas de 1 pacientes.
Os estudos moleculares para determinar se os re-isolamentos pela mesma espécie eram
quadros de recorréncia ou re-infeccdo. Por definigdo, recorréncia caracteriza-se por o
reaparecimento de culturas positivas pelo mesmo agente etioldgico, enquanto que re-infecgao,

paciente com novas infecgdes provocado por diferentes cepas da espécie inicialmente envolvida

2.4.1. Extra¢do do DNA cromossomico para leveduras
Para extracdo do DNA cromossdmico das amostras, foi utilizado o protocolo descrito por
Shwartz & Cantor (1984) com modificagdes:
1) Cé¢lulas mantidas em agar Sabouraud por 48h a temperatura ambiente foram inoculadas
em 7mL de caldo Sabouraud e incubadas overnight sob rota¢cdo100rpm, a 30°C.
2) Apds esse periodo, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente.
3) As células foram lavadas duas vezes com 0,05M EDTA pH 8,0 nas condi¢des de
centrifugacdo supracitadas e adicionadas ao pellet 100ul. de EDTA 0,05M.
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250ul dessa suspensdo celular foi tratada com 100ul de Lyticase (Sigma Chemical)
(2mg/mL) contendo 2mg da enzima em 10mM de fosfato de sodio a pH 8,0 e glicerol
50%, seguindo-se de incubagio a 37°C por 2 horas.

Ap0s esse periodo,foi adicionado as suspensoes celulares 1mL de gel de agarose a 1% de
baixo ponto de fusdo (Low Melt preparative grade, Bio-Rad Laboratories) preparado em
0,05M EDTA, pH 8.0 ¢ esfriado a 50°C.

O homogeneizado obtido foi dispensado em moldes de acrilico (Bio-Rad) e incubado a
4°C por 15min.Os blocos de células formados foram acondicionados em tubos do tipo
Falcon e incubados por 16 horas a 37°C em 10mL de 0,5M EDTA pH 8,0, contendo
7,5% de 2-mercaptoetanol.

Apbs incubagdo,os blocos foram lavados com 50mM EDTA pH 8,0 nas mesmas
condi¢des descritas ha pouco.

Posteriormente, os blocos foram incubados a 50°C por 48h em banho-maria com
Proteinase K (Sigma Chemical) 0,75Smg/mL em NDS buffer (0,5M EDTA pH 8.0,
Laurylsarcocinate de sodio 1%).

Finalmente, os blocos foram lavados 3 vezes com 0,05M EDTA pH 8,0 a temperatura

ambiente por 24h e estocados a 4°C em solugdo de 0,5M EDTA pH 8,0.

2.4.2 Condigoes eletroforéticas do PFGE

Foi utilizado gel de agarose a 1% (Agarose Ultra pure, Gibco BRL) em tampao TBE

0,5X (tris-base 5,40gr, acido borico 2,75gr, EDTA 0,05M pH 8,0 20mL e agua destilada

1000mL). A corrida eletroforética foi programada no aparelho Gene navigator (Pharmacia) com

4 fases:

1)-140 seg por 34:30min, 2)-50seg por 30min, 3)-70seg por 6h 30min e 4)-20seg por 30min.
totalizando 42 horas a 180V a 4° C.

Apds o término da corrida, o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio 2ug/mL

durante 1 hora. A visualizag@o e o registro fotografico foram realizados em transiluminador de

raios UV acoplado a camara fotografica digital (Nikon, digital).
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2.4.3 Anadlise de polimorfismo

A similaridade genética dos isolados foi avaliada pela analise visual comparativa entre os
padrdes de bandas obtidos nos diferentes isolados. Uma cepa foi considerada igual a outra
quando todas as bandas cromossomicas foram semelhantes em tamanho, nimero e
distanciamento entre elas. Utilizamos como referéncia da separagdo das bandas o marcador de

peso molecular Saccharomyces cerevisiae (Yeast Chromosome PFG Marker- Uniscience).

Figura 6 Distribuigdo dos blocos de agarose 1%

Fiaura 7. Anarelho Gene Naviaator.
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2.4.4 Extracao do DNA genomico para leveduras (RAPD)

Foram avaliadas cepas de Candida spp., crescidas em jgar Sabouraud por 48 horas a

temperatura ambiente. Para extragdo do DNA gendomico das amostras, foi utilizado o protocolo

descrito por HANNULA et al., (1997) com modificagdes:

)]

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

Células mantidas em agar Sabouraud por 48h a temperatura ambiente foram inoculadas
em 7mL de caldo Sabouraud e incubadas por 18 horas sob rotagdo a 100rpm, 30°C.

Apods esse periodo, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente.

As células foram lavadas duas vezes com 0,05M EDTA pH 8,0 nas condi¢des de
centrifugacao supracitadas.

250ul da solugdo foram tratados com 100ul de Lyticase (Sigma Chemical) (/mL)
contendo 2mg da enzima em 10mM de fosfato de sddio a pH 8,0 e glicerol 50%,
incubados a 37°C por 2 horas.

As células foram incubadas em tampao CTAB (0,7M NaCl, 2% CTAB, 10mM Tris,
10mM EDTA, 1% 20mercaptoethanol) a 60° C por 30-60min.

Apo6s incubagdo, adicionou-se volumes de cloroférmio e 4lcool isoamilico numa
propor¢ao de 24:1 e a mistura foi realizada por inversdes vagarosas varias vezes, ao que
se seguiu centrifugag¢do a 5000 rpm por 20minutos a temperatura ambiente.

Apoés esta etapa, a fase superior aquosa contendo DNA foi removida em um tubo
devidamente marcado (usando ponteiras de ponta larga; cortadas de forma estéril).

Ao complexo DNA-CTAB precipitado, foram adicionados 2/3 do volume de isopropanol
100% a fase aquosa e incubados 18 horas a —20°C.

Apo6s incubagdo, foi centrifugado a 2000rpm a temperatura ambiente por 15 minutos e

descartado o sobrenadante.

10) O pellet foi re-suspenso em 2mL de 3M NaCl e adicionou-se 3mL de volume de etanol

100% (misturado por inversdo) com incubagdo 18 horas a —20° C; posteriormente

centrifugado a 2000 rpm a temperatura ambiente.

11) Apos essa fase, o pellet foi lavado com etanol 70% centrifugado por 15minutos; apds a

remocao do sobrenadante, o pellet foi re-suspenso em agua estéril.
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12) Apos este procedimento, foi estimada a concentragdo por meio do espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 260/280nm e a analise do DNA foi realizada por

eletroforese em gel de agarose 1%.

2.4.5 Reacodes de amplificagdo do DNA, utilizando seqiiéncias iniciadoras aleatorias (RAPD)
2.4.5.1 Seqiiéncias iniciadoras utilizadas

Foi utilizado o iniciador OPA-03 (5’-AGTCAGCCAC-3") (Invitrogen Brasil
Custom Primers). A seqiiéncia utilizada foi referida por HANNULA et al. (1999).

2.4.5.2 Preparo das reacdes de amplificagdo (RAPD)

As condigdes do PCR para o RAPD foram as mesmas do protocolo de HANNULA et
al. (1999) com algumas modificagoes.

Para a reacdo de RAPD, foram preparados 15ul da mistura da reacdo contendo os
seguintes componentes: tampao da reacao (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 9,0, 0,1%
Triton X-100), 2mM de MgCl, ; 0,5mM de cada dNTP 0,5mM (Amersham Biosciences
UK); 10pmol do primer OPA-03 (5’-AGTCAGCCAC-3’) (Invitrogen Brasil Custom
Primers); 1U de Tag DNA polimerase (Promega, WI, USA); ¢ 20ng de DNA genomico.

2.4.5.3 Condigdes para a reagdo de RAPD:

As condi¢des de amplificagdo consistiram de desnaturagdo inicial de 94° C por
Imin seguido-se 45 ciclos constituidos de desnaturagdo a 94°C por 20seg, anelamento a
35° C por 1 minuto, extensdo de 72° C por 1 minuto e uma extensdo final de 72° C por
10minutos. O termociclador utilizado foi o Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer
Corporation, Norwalk, CT, EUA.

2.4.5.4 Eletroforese do DNA amplificado

Para visualizagao dos fragmentos amplificados, 3ul de cada amplicon foram submetidos
a eletroforeses em gel de poliacrilamida 7% em solucdo tampao TBE 0,5X e corados pela
prata, segundo a metodologia seguida por Sanguinetti et al. (1994). A visualizagdo do material

separado por eletroforese foi realizada com algumas modificagdes: 1) solugdo fixadora (etanol
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15%, écido acético 0,5%), Smin sob agitagdo; 2) solucdo oxidante (nitrato de prata 0,2% em
solugdo fixadora), 10min sob agitacdo; 3) dgua destilada, 10seg; 4) solucdo reveladora (NaOH
0,75M, formaldeido 0,1M), até visualizagdo das bandas. A colora¢do foi interrompida apos

lavagem dos géis com agua destilada e solugdo fixadora.

2.4.5.5 Analises de polimorfismos

O critério empregado para diferenciar os perfis genéticos das cepas de Candida
spp., em cada episdédio de candidemia foi a diferenciagdo do padrdo de bandas de DNA

nas reacdes do RAPD (Hannula et al., 1999).

2.5 Andlises Estatistica

Os dados foram apresentados de forma descritiva.

2.6 Aspectos éticos- deontoldgicos da pesquisa

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e do

Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE.
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2.7 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL
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Random amplification
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3 RESULTADOS

3.1 Identificacdo Laboratorial

Entre o periodo de junho do 2000 a junho do 2002, no Hospital Geral Dr. César Cals
(HGCC), foram analisadas 4 627 hemoculturas, sendo positivas 1 051. Destas, 55 (5,2%) foram
positivas para leveduras do género Candida, ndo tendo sido isolado outro género fungico. Este
foi o sexto microrganismo mais freqiiente neste hospital (Grafico 1).

Paradoxalmente, no HIAS, apesar da coleta das hemoculturas ter sido realizada num
periodo menor, compreendido entre junho de 2001 a junho do 2002, foram analisadas 5 316
hemoculturas, sendo positivas 1 520 amostras, das quais 87 (5,7%) foram positivas para
leveduras. Destas, 85 (98%) foram positivas ao género Candida e 2 (2%) ao género Rhodotorula.
O género Candida foi o quarto microrganismo mais comumente recuperado das hemoculturas

positivas, nesse hospital, juntamente com o género Pseudomona (Gréafico 1).

Gréfico 1 - Principais microrganismos isolados em hemoculturas positivas no HGCC e no HIAS

52%
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OHIAS
43%
18%
13,6%
13% 12% 11%
7,3%
6,5% ’ 0
=70 s2% 57% %
0%
)
f T T T T T T
Staphylococcus spp. Klebsiella spp Enterobacter spp. Escherichia coli Pseudomona spp. Candida spp. Outras bacterias

HGCC- Hospital Geral Dr. César Cals HIAS- Hospital Infantil Albert Sabin
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No HGCC, das 55 hemoculturas positivas para leveduras, provenientes de 40 pacientes,
as espécies isoladas foram: C. parapsilosis (n=23; 42%), seguida pela C. albicans (n=14; 25%),
C. tropicalis (n= 8; 15%), C. guillermondii (n=6; 11%), C. glabrata (n=2; 3,5%) e Candida spp.
(n=2; 3,5%), perfazendo um total de 5 espécies de Candida isoladas (Grafico 2).

No HIAS, das 87 hemoculturas positivas, para leveduras provenientes de 83 pacientes, as
espécies mais isoladas foram: C. parapsilosis (n=39; 45%), seguida por C. tropicalis (n=23;
26%), C. albicans (n=13; 15%), C. guillermondii (n=4; 5%), C. glabrata (n=2; 2%), Candida
spp. (n=4; 5%) e Rhodotorula rubra (n=2; 2%) perfazendo um total de 5 espécies isoladas de

leveduras (Grafico 2).

Gréfico 2. Distribuicéo das espécies de leveduras isoladas no HGCC
e no HIAS

OHGCC
45% B HIAS

C. parapsilosis C. tropicalis C.albicans C. guillermondii C. glabrata Candida spp Rhodotorula rubra

HGCC- Hospital Geral Dr. César Cals HIAS- Hospital Infantil Albert Sabin
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3.2 Pacientes envolvidos

Do total de 40 pacientes com candidemia no HGCC, apenas 23 destes
possuiam historias clinicas, com dados completos, para o preenchimento da
fichas epidemioldgicas (Anexo I). Oito foram do sexo masculino e 15 foram do
sexo feminino. A idade variou de 0 a 76 anos de idade, sendo 6 prematuros, 3
recém-nascidos (<1 més) e 14 adultos (Grafico 3). Os episodios de candidemia
aconteceram principalmente em pacientes oriundos da unidade de cuidados
intensivos (19 casos) (Os dados estédo compilados na Tabela 2, no Anexo V).

Do total de 83 pacientes com candidemia no HIAS, apenas 43 possuiam
histdrias clinicas com informacdes completas. Vinte e quatro foram do sexo
masculino e 19 do sexo feminino. A idade compreendia de 0 a 3 anos, sendo 18
recém-nascidos (< 1més), 8 prematuros e 17 criangas (>1més) (Grafico 3).
Apenas 18 pacientes com episodios de fungemia eram provenientes de
unidades de cuidados intensivos (Os dados estédo compilados na Tabela 3, no
Anexo V).

Grafico 3- Pacientes envolvidos no HGCC e HIAS
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17 OHGCC

Prematuros Recém-nascidos Criancgas Adultos

HGCC: Hospital Geral Dr. César Cals HIAS: Hospital Infantil Albert Sabin



No HGCC, dos 23 pacientes analisados com culturas de Candida positivas, 5

apresentaram mais de um episodio de candidemia. Os episodios foram espagados por intervalos

3.3 Episodios de candidemia

de pelo menos 1 a 2 semanas (Tabela 4).

No HIAS, dos 43 pacientes analisados com culturas de leveduras positivas, apenas 1
paciente apresentou 2 episodios de candidemia, com intervalo de 12 dias entre um episodio e

outro (Tabela 4).
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Tabela 4. Episdodios de candidemia em 5 pacientes do HGCC e 1 paciente do HIAS

Hospital Tempo de
Paciente Data de Coleta Organismos Tratamento Tratamento Evolucédo
HIAS 1 08.02 C.parapsilosis  Anfotericina B 12dias -
(1 paciente) 20.02 C.parapsilosis  Anfotericina B ‘12dias Alta
HGCC 2 13. 09 C.parapsilosis - - -
(5 pacientes) 21.09 C.parapsilosis  Anfotericina B ldia Obito
3 11.11 C. parapsilosis - - -
20.11 C.parapsilosis Fluconazol ldia Obito
4 22.01 C.parapsilosis Nado - -
30.01 C.parapsilosis N&o - -
13.02 C.parapsilosis Nédo - Obito
5 27.04 C.parapsilosis Néao - -
05. 05 C.parapsilosis N&o - Obito
6 18.05 C.tropicalis Néao - -
26.06 C.tropicalis N&o - Alta




53

3.4 Fatores de risco

Quanto aos fatores de risco, foram considerados todos os procedimentos hospitalares,
bem como as condigdes patoldgicas de base do paciente.

No HGCC, das 23 histdrias clinicas, os principais procedimentos hospitalares que foram
associados ao desenvolvimento da candidemia foram: antibioticoterapia prévia (n=22; 96%),
cateter venoso central (n=20; 87%), nutri¢do parenteral (n=15; 65%), ventila¢gdo mecanica (n=19;
83%) e cirurgia (n=20; 87%). Cada paciente analisado foi sujeito a um ou mais fatores de risco
(Grafico 4).

As principais condicdes patologicas de base foram: doencas
gastrointestinais (n=5; 22%), neoplasmas (n=5; 22%) e prematuridade (n=6;
26%0). Cada paciente analisado foi sujeito a um ou mais fatores de risco (Os

dados completos estdo compilados na tabela 2, no anexo V).

No HIAS, da andlise das historias clinicas de 43 pacientes, os principais procedimentos
hospitalares associados ao desenvolvimento das candidemias foram: cateter venoso central
(n=38; 88%), antibioticoterapia prévia (n=35; 81%) e cirurgia (n=22; 51%). Cada paciente
analisado foi sujeito a um ou mais fatores de risco (Grafico 4). Dentre as condigdes patoldgicas
de base com maior importancia, menciona-se doencas neurologicas (n=11; 26%, doengas
gastrointestinais (n=7; 16%), prematuridade (n=8; 19%), doencas respiratorias (n=6; 14%) e
tumores embrionarios (n=4; 9%). Cada paciente analisado foi sujeito a uma ou mais fatores de
risco (para melhores detalhes os dados estdo compilados na Tabela 3, no Anexo V).

No HGCC, os fatores de risco como antibioticoterapia, ceteter venoso central, nutri¢ao
parenteral, ventilagdo mecénica e cirurgia, foram os fatores mais associados aos quadros de
candidemia causada pelas espécies de C. parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans (Tabela 5) Nos

recém-nascidos com premturidade, a C. albicans foi a espécie mais envolvida neste grupo.
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No HIAS, os fatores de risco antibioticoterapia e cateter venoso central
foram associados as espécies de C. parapsilosis e C. tropicalis, enquanto
fatores como nutricdo parenteral, ventilacdo mecanica e cirurgia as espécies

envolvidas foram C. albicans, C. guillermondii, C. glabrata, e Candida spp
(Tabela 5).



Grafico 4: Distribuicéo dos principais Fatores de Risco envolvidos no
HGCC e HIAS
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Antibioticoterapia Catéter venoso Nutrigao parenteral Ventilagdo mecanica Cirurgia Neoplasmas Prematuridade
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Tabela 5- Principais fatores de risco, em relac@o as espécies envolvidas em quadros de candidemia em pacientes do HGCC e HIAS

Hospital Candida spp Fatores de risco
Antibioticoterapia Catéter venoso central  Nutrigcdo parenteral Ventilagdo mecanica  CirugiaCéancer Prematuridade

HGCC C. parapsilosis 5 4 3 3 4 1 2
C. tropicalis 4 6 4 4 4 2 -
C. albicans 6 5 6 6 5 - 4
C. guillermondi 2 1 1 1 2 - -
C. glabrata 1 1 1 1 1 1 -
Total 18 17 15 15 16 4 6

HIAS C. parapsilosis 14 15 5 6 11 3 3
C. tropicalis 10 12 1 2 5 1 3
C. albicans 4 3 1 3 1 - 2
C. guillermondii 2 3 - 2 1 - -
C. glabrata 1 1 - - 1 - -
Candida spp 3 3 - 1 2 - -
Rhodotorula ruibra 1 - - 1 - -
Total 35 38 7 14 22 4 8
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3.5 Conduta terapéutica

No HGCC, foram utilizados 2 tipos de condutas terapéuticas: terapia profilatica e
terapia propriamente dita 1)Terapia profilatica. Antes da ocorréncia de candidemia, foi
observada em apenas um paciente tratado com fluconazol (200mg por dia) por 10 dias; 2)
A terapia propriamente dita foi administrada apos da confirmacgdo da candidemia a 9
pacientes, dos quais 3 foram tratados com anfotericina B (0,5- 1mg/ kg/ dia) por 13 dias e
6 foram tratados com fluconazol (150- 400 mg por dia) por 12 dias em média. Os 14
pacientes restantes ndo receberam tratamento antifungico, 7 deles diagnosticados post-
mortem e em 7 ndo constava o registro de tratamento no prontudrio (Os dados estdo
compilados na Tabela 2, no Anexo V).

No HIAS, foi utilizada apenas conduta terapéutica apds confirmac¢ao da candidemia.
33 pacientes foram tratados com drogas antifungicas, dos quais 31 foram tratados com
anfotericina B (0,5- 1mg/ kg/dia) por 17 dias e 2 foram tratados com fluconazol (6-
12mg/kg/dia) por 7 dias. Os 10 pacientes restantes ndo foram tratados com drogas
antifungicas depois da confirmagdo da candidemia 4 deles foram diagnosticados post-
mortem e 4 evoluiram para cura apds a retirada das vias de acesso intravenoso (Os dados

estdo compilados na Tabela 3, no Anexo V)

3.6 Mortalidade

No HGCC, candidemia foi associada a morte em 15 dos 23 pacientes, estando
envolvidos 3 recém-nascidos, 5 prematuros e 7 adultos. As espécies de C. albicans e C.
parapsilosis foram as mais implicadas no 6bito dos pacientes (Tabela 6). A mortalidade
aconteceu em 5 pacientes tratados e 10 nao tratados (Tabela 7) (Os dados completos estiao
compilados na Tabela 2 no Anexo V).

No HIAS, candidemia foi associada a morte de 17 dos 43 pacientes, estando
envolvidos 11 recém-nascidos (do total de 18), 4 prematuros (do total de 8) e 3 criangas (do
total de 17). As espécies C. parapsilosis, seguida da C. tropicalis, foram as mais implicadas
na morte dos pacientes (Tabela 6). A mortalidade aconteceu em 14 com tratamento e 3 sem
tratamento antifiungico (Tabela 7) (Os dados completos estdo compilados na Tabela 3 no

Anexo V).
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Tabela 6.- Distribuigdo da mortalidade segundo a Faixa etaria do paciente no HGCC e

HIAS
Hospital  Microrganismo N° de 6bitos
Prematuro  Recém-nascidos Criancas Adultos
(0-29dias) (Imés-16anos)  (>17anos)
HGCC C. parapsilosis 2 1 NC 4
C. tropicalis - 1 NC -
C. albicans 3 1 NC 2
C. guillermondii - NC 1
Total 5 3 NC 7
HIAS C. parapsilosis 2 5 1 NC
C. tropicalis 1 3 1 NC
C. albicans 1 1 - NC
C.glabrata - 1 - NC
Candida spp - 1 1 NC
Total 4 11 3 NC

Obs: - ndo houve mortalidade; NC: ndo constam nos prontudrios
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Tabela 7. Distribuigdo da mortalidade segundo a conduta terapéutica instituida no HGCC e
HIAS

Hospital Microrganismo NP° de obitos

Conduta terapéutica

Anfotericina B [Fluconazol |Sem tratamento

HGCC  C. parapsilosis 1 1 5
C. tropicalis - - 1
C. albicans 1 2 3
C. guillermondii - - 1
Total 2 3 10

HIAS C. parapsilosis 5 1 2
C. tropicalis 5 - -
C. albicans 2 - -
C.glabrata 1 - -
Candida spp - - 2
Total 13 1 4

Obs: - ndo houve mortalidade
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3.7 Testes de sensibilidade

Entre maio de 2003 e julho de 2004, no CEMM, foram analisadas 50 cepas de Candida
spp. de 43 pacientes estando incluidas: C. parapsilosis (n=25), C. tropicalis (n=13), C. albicans
(n=19), C. guillermondii (n=2) ¢ C. glabrata (n=1). Os critérios para defini¢do de sensibilidade
ao fluconazol e itraconazol foram aqueles sugeridos pelo NCCLS (NCCLS, 2002). Em relagdo
ao cetoconazol e anfotericina B em razdo da falta de consenso na literatura, foram estabelecidos
valores (tabelal) ja utilizados por outros trabalhos (REX et al., 1995 a; REX et al., 1997).

Das espécies de Candida frente a anfotericina B, 4% apresentaram resisténcia (CIM >
2ug/mL). Quanto aos azodlicos os indices de resisténcia foram: fluconazol (>64ug/mL) 52%,

itraconazol (>1ug/mL) com 50% e cetoconazol (>1ug/mL) com 86% (Grafico 5).



Gréfico 5- Distribuicdo dos CIMs das espécies de Candida
frente aos antifungicos testados
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3.7.1 CIMs das espécies de Candida frente aos antifingicos testados
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Quanto a anfotericina B, todas as espécies de Candida apresentaram uma sensibilidade

bastante alta, com excegdo de uma cepa de C. parapsilosis, que apresentou um CIM >16ug/m

(Tabela 8) Quanto aos derivados azolicos, C tropicalis e C. parapsilosis apresentaram altos

indices de resisténcia ao fluconazol (Tabela 9), itraconazol (tabela 10) e cetoconazol (Tabela 11).

Tabela 8- Distribuigdo dos CIMs das cepas de Candida spp., frente a anfotericina B

Candida spp Anfotericina B CIM (ug/mL)
_ 2 1 05 025 0,13 0,06 0,03 0,01

C. parapsilosis 1 1 23 1
C.tropicalis 10
C.albicans 6 2
C.guillermondii
C.glabrata 1
C.krusei ATCC 6528 1
C.parapsilosis ATCC 22019 1

Faixa vermelha. CIM de resisténcia; faixa amarela: sensibilidade
Tabela 9- Distribui¢do dos CIMs das cepas de Candida spp. frente ao fluconazol
Candida spp Fluconazol CIM (ug/mL)

faixa vermelha: CIM de “ixa agarcla: sensibilidade; faixa Branca: interppediario , 05
C.parapsilosis 4 1 5 7 1 6
C.tropicalis 11 2
C.albicans 9
C.guillermondii
C.glabrata 1
C.krusei ATCC 6528 1

C.parapsilosis ATCC 22019 1
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Tabela 10- Distribuigdo dos CIMs das cepas de Candida spp., frente ao itraconazol

Candida spp Itraconazol CIM (ug/mL)
B o oo 0,125 006 003 0,01
C. parapsilosis 2 4 3 6 5 1 3 1
C. tropicalis 7 1 1 2 1
C. albicans 31 1 2 2
C. guillermondii 1 1
C. glabrata 1
Candida spp

C. krusei ATCC 6628
C. parapsilosis ATCC 12028

Faixa vermelha. CIM de resisténcia; Faixa amarela: sensibilidade; faixa branca: intermediario

Tabela 11- Distribui¢do dos CIMs das cepas de Candida spp., frente ao cetoconazol

Candida spp CIM (ug/mL)
N s o025 0125 006 003 0,01
C. parapsilosis 18 1 1 5
C. tropicalis 5 32 2 1
C. albicans 9
C. guillermondii 2
C. glabrata 1
Candida spp

C. krusei ATCC 6628
C. parapsilosis ATCC 12028

Faixa vermelha. CIM de resisténcia; Faixa amarela: sensibilidade; faixa branca: intermediaria
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Nesta pesquisa, 12 cepas foram resistentes aos 3 azdlicos testados (fluconazol,
itraconazol e cetoconazol ) (Tabela 12 em anexo V).

Para analisar a correlagdo entre a clinica do paciente frente aos testes de sensibilidade aos
antifingicos in vitro, foram analisadas cepas de Candida spp. isoladas de 21 pacientes que
evoluiram para 6bito. Destes 11 foram tratados com anfotericina B e 1 com fluconazol, os quais
apresentaram uma CIM baixa frente a anfotericina B e ao fluconazol, respectivamente (os dados
completos estdo compilados na Tabela 12, no Anexo V). Dos 9 pacientes que ndo receberam
tratamento antifingico, apenas 1 apresentou CIM alta para anfotericina B e 3 destes
apresentaram CIM alta para fluconazol.

Em adigédo, foram analisadas 24 cepas de Candida isoladas de 22 pacientes que evoluiram
com alta, 13 dos quais foram tratados com anfotericina B e apresentaram uma CIM baixa com
excecdo de um paciente (paciente 40) que apresentou uma CIM alta a este antfungico (CIM
>16ug/mL) e 2 pacientes que foram tratados com fluconazol, apresentaram uma CIM alta a este
antifungico (Os dados completos estdo compilados na Tabela 12 no Anexo V). Em relagdo aos
pacientes que ndo receberam tratamento antifiingico, os pacientes de numero 1 e 4 (tabela 1 e 3)

apresentaram CIM alta para anfotericina B e fluconazol, respectivamente.

3.8 Tipificacéo genotipica

As cepas isoladas de 6 pacientes portadores de mais de um episddio de candidemia foram
analisadas molecularmente pelas técnicas de PFGE e RAPD. Do total de 13 cepas flungicas
isoladas, foram submetidas 11 cepas de C. parapsilosis e 2 de C. tropicalis as técnicas de PFGE
e RAPD.

3.7.1 Cariotipagem eletroforética - PFGE

O caridtipo destas espécies de Candida foram primeiramente analisados pela técnica do
PFGE, a qual proporcionou reprodutibilidade em diferentes corridas. Foram realizadas duplicatas
das 13 amostras em 2 experimentos independentes, obtendo-se o mesmo padrao de bandas.

Um padrio de peso molecular correlacionado a levedura Saccharomyces cerevisiae, tem
sido colocado em cada cariotipagem eletroforética, e, por ser degradado, ndo pode servir como
referéncia para o posicionamento das bandas cromossomicas. Apesar disso, a cariotipagem

eletroforética evidenciou 3 grandes grupos cromossdmicos com base no distanciamento das
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bandas. O 1° grupo de migragdo de maior peso molecular, constava de apenas 1 banda
cromossdmica, o segundo grupo de 3 bandas e um terceiro de menor peso molecular, de 2 bandas
cromossOomicas. Com base nestas distribui¢des, para as C. parapsilosis, foram identificadas 2
tipos de cariotipos eletroforéticos . O primeiro tipo foi catalogado como do tipo A, constituido
por 6 bandas cromossomicas (Figura 8 e 9; tabela 13), e o padrdo de bandas do tipo B, com 4
bandas cromossomicas (Figura 8 e 9; tabela 13).

Nos pacientes 1, 2, 3 e 5,foi observado o padrao de banda do tipo A no paciente 4 (com 3
episodios de candidemia),foi observado o padrdo de bandas do tipo A no primeiro e segundo
episodios e o padrdao do tipo B no terceiro episodio (Figura 8 e 9; tabela 13).

Nas 2 cepas de C. tropicalis foram observados padrdes diferentes, constando de 4 bandas

cromossdmicas, pertencentes ao mesmo paciente (paciente 6) (Figura 8 e 9)

3.7.2 Amplificacdo do DNA ao acasso (RAPD)

Por esta técnica, foi observado 1 perfil genético semelhante (padrao I) , baseado no
padrdo da distribuicdo das bandas, na maioria das cepas de C. parapsilosis (n=8).
Adicionalmente a estes padrdes, 3 outros perfis gendomicos foram observados por esta técnica
nesta mesma cepa, denominados padroes II, III e IV. Nos pacientes 1, 2 e 5, foi observado o
padrdo I. No paciente 3, foram observados o padrao II e o padrao III. No paciente 4, os padroes
observados para o primeiro e segundo episodios tiveram o padrdo I e o padrao IV para o terceiro
episodio (Figura 10 e 11)

O perfil genomico observado na C. tropicalis foi diferente nos 2 isolados (Figura 10 e
11; tabela 13).
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Paciente 1 paciente 2 paciente 3 paciente 4 paciente 5  paciente 6

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13

Figura 8. Cariotipagem eletroforética através do PFGE, das Candida spp
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Figura 9. Diagrama representativo dos
PFGE das amoSfras de Candidaspp.

FaTTeTe 1 Paclenté 2 Pacierte 3 Pacianta 4 Paclertes  Pacierte 8

diferentes cariotipos eletroforéticos pelo
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Pcientel  paciente2 paciente 3 Paciente 4  paciente 6 paciente 5

Figura 10. RAPD representativo das amostras de Candida spp com a seqiiéncia iniciadora
OPA-03 em gel de poliacrilamida 1%
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PeCIEne | Pacierte 2 Pacierte 3 Pacierte 4 paciente & paciente 5

Figura 11. Diagrama representativo dos diferentes perfis obtidos por RAPD das amostras de
Candida spp com a seqiiéncia incicador OPA-03.



Tabela 13 Distribuigdo das espécies de Candida frente aos azolicos ¢ a perfil genotipicos de cada um delas.
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Cepa Tratamento CIM (pg/ mL) PFGE RAPD (D)
Cepa (dias)
Paciente Data Candida spp Evolugéo | Fluaconazol | Cetoconazol |Itraconazol | Anfotericina B
Cpl Cemm 2-2 240 Anfotericina B A I
1 08-02 C .parapsilosis (12dias) 8 >16 >4 2
Cp2  Cemm 2-2-243 Anfotericina B A I
20-02 C parapsilosis (12dias) Alta 16 0,5 0,5 1
2 13-09 Cp3  Cemm 2-1-7 C.parapsilosis 16 >16 2 2 A I
Cp4  Cemm 2-1-08 Fluconazol A I
21-09 C.parapsilosis (1dia) Obito 8 >16 2 2
3 11-11 Cp5  Cemm 2-1-09 C.parapsilosis 8 >16 0,5 2 A II
Cp6  Cemm 2-1-10 Fluconazol A 11
20-11 C.parapsilosis (1dia) Obito 2 >16 0,5 2
4 22-01 Cp7  Cemm 2-1-68"  C.parapsilosis  Sem tratamento 2 >16 0,25 2 A I
30-01 Cp8  Cemm 2-168b C.parapsilosis  Sem tratamento >64 >16 0,125 2 A I
13-02 Cp9 Cemm 2-168c C.parapsilosis ~ Sem tratamento  Obito 1 >16 >4 4 B v
5 27-04 Cpl0 Cemm2-1-110  C.parapsilosis  Sem tratamento 2 >16 0,5 2 A I
05-05 Cpll Cemm2-1-111  C.parapsilosis Sem tratamento  Obito >64 >16 0,5 2 A I
6 18-05 Ctl Cemm 2-2—145" C.tropicalis Sem tratamento >64 4 >4 0,5 C A%
26-06 Ct2  Cemm 2-2-145b C.tropicalis Sem tratamento Alta C VI




4 DISCUSSAO

As infecgdes fingicas causadas por leveduras do género Candida aumentaram muito na
década de 1990, ocupando o 4° lugar dos agentes etiologicos implicados nas infecgdes
sangiiineas no mundo todo, segundo o centro de referéncia National Nosocomial Infectious
Surveillance (NNIS) (ABI-SAID et al., 1997; NUCCI et al., 1998; MOKKADAS et al.2000).

Neste estudo, foram observadas as freqiiéncias das infec¢des fungicas sangiiineas
causadas pelo género Candida em 2 hospitais de indicacdo terciaria da cidade de Fortaleza-
Ceara, as quais sao referéncias no tratamento de criangas no Hospital Infantil Albert Sabin
(HIAS) e de adultos no Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC). Nesses hospitais, o género
Candida foi o sexto (5,23%) e quarto (5,72%) agente etiologico isolado mais freqiiente,
respectivamente.

Varios autores relatam que a C. albicans ¢ a principal espécie implicada nas infecgdes
hospitalares sangiiineas, sendo responsavel por mais de 50% das candidemias, seguida por C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, as quais mostram variedades de freqiiéncia em diversas
regides do mundo (NGUYEN et al., 1996; NUCCI et al., 1998; REES et al., 1998). Contrariando
os achados destes autores, neste estudo, as espécies de Candida ndo-albicans foram
predominantes, responsaveis por um total de 75% e 85% dos casos de fungemia no HGCC e
HIAS respectivamente.

A C. parapsilosis foi a principal espécie envolvida em ambos os hospitais, seguida de C.
tropicalis e C. albicans no HIAS, e de C. albicans ¢ C. tropicalis no HGCC. Estes dados
corroboram os indicadores de varios autores, nos quais a propor¢do das espécies de Candida
ndo-albicans isoladas de hemoculturas de pacientes com candidemia, atualmente, se iguala ou se
sobrepde a C. albicans (MATSUMOTO et al., 2002; SALDAR et al., 2002; TORTORANO et
al., 2004), indicando, portanto, a importancia desses levantamentos em diferentes hospitais, para
melhor averiguagdo e conseqiiente tratamento nos pacientes envolvidos.

Segundo LUPETTI et al. (2002), a espécie de C. parapsilosis é um patogeno exdgeno
produtor de alguns fatores como- aderéncia aos tecidos e produgdo de biofilmes (BERNARDIS
et al, 1999), que pode ter a capacidade de invadir direta ou indiretamente individuos
imunossuprimidos. Tal situacdo pode ser induzida por uma prévia colonizacdo de material
sintético, como por exemplo, cateter venoso central. A C. parapsilosis pode ainda estar

envolvida em quadros clinicos de onicomicose, sendo atualmente um dos agentes etiologicos
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mais incidentes em casos de onicopatias da cidade de Fortaleza, e de outras partes do mundo
(SEGAL et al., 2000; JAUTOVA et al., 2001; MEIRELES, 2004). Estes dados poderiam nos
levar a fazer correlagdo com a possivel fonte de infeccdo como- o contato das maos de
profissionais de saude com pacientes em estado critico submetidos a multiplos procedimentos
invasivos. Esta seria assim uma via de entrada destes patdgenos em cateteres vasculares, proteses
e solugdes para administragdo parenteral, todos eles utilizados na manutengdo de vida do
paciente.

Apenas 43 de 83 pacientes no HIAS e 23 de 40 pacientes do HGCC possuiam historias
clinicas, com dados completos para serem analisados neste estudo. Foi observado que a idade dos
pacientes com candidemia no HIAS variou de 0 a 3 anos de idade e, no HGCC a idade dos
pacientes variou entre 0 e 76 anos. Estes dados foram similares aos estudos realizados por varios
pesquisadores, cujas idades das populacdes estudadas variaram de 0 a 60 (COLOMBO et al.,
1999; RESENDE et al., 2002; CHARLES et al., 2003). Concordando com os dados da literatura,
em sua maioria, os pacientes envolvidos neste estudo procederam das unidades de cuidados
intensivos, sendo 19 de 21 pacientes do HGCC e 18 de 43 pacientes do HIAS oriundos desta
mesma unidade (LEVY et al., 1998; HUANG et al., 1999, 2000).

Os fatores de risco analisados em ambos os hospitais de referéncia terciaria foram
antibioticoterapia, cateter venoso central, nutricdo parenteral, ventilacdo mecanica, cirurgia,
neoplasias e prematuridade, dados que corroboram os dos diversos autores (MATSUMOTO et
al., 2002; BENJAMIN et al., 2003; GOLDANI et al., 2003). Apesar de a literatura citar uma
associagdo dos fatores de risco, como cateter venoso central e nutri¢do parenteral com a espécie
de C. parapsilosis, nao foi possivel associar neste estudo esta relagdo, em virtude do ntimero
limitado da amostragem, que ndo permitiu uma analise estatistica (LEVIN et al., 1998; NUCCI et
al., 1998, 2000; MACDONALD et al., 1998).

Em relagdo a conduta terapéutica, implementada nos pacientes internados em ambos os
hospitais, foi observado que, no HGCC e no HIAS, a grande maioria dos pacientes nao foi
submetida a tratamento profilatico antes da confirma¢do da candidemia, pois apenas 1 paciente
do HGCC submeteu-se a profilaxia com fluconazol. Estes dados corroboram estudos realizados
por NUCCI et al. (1998), e COLOMBO et al. (1999), os quais afirmam que a alta prevaléncia
das espécies de Candida nao-albicans no Brasil ndo estd correlacionada ao uso profilatico de

derivados azolicos. REX et al. (2001) e MULLEN et al. (2003), acentuam, no entanto, que o
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emprego profilatico e empirico de drogas antifingicas, especialmente, derivados azolicos, € o uso
de procedimentos médicos invasivos t€ém sido implicados na emergéncia das espécies de
Candida nao-albicans.

Quanto ao tratamento antiflingico propriamente dito, implementado ap6s a confirmagdo da
candidemia, em ambos os hospitais, as dosagens utilizadas da anfotericina B e fluconazol nos
pacientes estavam de acordo com a preconizacdo da Sociedade Americana de Doengas
Infecciosas (IDSA) (REX et al., 2000).

Estudos realizados por COLOMBO et al. (1999) observaram que cerca de 20% dos
pacientes foram curados sem nenhum tratamento antifungico. Neste estudo, foi observado que 3
pacientes do HIAS que nao receberam tratamento antifingico e evoluiram para alta tiveram a
retirada das vias de acesso intravenoso. Com base nestas informacdes, provavelmente a
instalagdo da C. parapsilosis e C. tropicalis nos pacientes analisados poderia estar relacionada a
presenca de alguma via de acesso, portanto, nao sendo necessario o tratamento com antifungicos,
em casos de retirada de tais fatores de risco. A remog¢do de cateteres intravenosos em pacientes
pediatricos, entretanto, principalmente derivados de UTIs, nem sempre ¢ possivel, ja que estes
fatores sdo fundamentais para manutengao de vida desses pacientes (KARLOWICZ et al., 2000).

Embora a C. parapsilosis ndo seja associada a altos indices de mortalidade, neste estudo,
esta espécie de Candida foi a principal espécie associada em pacientes que evoluiram a Obito em
ambos os hospitais estudados, sendo 2 pacientes com tratamento antiflingico e 5 sem tratamento
antifingico do HGCC e 6 pacientes com tratamento antifingico e 2 sem tratamento antifingico
do HIAS (SAXEN et al., 1995; WELBEI et al., 1996; HUANG et al., 1999, 2000). Apesar de C.
parapsilosis ser considerada de baixa viruléncia quando comparada a outras espécies de
Candida, mostrando baixa mortalidade em pacientes tratados com drogas antifingicas
(CHARLES et al., 2003; GUDLAUGSSON et al., 2003).

Diante do exposto, ficou claro que o incremento das infecgdes fiungicas durante as ultimas
décadas, junto com a aparicdo de resisténcia aos diversos antifungicos disponiveis, fazem
necessario o uso de técnicas para determinar a sensibilidade in vitro aos antifingicos, que
permitem a correlagdo dos dados obtidos no laboratdrio com a evolugao clinica dos pacientes.

Numa segunda fase deste estudo, foi realizado o teste de sensibilidade in vitro aos
antifingicos das cepas de Candida spp., isoladas dos pacientes com quadros de candidemia

estudados anteriormente. Foi observado que a distribui¢ao da resisténcia das espécies de Candida
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frente a anfotericina B foi de 4% e para os derivados azodlicos, de 52%, 50% e 86% para
fluconazol, itraconazol e cetoconazol, respectivamente. Estes dados corroboram varios estudos,
em que os indices de resisténcia em relacao a anfotericina B sdo baixos, embora existam relatos
evidenciando resisténcia principalmente nas espécies de Candida nao-albicans (ANDREU et al.,
1998; ELLIS et al., 2002; SILVA et al., 2002).

Quanto aos derivados azolicos, varios pesquisadores enfatizam o decréscimo na
sensibilidade das espécies de Candida, no mundo todo (NGUYEN et al., 1996; CUENCA -
ESTRELLA et al., 2002). Assim, estudos realizados por Uzun et al. (2000) e por Cuenca-
ESTRELLA et al. (2002) verificaram altos indices de resisténcia do itraconazol em relagdo ao
fluconazol. Segundo WROBLEWSKA et al. (2002), estes indices sdo relacionados ao uso
profilatico com derivados azdlicos, em que a profilaxia com derivados azolicos por longos
periodos estaria associada a uma reducdo na sensibilidade a este antifungico.

As espécies de Candida nao-albicans vém aumentando em numero e resisténcia para
anfotericina B e derivados azodlicos, o que pode estar relacionado ao uso profilatico com estes
antifingicos em pacientes suspeitos de candidemia (PFALLER et al., 2000, 2002; CANUTO et
al., 2002; CHEN et al., 2003). Neste estudo, excetuando um paciente do HGCC que recebeu
profilaxia com fluconazol, nenhum paciente recebeu tratamento profilatico antes da candidemia,
no entanto, todas as espécies de Candida apresentaram um alto indice de CIM. As principais
espécies mais envolvidas nestes quadros de resisténcia in vitro frente a estes azolicos foram a C.
parapsilosis e C. tropicalis. Contrariamente, as espécies de Candida nao-albicans sao citadas
como sensiveis aos derivados azodlicos, principalmente, para o fluconazol, segundo estudos
realizados no Brasil, em outros paises da América Latina e na Tailandia (COLOMBO et al.,
2003; GODOY et al., 2003; FOONGLADDA et al., 2004).

Segundo estudos realizados por PFALLER et al. (1998, 1999, 2000) e KREMERY et al.
(2002), as Candida nao-albicans, em contraste com as espécies de Candida albicans,
apresentam alta variabilidade em niveis de resisténcia aos antifungicos em diversos regides do
mundo. Neste estudo,foi observada uma variabilidade, principalmente aos derivados azodlicos
pelas espécies de Candida spp, estudadas.

Nesta pesquisa, foi observado que 12 cepas de Candida spp., entre elas 7 espécies de
Candida nao-albicans e 5 C. albicans apresentaram resisténcia aos 3 derivados azélicos testados

(fluconazol, itraconazol e cetoconazol) simultaneamente. Estes dados corroboram os estudos



103

realizados por WONG-BERINGER et al. (2001), CUENCA-ESTRELLA et al. (2002), os quais
verificaram cepas de Candida ndo-albicans resistentes a mais de um derivado azdlico. A
resisténcia cruzada entre azolicos ¢ fundamentada no fato, de terem um mecanismo de agdo
comum, atuando na via do citocromo P-450, enzimas mitocondriais que intervém na desmetilagao
do C14 dos precursores do lanosterol (VAZQUEZ et al. 1997; MULLER et al., 2000).

A falta de protocolos terapéuticos e dados clinicos dos pacientes, foi um obstaculo para o
acompanhamento daqueles com candidemia relativamente a evolugdo e a conduta terapéutica
implantada. Apesar destas limitagdes, conseguiu-se analisar a correlagdo entre a clinica do
paciente frente aos testes de sensibilidade aos antifungicos in vitro em cepas de Candida spp.

A relagdo entre a clinica e os testes de sensibilidade in vitro aos antifiingicos nao
proporciona indicacdo de que as cepas sensiveis nestes testes possam estar associadas a uma
evolugdo clinica favoravel dos pacientes candidémicos. Esta afirmagdo é baseada no fato de que,
nos pacientes que foram a obito e foram tratados com antifiingicos, os testes de sensibilidade in
vitro apresentavam um indice de CIM baixo e os pacientes que ndo tiveram tratamento
antifingico e foram a alta apresentaram um indice de CIM alto. Estes dados confirmam os
achados de REX et al., (1995), que ndo encontraram nos seus estudos correlagdo entre CIM e
evolucao clinica dos pacientes com candidemia e, paradoxalmente, observaram mais fracassos
terapéuticos em pacientes infectados por cepas com indices de CIM baixos. Contrariamente,
estudos realizados por POWDERLY et al.,(1988), NGUYEN et al. 1998, KOVACICOVA et al.,
(2001), evidenciaram, em pacientes portadores de cancer, correlagdo in vitro e in vivo com a
anfotericina B. A discrepancia de resultados demonstra a necessidade de mais estudos
relacionando os dados in vitro com dados in vivo de pacientes candidémicos e ndo aidéticos.

Outro fator preocupante nas infec¢des fungicas ¢ os episodios de recorréncia. Existe
grande dificuldade para diferenciar recorréncia e re-infeccdo em pacientes cujos isolados foram
identificados laboratorialmente como a mesma cepa envolvida. Assim, com o advento da
biologia molecular, adquiriu-se capacidade de diferenciar gendtipos pela presenga de
polimorfismos (FERNANDO et al., 1998). Através destas técnicas SHIN et al. (2001), conseguiu
caracterizar episodios de re-infeccdo em dos episddios de recorréncia com intervalos de 4 dias
entre um episddio do outro. Assim, segundo este mesmo autor, os quadros de recorréncia e re-
infec¢do nao pode, ser diferenciada apenas pelo intervalo de tempo entre dois episodios, sendo

fundamental as andlises genotipicas para as respectivas diferenciagoes.
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Neste estudo, a cariotipagem eletroforética realizada pela técnica do PFGE, permitiu que
se distinguissem 2 padrdes com, respectivamente, 4 ¢ 6 bandas cromossomiais em cepas de C.
parapsilosis e 1 padrdo em cepas de C. tropicalis. Estes dados estdo de acordo com os estudos de
ROY et al. (1998), BERNARDIS et al. (1999) e PERROTA et al. (2002), os quais verificaram
que, pela cariotipagem eletroforética, uma variagdo de 7 a 9 bandas cromossomicas para C.
parapsilosis.

Apenas um episddio de re-infec¢do foi detectado no terceiro episodio no paciente 4,
causado por uma nova cepa de C. parapsilosis. Estes resultados corroboram os achados de DOI
et al., (1994), ESPINEL-INGROOF et al., 1999, e SHIN et al. (2001), que observaram cariotipos
eletroforéticos diferentes em pacientes re-infectados por uma mesma cepa de C. parapsilosis
isoladas de hemoculturas.

Assim, neste estudo, esta técnica mostrou-se relativamente discriminatéria para poder
diferenciar cepas recorrentes de cepas com re-infeccdo. A existéncia de polimorfismo
cromossOmico, em cepas de Candida, isoladas de um mesmo paciente, ja foi demonstrado por
varios autores (MERZ et al., 1988; KLEMPP-SELB et al., 2000). A heterogeneidade de
tamanho dos cromossomos homologos ¢ apontado como uma causa de polimorfismo
(IWAGUCHTI et al., 1990).

Para confirmar o polimorfismo cromossomico, detectado pela cariotipagem
eletroforética, encontrado no paciente 4 e detectar diferencas de cepas por meio do polimorfismo
gendmico, foi empregada a técnica do RAPD nas respectivas amostras. Por esta técnica
utilizando a seqliéncia iniciadora OPA-03 foi possivel observar um padrio predominante,
denominado tipo I para a maioria das cepas de espécies de C. parapsilosis, mostrando ser esta
uma técnica discriminatdria para a classificacdo desta espécie.

Este método confirmou o polimorfismo cromossomico encontrado pela técnica do PFGE
e além disso, permitiu a discriminagdo de mais 2 perfis gendmicos (tipo II elll) nos pacientes 3 e
4 respectivamente. Adicionalmente, 2 perfis eletroforéticos diferentes nao observados no estudo
do polimorfismo cromossomico foram observados para a espécie de C. tropicalis. Estes dados,
confirmam com outros autores quanto a eficacia e poder discriminatério da seqiiéncia iniciadora
OPA-03 (HANNULA et al.,1997,1999; PINTO et al., 2004).

Assim a técnica do RAPD mostrou maior poder discriminatdrio, em comparagao com a do

PFGE, para poder diferenciar perfis genéticos de C. parapsilosis. A sensibilidade da técnica do
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RAPD ¢ confirmado por diversos autores utilizando outros iniciadores denominados OPA-04 e
OPA-18 os quais conferem bons resultados discriminatérios. JAIN et al. (2001); MUNOZ et al.
(2003) e PINTO et al. (2004) indicam essa técnica como ideal para tipificagdo em estudos
epidemiologicos de espécies de Candida.

A presenga de deferentes perfis gendmicos num mesmo paciente podem caracterizar
quadros de re-infecgdo causada por novas cepas desta espécie. Os novos perfis genomicos da C.
parapsilosis observados no ultimo episédio podem indicar cepas mais virulentas desde que os
pacientes envolvidos nesta infeccdo foram a oObito. O mesmo ndo se diz dos novos perfis
genéticos encontrado na C. tropicalis, ja que o paciente envolvido recebeu alta.

Neste estudo, foi evidenciada a presenca do mesmo perfil genético de C. parapsilosis
oriundo de 2 pacientes com recorréncia, provenientes do HGCC, e 1 paciente oriundo do HIAS,
caracterizando uma cepa endémica. Este dado ¢ digno de nota, evidenciando o fato de que tanto
os pacientes hospitalizados como os funcionarios da satide podem ser importantes reservatorios
de Candida spp., levando a correlacionar o foco da infec¢do com o possivel contato das maos de
profissionais de saude. Essa constante fonte de infec¢do poderia ser também responsavel por
episodios de super-infeccdo. A super-infeccdo € caracterizada por infecgdes sucessivas pela
mesma espécie, quando ainda persistem os efeitos do primeiro episoddio. Infelizmente neste
estudo, nao foi possivel obter dados de evolu¢do da infec¢do dos pacientes que diferenciem essas
duas formas de infecgao.

Quanto a resisténcia antifingica, embora as cepas de Candida tenham apresentado
resisténcia a anfotericina B (4%), fluconazol (50%), itraconazol (52%) e cetoconazol (86%), nao
se conseguiu fazer uma correlagdo com perfil cromossdmico e gendomico por estas serem
representados por apenas 1 cepa de cada perfil gendomico. Por conseguintes, os do presente
ensaio estdo de acordo com a literatura, ao indicarem que a presenca de variabilidade genética,
relacionada aos rearranjos cromossdmicos, ndo estd necessariamente relacionada a resisténcia
desta espécie (RUSTCHENKO-BULGAC et al., 1990; BERENGUER et al. 1996; ZHANG et
al., 1997). LOTT et al. (1993) enfatizam que atualmente ndo existem relatos que relacionem a
resisténcia aos antifiingicos nem a viruléncia das espécies de Candida spp., ao cari6tipo nem ao
perfil genético destas espécies. Por tanto, PEREPNIKHATKA et al. (1999) expresse que as
desordens genéticas, tais como a ndo-disjun¢do cromossomica, em espécies de Candida spp.

estejam relacionadas a resisténcia aos antifngicos especialmente ao fluconazol.
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Nao foi também observada correlagdo entre a morfologia das cepas de Candida
estudadas com relacdo a sua resisténcia aos antifiingicos e genotipagem. Estes dados corroboram
os estudos de BARTON et al. (1994), ao assinalarem que as mudangas morfologicas e
cariotipicas sdo processos independentes.

Por fim, os indicadores desta pesquisa corroboram varios estudos como os de VASQUEZ
et al. (1991), ESPINEL-INGROFF et al. (1996) e BARCHIESI et al. (2001), indicam que a
cariotipagem eletroforética pelas técnicas do PFGE e RAPD sdo suficientes para tipificar
epidemiologicamente as espécies de Candida, por serem técnicas discriminatérias.

Espera-se que esta pesquisa, adicionada a outros estudos nesta area, utilizando a mesma
metodologia, contribuam para a obtencdo de um consenso sobre os perfis gendmicos de cepas
envolvidas em quadros de fungemia, podendo-se entdo, estabelecer uma relagdo dos perfis

gendmicos com patogenia, viruléncia e resisténcia aos antifingicos.

5 CONCLUSOES
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A presente pesquisa demonstrou que:
v' A emergéncia de Candida nio-albican, especialmente a C. parapsilosis, como principal
agente etiologico responsavel pelos casos de candidemias nos 2 hospitais de referéncia

terciaria estudados em Fortaleza;

v Os fatores de risco associados nos casos de candidemia foram: antibioticoterapia prévia,
cateter venoso central, nutricdo parenteral, sondagem gastrica, ventilagio mecanica,

cirurgia e prematuridade;

v' As espécies de Candida estudadas apresentaram baixo indice de resisténcia, para
anfotericina B (4%) e alto indice de resisténcia para o fluconazol (52%), itraconazol
(50%) e cetoconazol (86%) discordando assim dos dados encontrados em outros estudos

brasileiros;

v Por intermédio das técnicas moleculares, foi evidenciada a presenca de padrdes endémicos

predominantemente nas duas unidades hospitalares para cepas da C. parapsilosis;
v' As técnicas de Biologia Molecular de PFGE e¢ RAPD foram discriminatorias para

diferenciar quadros de recorréncia de quadros de re-infec¢do, na tendo sido possivel sua

discriminagdo pelas técnicas laboratoriais convencionais.
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7. ANEXO
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7.1 ANEXO |
FICHA DE CADASTRAMENTO DO PACIENTE

Ficha de Cadastramento do Paciente
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7.2 ANEXO I
FICHA DE IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS




FICHA DE IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

N° /1D:

Identificagcdo da amostra

132

Nome do paciente: Idade:
Espécime clinico: Data da coleta:
Dados clinicos relevantes:

Aspectos macromorfoldgicos
- Textura da colonia: () glabrosa seca () glabrosa umida () glabrosa mucoide
- Relevo da colonia: () semrelevo () cerebriforme
- Presenga de pigmento: ( )Pos ( ) Neg () difusivel (' )ndo difusivel

Cor:
Caracteristicas fenotipicas gerais

- Produgdo de tubo germinativo: () Pos ( )Neg
- Presenga de capsula: () Pos ( ) Neg
- Produgdo da enzima urease: ( ) Pos () Neg
-Assimilagao de glicina: () Pos () Neg
- Coloragdo no CHROMagar Candida:

Aspectos micromorfolégicos
ESTRUTURA 0 1-5 5-10 >10

Clamidoconidio terminal

Clamidoconidio intercalar

Pseudo-hifa

Hifa

Blastoconidio

Artroconidio

Célula gigante

Apressoério

Sarcina

Auxonograma
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ACUCAR Pos 24 horas Pos 48 horas Negativo

Dextrose

Sacarose

Lactose

Galactose

Trealose

Maltose

Xilose

Celobiose

Rafinose

Dulcitol

Inositol

Melibiose

Inulina

Ramnose

L-arabinose

Zimograma

ACUCAR 24 h 48 h 5 dias 10 dias 14 dias Neg

Dextrose

Maltose

Lactose

Galactose

Trealose

Sacarose

Assimilagdo de Nitrato: ( )Pos ( ) Neg

Producdo de Ascos

- Morfologia dos Ascos e ascosporos: ( ) Elipséides a reniformes
() Subglobosos ou em chapéu
( ) Globosos

Estoque
Laudo final: Data do término da identificacéo:

N° de colecgéo: Data de estoque:

Estocado por:

Formas de estoque: ( ) Agar batata a - 20° C com glicerol
() Solugéo salina com 6leo mineral em ambiente
() Outra:
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7.3 ANEXO IlII
MEIOS DE CULTURA

MEIOS DE CULTURA USADOS EM MICOLOGIA (PAIXAQ etal., 2004)
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AGAR BATATA
OBJETIVO

Usado para realizacdo de microcultivo de fungos filamentosos e estoque de cepas fungicas.

COMPOSICAO

Infusdo de batatas 500 ml
Dextrose 10g
Agar bacteriolégico 15¢g
Agua destilada q. s. p 1000 ml
PREPARO

Cozinhar 250 g de batata-inglesa (Solanum tuberosum) descascadas em 500 ml de
agua, por 1 h. Filtrar a infusdo de batatas através de gaze. Restituir o volume inicial de dgua
(500 ml) e acrescentar 500 ml de 4gua destilada. Adicionar o agar e a dextrose, dissolvendo-
os completamente. Autoclavar o meio por 15 minutos a 121°C e distribuir, aliquotas de 4
ml, em tubos de vidro. Deixar solidificar, na posicao inclinada, de modo a obter uma

superficie de aproximadamente 6 cm.

Obs: Esse meio pode ser adquirido comercialmente, na forma desidratada, sob as
denominagdes: Agar batata (DIFCO), Potato dextrose agar (OXOID) e Agar Pomme-de-
Terre (Sanofi-Institut Pasteur).

CHROMAGAR CANDIDA ©
OBJETIVO

Diferenciar espécies de Candida, baseando-se nas diferentes coloragdes adquiridas
pelas colonias. Assim, por exemplo, colonias de Candida albicans sdo verde e Candida
tropicalis, azul. Esse meio torna-se particularmente util nos casos de infec¢do mista,

facilitando a diferenciagdo das espécies envolvidas.

COMPOSICAO
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CHROMagar Candida® desidratado 47,7 g
Agua destilada 1000 ml
Dissolver o CHROMagar Candida® em 4gua destilada esterilizada, aquecendo em
banho-maria, por 2 minutos. Distribuir em placas de Petri médias.
OBS: Esse meio néo deve ser autoclavado.
** Esse meio ¢ adquirido comercialmente, na forma desidratada, sob o nome de

CHROMagar Candida® (CHROMagar® - PROBA

AGAR FUBA (CORN-MEAL) COM TWEEN 80
OBJETIVO

Utilizado para realizagdo de microcultivo de leveduras, pois estimula a formacao de
pseudo-hifas das diferentes espécies de Candida, além de estimular a producdo de

clamidoconidios caracteristicos de C. albicans.

COMPOSICAO

Fuba de milho 40g
Agar bacteriolégico 20¢g
Tween 80 12 ml
Agua destilada q.s.p 1000 ml
PREPARO

Dissolver o fuba de milho em 500 ml de agua, fervendo em banho-maria por 40
minutos; restituir o volume de dgua inicial. Deixar esfriar e filtrar através de gaze e algodao.
Em um recipiente separado, dissolver o agar nos 500 ml de 4gua destilada restantes. Juntar o
agar dissolvido com o fuba e acrescentar o Tween 80. Homogeneizar. Autoclavar a 121°C
por 15 minutos. Distribuir em placas de Petri.

**Esse meio pode ser adquirido comercialmente, na forma desidratada, sob a denominagao

de Agar Cornmeal (DIFCO).

MEIO PARA ASSIMILACAO DE CARBOIDRATOS (MEIO C)
OBJETIVO

Analisar a capacidade das leveduras em assimilar diferentes carboidratos.

COMPOSICAO
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Meio basal
Agar bacterioldgico 20 g
Agua destilada q.s.p 1000 ml

Solucgdo Estoque de Yeast Nitrogen base

Yeast nitrogen base (Difco) 6.7¢g
Agua destilada q.s.p 100 ml
PREPARO

Meio Basal

Dissolver o agar em agua destilada, aquecendo-o em banho-maria. Autoclavar a
121°C por 15 minutos. Distribuir aliquotas de 40 ml.
Solugdo Estoque de Yeast Nitrogen Base

Dissolver o Yeast nitrogen base em 100 ml de agua destilada e deionizada; esterilizar
por filtragdo. Distribuir aliquotas de 10 ml e estocar em frasco de cor ambar na geladeira.
Preparo final do meio

Para cada aliquota de 40 ml do meio basal acrescentar 0.4 ml da solugdo estoque de
Yeast Nitrogen Base. Atencdo: sO acrescentar a solu¢do de Yeast nitrogen base quando o

meio basal estiver com a temperatura aproximada de 48 °C.

MEIO PARA ASSIMILACAO DE NITRATO

(Meio N)
OBJETIVO
Testar a capacidade das leveduras em assimilar fontes inorganicas de nitrogénio.
COMPOSICAO
Yeast Carbon Base (DIFCO) 12¢g
Agar bacteriologico 20g
Agua destilada q.s.p 1000 ml
PREPARO

Dissolver por aquecimento o agar e o Yeast carbon base em agua destilada.
Distribuir em frascos com aliquotas de 20 ml. Autoclavar a 121°C, por 15 minutos.

Conservar a 4°C.

MEIO PARA FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS
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OBJETIVO
Analisar a capacidade das leveduras em fermentar os diversos carboidratos.
COMPOSICAO
Azul de bromotimol 0.03¢g
Extrato de levedura 27 g
Peptona 45¢g
Agua destilada 600 ml
Etanol 4 95% 1.8 ml
PREPARO

Dissolver o extrato de levedura e a peptona em agua destilada. Separadamente,
dissolver completamente o azul de bromotimol em etanol. Adicionar a solugdo de azul a
mistura inicial e homogeneizar. Distribuir, 3 ml do meio, em tubos de ensaio contendo um
tubo de Durhan na posi¢do invertida. Autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Deixar resfriar.
Adicionar a cada tubo de ensaio, com o meio para fermentacao, 1.5 ml de uma das solugdes
de agticares utilizando pipetas estéreis. Homogeneizar. Conservar a 4°C por até um mes.
OBS: Sao os seguintes os carboidratos utilizados no teste de fermentagao: maltose, dextrose,

lactose, galactose, sacarose e trealose.

MEIO RPMI -MOPS
OBJETIVO
Meio de cultura padronizado pelo NCCLS, para execu¢do de testes de

susceptibilidade a antifungicos, através da técnica da microdiluicdo em caldo (documento

M-27A aprovado em 1997).
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COMPOSICAO
RPMI 1640 (com glutamina e sem 10.5¢g

bicarbonato de sodio) *

MOPS 345¢
Cloranfenicol 05¢g
Agua destilada q.s.p 1000 ml
PREPARO

Dissolver os componentes em agua destilada. Ajustar o pH final para 7.0 ( com
solucdo de hidroxido de sédio 10 N). Homogeneizar e esterilizar o meio por filtragdo.

Manter, sob refrigeragdo, até o momento do uso.

* O meio RPMI 1640 ¢ uma mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e vitaminas,
sendo quimicamente definido e livre de macromoléculas. Este meio ¢ fornecido
comercialmente, na forma desidratada, em p6 ou liquido. Na forma de pd, tem a vantagem
de se manter estavel por mais de 24 meses, se conservado bem fechado e sob refrigeracao.
Por ser um pd extremamente higroscopico, deve ser bem protegido do meio ambiente,
especialmente de lugares imidos. Nao sdo recomendadas preparagdes com concentracoes
maiores dos que as preconizadas pelo fabricante, devido a grande possibilidade de formagao

de precipitados.
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7.4 ANEXO 1V
PROVBAS VIOQUIMICAS




Quadro 9.1 Identifica¢fio das principais leveduras de interesse clinico
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LEVEDURAS Assimilacio Fermentacio Cap | Tg | U | KO,
Inu [ Ram | Ara | Gli | Sac | Lac | Gal | Raf | Ino | Xil | Cel Tre | Dul | Mal | Mel | Gli | Sac | Lac | Gal | Tre Mal

Candida albicans NT NT NT + | ¥ - + - - + - + - + - G - - A% G G - + - -

C. guilliennondii T T T T P N IR | + |+ v e|lae]|-vlcl R P

C. krusei o NT | NT | NT | 4 T =1 - | - I ) R e - T ; I I PR B IV

C. parapsilosis | =« T\I'I‘ + I El i ¥’ + - - v - - v v - .7 _— _ -

C. pseudotropicalis T T T A O VI v v v i | -lel|laelae | e - N
Hﬂmm'(!eai NT N'I'ﬁ NT + - - + I ' + - G - = G - + B -

C. rropicalis o NT - - N | = + = + v " + v o v - G G G - = - -

C. zeylansides Nt NT [ NT x| -] - v ] - . - v s . Y . v | - - -]

C. Aambica NT NT NT + - o - - - + - - - - - G - B - - v = = o

C. lipolytica NT| NT [ NT | « | - | - A v | - - - A D (T I R

C. lusitanige NT | + [ NT |« |+ | - | v | - A RV A 5 + | - G |v P3N VAN I A S I
7“. rugosa NT | NT [ NT | + - + - o - = - - ] - - = | - - - - -_—l

C. famata NT | NT [ NT | = [ v | v [+ | & |- + | v v + v lv v v ]| -1 -1l v | | .1-T

C. glabrata NT | NT | NT | + | - - - = = - ] + . : G | - : - G | - A I

Cryptococeus reaformans | NT | NT NT + + - + v + +_ v v + + - - - - - - - + - + v

C. albidus NCINTNT |+ [+ v v vV s+ [ v v+ ~v| - -1 - 1T -1 Tvi- 1 |

C. gastricus NT | N1 77NT_— # v v + e + + + + - + - = - - A % S -

C. laurentii NT NT NT T + + + A% + 1 + + + + i v - - . . < = + 2 + -

C. terreus NT NT NT + = v A - + -+ T v \% A - - - - - N - + = + +

C. luteolus NT | NT | NT | + + - + | o+ + + + + + + - | A = - + s | =] -

C. uniguttulatus NT | NT | N T‘iﬁ +— + - v v + + v v - + - - - = w - - + - + x

Rhodotorula rubra NT NT NT + + - v + - + A\ + - + - - - = - ] v - 4+ -

R. glutinis NT|NT|NT |+ |+ | - | v ]|V ‘ + | v + ‘ + - i S - R N IRV I N

Trichosporon inkii - _V + + + v - + + + NT + - - - N . - - - + -

T. ovoides - + A% T + + + v + + v NT + - - - - - - -] - + -

Saccharomyces cerevisiae | NT | NT NT + + |- + v - - v - v - G G - G v G - - - -

Geotrichum candidum NT NT NT + - - + - - + z - - - - - = - - = - - - - =

G. capitatum NT | NT | NT T - - + - = = = - 2 - - - - a = = _ - .

Hansenula anomala NT - NT + + - v v - A% + + - + - G G v \Y \ii B - - +

NT = nilo testado; G = produgiio de gds: + = positivo; - = negativo: V = varidvel; Inu = inulina; Ram=L-mmiose; Ara = L-arabinose: Gli = glicose; Sac
Cel = celobiose: Tre = trealose; Dul = dulcitol; Mal = maltose; Mcl = melibiose: Cap = cépsula; Tg =

= sacarose; Lac = lactose: Gal =
twbo germinativo; U = urease; KNO, = nitrato de potissio.

D-galactose; Raf = rafinose; Ino = inositol; Xil = D-xilose;
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7.5 ANEXO V
BANCO DE DADOS




Tabela 2 — Fatores Clinicos, epidemiologicos e laboratoriais de 23 pacientes com candidemia internados no HGCC.

Paciente Idade Doencas de base Procedimentos Cepa Candida spp Terapia Tempo de Doses Evolucéo
hospitalres antifngica  Tratamento
(anos) /Sexo
R1 RN/ F Prematuridade B, E,GK,N, O CEMM 2-1-07 C.parapsilosis -
CEMM 2-1-08  C.parapsilosis Anfotericina B 1dia 0,5mg/kg/dia  Obito durante o tratamento
2 56 /F Doengas circulatérias D,E,G,K,N CEMM 2-1-09  C. parapsilosis - -
CEMM 2-1-10  C. parapsilosis Fluconazol 1dia 400mg/dia  Obito durante o tratamento
3 RN/ F prematuridade A, B,E,G,K N, O CEMM 2-1-11  C.albicans * Nao - - Obito
4 36/ F complicacdes pés-parto D,EGLN,O CEMM 2-1-12 C. tropicalis Nao - - Alta
5 63/ F doencas gastrointestinal A B, C,D, E F, G, |, NNCEMM 2-1-15 C.albicans Fluconazol 16dias 200mg/dia  Obito durante o tratamento
(0]
6 28/ F miscellaneous conditions A, B, D, E, |, K, L, M, N,CEMM 2-1-32  C.guillermondii Né&o - - Alta
(0]
7 RN/ M prematuridade A,B,D,E G,K,N,O CEMM 2-1-63 C.albicans Anfotericina B 1l4dias 0,5mg/kg/dia Obito durante o tratamento
8 RN/ F doencas respiratérias D,E,G,N,O CEMM 2-1-65 C.albicans * Néo - - Obito
9 62/ F Doengas circulatérias B, D, G, KN, O CEMM 2-1-66  C.guillermondii* N&o - - Obito
R10 50/ F doencas circulatérias D,E,G,K,N, CEMM 2-1-68°  C. parapsilosis Nao - -
D,E,,G,N CEMM 2-1-68b  C. parspilosis Nao - -
D,G,K,N CEMM 2-1-68c  C. parapsilosis Nao - - Obito
11 24/ F complicagbes apos cirurgia A, B, E, G, K, L, N, O CEMM 2-1-70  C.tropicalisi Fluconazol 9dias 200mg/dia  Alta
12 RN/ F doenca gastrointestinal A /B,DE,G,F, I K, N, OCEMM 2-1-73 C.tropicalis* Néo - - Obito
13 RN/ F prematuridade A B, E K, O CEMM 2-1-93 C.albicans* Nao - - Obito
14 49/ M neoplasmas A,B,C D, EF G, N O CEMM2-1-107 C.glabrata Nao - - Alta
15 25/ M doenca gastrointestinal A,B,C,D,E G H N, O CEMM 2-1-108 C.parapsilosis Nao - - Obito
16 RN/ F Doencas infecciosas D,E, N, O CEMM 2-1-109 C.parapsilosis* Nao - - Obito
R17 RN/ F prematuridade A,B,C,D,N, O CEMM 2-1-110 C.parapsilosis Nao - -
CEMM 2-1-111  C.parapsilosis N&o - - Obito
18 76/ M neoplasmas B,C,D,E G,J,K,N, O CEMM 2-1-144 C.tropicalis Fluconazol 12dias 200mg/dia  Alta
R19 52/M neoplasmas A, D E ILK CEMM 2-2-145°% C.tropicalis Nao - -
CEMM 2-2-145b C.tropicalis Néo - - Alta
20 57/ M doenca gastrointestinal A, B, C EK,L CEMM 2-2-169 C.tropicalis Fluconazol 9dias 200mg/dia  Alta
21 RN/M prematuridade A /B,G,D,N,O CEMM171 C.albicans Anfotericina B 25dias 0,5mg/kg/dia Alta
22 75/ F neoplasmas A B,C, D, E F, G, J, L,CEMM180 C.parapsilosis* Nao - - Obito
N, O
23 44/ M doenca gastrointestinal A,B,D,G, L, N, O CEMM 280 C.albicans Fluconazol 13dias 200mg/dia  Obito durante o tratamento
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K. pacientes com mais de um episédio de candidemia; * post- mortem ; RN: recém-nascido, A- nutrigio parenteral; B- sondagem gastrica; C- colostomia; D-
cirurgia; E- acesso venoso central; F-drenagem toraxica; G- ventilagdo mecanica; H- drenagem peritoneal; I- gastrostomia; J- hemodialises; K- hemotransfusao;
L- sondagem vesical; M- drenagem abdominal; N- antibioticoterapia O- Unidade de Tratamento Intensivo (UTI).



Tabela 3 — Fatores Clinicos, epidemioldgicos ¢ laboratoriais de 43 pacientes com candidemia

internados no HIAS.

Paciente  Idade (anos/ Doencgas de base Exposi¢cfes Cepa Candida spp Terapia Tempo de Doses Evolugéo
Sexo) hospitalares antifungal tratamento

1 RN /F Prematuridade A, B, C, DM CEMM2-1-69 tropicalis Anfotericina B 12dias 0,5-1 Alta
2 RN /F Mielomengocele rota A, B,C E CEMM 2-1-35  C, parapsilosis N&o Alta
3 RN /F Prematuridade AB,C CEMM2-1-48 tropicalis Anfotericina B 13dias 0,5 Alta
4 RN /M Desconforto respiratério A, B, C,D ,M CEMM2-1-73 - ¢ albicans Anfotericina B 2dias 0,5 Obito
5 RN/ M Ventriculites A/ B,C,DE CEMM 2-2-201 parapsilosis N&o Alta
6 RN /F Sepses A C E FM CEMM 2-2-205 ¢ tropicalis Anfotericina B 3dias 0,5 Obito
7 RN /M Pés-operadtio A B, G, F,EM CEMM2:2-207 ¢ narapsilosis  Fluconazol 1dia 6.12 Obito
8 RN/ F Mielomengocele rota A B E CEMM 2-2-221 ¢, parapsilosis  Anfotericina B 13dias 0,5 Alta
9 RN /F Mielomengocele rota ~ A,B,C,D,E,GH CEMM2:2-222 ¢ tropjcalis Anfotericina B 6dias 0,5-1' Obito
10 RN /M Mielomengocele rota ABE CEMM 2-2-239 . tropicalis Néo Alta
R11 RN /F Desconforto respiratério C, D,M CEMM 2:2-240 parapsilosis Anfotericina B 24dias 0,5 Alta
CEMM 2-2-243 . parapsilosis  Anfotericina B Alta

12 RN /F Prematuridade B,C CEMM C. tropicalis Anfotericina B 9dias 0,5 Obito
13 RN /M Mielomengocele rota C,D,E G CEMM 2-2-262 . parapsilosis Anfotericina B 9dias 0,5 Obito

A B, C, CEMM 2-2-274
14 RN /F Prematuridade D,G,F,M C. albicans Anfotericina B 21dias 0,5 Alta
15 Cc/M Pneumoinia A/B,C,D CEMM-2-2-275 ¢, parapsilosis N&o - Alta
16 RN /M Cardiopatia A, C, DM CEMM2-2-FIR ¢ parapsilosis  Anfotericina B 7dias 0,5 Alta
17 RN /F Prematuridade A/ B, C CEM2-2:KA parapsilosis  Anfotericina B 6dias 0,5 Obito
18 RN /F Mielomengocele rota B, E, F.M CEMM2—2 ¢ parapsilosis N&o - Obito
19 RN /F Atresia ileal A B,C,E, F, G CEMM2:2VSS ¢ parapsilosis  Anfotericina B 3dias 0,5 Obito
20 RN /M Desconforto respiratorio A, B, C,E,F ~ CEMM2-2:ABS ¢ gjaprata Anfotericina B 1dia 0,5 Obito
21 RN/ F Prematuridade B,C, E,G CEMM 2-2MM ¢ parapsilosis  Anfotericina B Alta
22 RN/M Diarréia A B,C H CEMM2-2-IPS ¢ tropicalis  Anfotericina B 11dias 0,5 Obito
23 RN /M Desconforto respiratério A, B, C CEMM 2-2-AGS ¢ parapsilosis  N&o Obito
24 RN /M Prematuridade A, B,D,M CEMM 2-2-VCT ¢ albicans Anfotericina B 13dias 0,5 Obito
25 RN /M Infecgéo A, B,CD CEMM 2-2LLS C. tropicalis Anfotericina B 23dias 1 Alta
26 RN /M Prematuridade A, C,D, EFM CEMM 2-2-RRS ¢ parapsilosis  Anfotericina B 3dias 0,5 Obito
27 RN /M Mielomengocele rota A, B, E CEMM 2-2-MHS Candida spp N&o - Obito
28 6m/M Diarréia A B,CF CEMM 2233 ¢ _guillermondii  Anfotericina B 9dias 05 Alta
29 3m/ M Tumor duodenal A BE CEMM 2--244  C_ tropicalis Anfotericina B 26dias 0,5-2 Alta
30 6m /F Hipertensdo A,BM CEMM2-1-90 tropicalis Anfotericina B 60dias 0,5 Alta
31 3a/M Pos-operatorio C,B,D,E CEMM2:2-183 ¢ albicans ~ Anfotericina B 0,5-1 Alta
32 2m /F Mielomengocele rota A B, D EH CEMM22158 o guillermondii N&o - Alta
33 3m/ F Desconforto respiratério A, B, C CEMM 2-2-159 . tropicalis Anfotericina B 20dias 0,5-1 Alta
34 la8m/i~M Atresia ileal A B E CEMM2-2-178 ¢ tropicalis  Fluconazol 13dias 200 Alta
35 laém /M Tumor faringe A'B,C EG CEMM 2-2-202 parapsilosis  Anfotericina B 20dias 0,5 Obito
A,,B, D, E, G, K,CEMM 2-2-223
36 im ?M Obstrugao intstinal L C. parapsilosis  Anfotericina B 25dias 0,5 Alta
CEMM 2-2-235 Rhodotorula

37 5m /F Hidrocefalia A B, E rubra Anfotericina B l4dias 0,5 Alta
38 im /F Retinoblastoma A B,CM CEMM 2-2-242 parapsilosis  Anfotericina B 12dias 0,5 Alta
39 la/M Neuroblastoma AB E,F CEMM 2-2-251 ¢ parapsilosis ~ Anfotericina B 17dias 0,5 Alta
40 im/M Hidrocefalia A,B,C CEMM 2-2-265 (. tropicalis Anfotericina B 18dias 0,5 Obito
41 5m/M Hidreocefalia A B,C CEMM 2-22Mvn ¢ parapsilosis  N&o Alta
42 3m/ F Diarréia A/ B,C,D CEMM 2-2-FRF candida spp N&o Obito
43 6m/ M Diarréia A B,C CEMM 2-1-43 C.tropicalis Anfotericina B 15dias 0,75-1 Alta

A-acesso venoso central; B-antibioticoterapia,; C-

antifungicos testados.

sondagem gastrica; D- ventilagdo mecanica; E-cirurgia; F-
hemotransfussdo; G- nutri¢do parenteral; H- sondagem vesical; I- gastrostomia, J- esofagostomia; K- colostomia;
L- gstroduodenoanastomose, M- UTI; R-paciente com vérios espisddios de candidemia; RN: recém-nascido, F:
femenino, M: masculino
Tabela 12 Distribuigdo dos CIMs das Candida spp. oriundas de pacientes que evoluiram a 6bito e cura frente aos

Paciente

Cepa

Organismos

Tratamento

Evolugéo

Teste de sensibilidade in vitro

Fluconazol

Itraconazol

Cetoconazol

Anfotericina B



CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)  CIM (ug/mL)
1 CEMM 2-1-07  C. parapsilosis Fluconazol Obito >16 2 >16 1
CEMM 2-108 C. parapsilosis Fluconazol Obito >16 2 >16 1
2 CEMM 2-1-8 C. parapsilosis Fluconazol Obito 8 0,5 >16 1
CEMM 2-1-9 C. parapsilosis Fluconazol Obito 8 0,5 >16 1
3 CEMM 2-1-10  C. albicans Nio Obito >64 2 >16 1
CEMM 2-111  C.albicans Fluconazol Obito >64 0,5 >16 0,5
4 CEMM 2-115  C. albicans AnfotericinaB  Obito >64 >4 >16 1
5 CEMM 2-1-63  C.albicans Nio Obito >64 0,5 >16 0,5
6 CEMM 2-165 C. guillermondii Nio Obito 1 0,25 >16 1
7 CEMM 2-166  C.parapsilosis Nio Obito 2 0,25 >16 1
8 CEMM 2-168a  C.parapsilosis Nao Obito 2 0,125 >16 1
CEMM 2-1-68b  C.parapsilosis Nio Obito >64 >4 >16 4
CEMM 2-1-68c  C.parapsilosis Nio Obito 8 2 >16 1
9 CEMM 2-1-108  C.parapsilosis Nao Obito 2 0,5 >16 1
10 CEMM 2-1-109  C.parapsilosis Nio Obito 1 0,5 >16 1
CEMM 2-1-110  C.parapsilosis Nao Obito 2 0,5 >16 1
11 CEMM 2-1-111  C. albicans Anfotericina B Obito >64 4 >16 0,5
12 CEMM 2-1-173  C.parapsilosis Nao Obito 4 1 8 1
13 CEMM 2-1-180  C.parapsilosis Anfotericina B Obito 2 1 >16 1
14 CEMM 2-1-202 C. tropicalis Anfotericina B Obito >64 0,5 >16 1
15 CEMM 2-1-205 C.parapsilosis Anfotericina B Obito 2 0,01 >16 1
16 CEMM 2-2-207 C. tropicalis Anfotericina B Obito >64 >4 >16 1
17 CEMM 2-2-222  C.guillermondii Anfotericina B Obito >64 1 >16 0,5
18  CEMM 2-2-236 C.parapsilosis Anfotericina B Obito 16 0,5 0,5 1
19 CEMM 2-2-241 C. tropicalis Anfotericina B Obito >64 >4 8 1
20 CEMM 2-2-244  C. tropicalis Anfotericina B Obito >64 0,5 8 1
21 CEMM 2-2-265 C. tropicalis Anfotericina B Alta >64 >4 8 1
22 CEMM 2-1-43  C. albicans Anfotericina B Alta >64 >4 >16 1
23 CEMM 2-1-093  C. albicans Anfotericina B Alta >64 >16 >4 1
24 CEMM 2-107 C. glabrata Nao Alta >64 >4 >16 1
25 CEMM 2-1-135  C. parapsilosis Nao Alta 8 0,25 >16 1
26 CEMM 2-1-144  C. tropicalis Fluconazol Alta >64 >4 1 1
27 CEMM 2-1-145a C. tropicalis Nao Alta >64 >4 4 0,5
CEMM 2-2-145B C. tropicalis Nao Alta >64 >4 4 0,5
28 CEMM 2-2-1448 C. tropicalis Anfotericina B Alta >64 >4 >16 1
29 CEMM 2-2-153  C. albicans Anfotericina B Alta >64 0,125 >16 1
30 CEMM 2-2--154 C. parapsilosis Nao Alta 8 0,25 >16 1
31 CEMM 2-2-1589 C.tropicalis Anfotericina B Alta >64 >4 >16 1
32 CEMM 2-2-171  C. albicans Anfotericina B Alta >64 1 >16 0,5
33 CEMM 2-2-178  C. tropicalis Fluconazol Alta >64 2 1 0,5
34 CEMM 2-2-201 C. parapsilosis Nao Alta >64 0,06 0,5 1
35 CEMM 2-2-220 C. parapsilosis Nao Alta 16 0,25 0,5 1
36 CEMM 2-2-221 C. parapsilosis Anfotericina B Alta 32 1 1 1
37 CEMM 2-2-223  C. parapsilosis Anfotericina B Alta 8 2 0,5 1
38 fev/39 C. tropicalis Nio Alta 8 0,125 >16 0,5
39 CEMM 2-2-240 C. parapsilosis Anfotericina B Alta 16 >4 >16 1
CEM 2-2-243 C. parapsilosis Anfotericina B Alta 8 0,5 0,5 1
40 CEMM 2-2-251  C. parapsilosis Anfotericina B Alta >64 0,25 >16 >16
41 CEMM 2-2-262  C. parapsilosis Anfotericina B Alta >64 0,06 0,5 1
42 CEMM2-2-274 C.albicans Anfotericina B Alta >64 0,125 >16 1
43 CEMM 2-2-275 C. parapsilosis Nio Alta 8 0,06 >16 1
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ABSTRACT
The aim of the present study was to perform a retrospective analysis of cases of

candidemia in a Brazilian hospital in the city of Fortaleza, Ceara. A total of 50 blood cultures
were analyzed from 40 candidemic patients. The mycological diagnosis was based on the
phenotypical analysis and the patients’data were recorded in appropriates files. The most
frequent species were Candida parapsilosis (n=18), followed by C. albicans (n=14), C.
tropicalis (n=8), C. guillermondii (n=6), C. glabrata (n=2), and Candida spp. (n=2). A detailed
descriptive study was undertaken with 21 patients whose medical records were complete. The
candidemia episodes occurred in 8 male patients and 13 female patients. The most representative
risk factors implicated in candidemia were prior antibiotic therapy, central venous catheters,
parenteral nutrition, gastric probes and mechanical ventilation. Death occurred in 13 of the 21-
candidemic patients. This study demonstrated the emergence of candidemia caused by C.
parapsilosis in a Brazilian hospital in the city of Fortaleza, Ceara.

Key words: Candidemia, Candida species, Epidemiology and C. parapsilosis.



INTRODUCTION
Candidemia is defined as a clinical illness associated with the presence of Candida in

patients’ bloodstream (1). In recent years, a progressive increase in the frequency of fungemia
has been observed, particularly among patients receiving antibiotics, immunosuppressive therapy
or parenteral nutrition, as well as among patients exposed to invasive medical procedures (2).
Candida is the most important genus of yeast implicated in human infections, and is associated
with almost 80% of all nosocomial fungal infections, representing the major cause of candidemia
(3).

Candidemia is the fourth most common cause of hospital blood infection worldwide (4),
being associated with extended hospital stays (5) and with high mortality rates among critically
ill patients (6). The worldwide Candidemia rate has increased in many tertiary hospitals during
recent decades (7).

Candida albicans is the main pathogen implicated in candidemia, being responsible for
more than 50% of all Candida bloodstream infections in the USA, Canada and Europe (8, 9, 10).
C. glabrata is the most important non-albicans species causative of human blood fungal
infections in the USA (11, 12).

Brazilian reports have revealed that C. albicans is the main species implicated in
candidemia (13, 14), and among the non-albicans species C. parapsilosis (15) and C. tropicalis
(16, 17) are considered the most important pathogens. The emergence of non-albicans species as
important agents of candidemia has been linked to a prophylactic or an empiric use of antifungal
drugs (5).

The aim of this investigation was to perform a retrospective study of 21 candidemia cases
in a reference hospital in Fortaleza, Ceara (Northeast Brazil), emphasizing the mycological and

epidemiological aspects.



MATERIAL AND METHODS

This study was performed at a tertiary hospital in the city of Fortaleza-Ceara, Brazil. The
study began by surveying all hemocultures processed by the hospital’s microbiology laboratory
from June 2000 to June 2002. During this period, 4.376 hemocultures were processed by the
Bactec system (Becton Dickinson, Diagnostic Instrument Systems, Sparkas, MD, USA).

From a total of 4.376 hemocultures examinated, 50 yeast-positive materials were sent to
the Medical Mycology Specialized Center at Federal University of Ceara, Brazil. For the yeast
identification, the following tests were conducted: germinative tube test, microculture in Corn-
meal com Tween 80 agar (DIFCO, Detroit), CHROMagar-Candida® (Company, Paris, France)
growth, auxonogram, zimogram subcultures and nitrogen assimilation tests (18).

After laboratorial confirmation of Candida species involvement, an active search of
medical records of each patient was performed. Information was collected about patients’ age
and gender, underlying disease, prior antimicrobial treatment and other possible predisposing
factors. This study was conducted with qualitative analysis of mycologic and patient data.
RESULTS

From June 2000 to June 2002, 50 hemocultures from 40 candidemic patients were
analyzed. Candida species were detected in all 50 yeast-positive hemocultures. As to the
frequencies of these agents, C. parapsilosis (n=18) was the most prominent followed by C.
albicans (n=14), C. tropicalis (n=8), C. guillermondiii (n=6), C. glabrata (n=2) and Candida

spp. (n=2).

A total of 40 patients were evaluated for candidemia. Nevertheless, only 21 patients with
available and complete medical records were enrolled in our research. The analysis of medical
records from these patients revealed that 8 were male and 13 were female, that age ranged from

0 to 76 years old, with 9 newborn children and 12 adults. Candidemia episodes occurred mainly



in patients from intensive care units (19 cases). Two patients were referred from other Medical

Care Centers (Table 1).

Of the 21 patients analyzed with positive Candida cultures, 10 presented only candidemia
episodes, of which 3 suffered 2 recurrences (Table 1), 11 showed additional bacteremia episodes.
Of these, 4 cases of candidemia were prior to bacteria isolation, while in 7 patients, bacteremia

episodes preceded Candida isolation.

From analysis of 21 patients’ records, it was considered that the most important coexisting exposures in
candidemia development were prior antibiotic therapy (n= 18), central venous catheters (n= 17), parenteral nutrition
(n=15), gastric probes (n= 17), mechanical ventilation (n= 15) and surgery (n= 16). Each patient analyzed was
subject to at least one risk factor.

The most important underlying diseases were Gastrointestinal disease (n=5), neoplasm (n=5) and
prematurity (n=6). There were no differences in risk factors or underlying diseases in candidemia caused by
C.parapsilosis, C.tropicalis, and C.albicans. Therefore, C. tropicalis was infrequent among premature newborn
children and C. albicans was the most frequent species among this patient group (Table 1).

Systemic antifungal drugs were used as prophylactic therapy before the occurrence of candidemia in only
one patient (patient 20), with fluconazole (200mg per day) for 10 days. Even after confirmed candidemia, only 8
patients received antifungal treatment. Three candidemic patients (patient 1, 6, 19) were treated with amphotericin B
(0,5- 1mg/ kg/ day) for 13 days and the remaining five patients (patients 4, 9, 16, 18, 21) were treated with
fluconazol (150- 400 mg per day) for 12 days on average. The remaining 13 patients were not treated with

antifungal drugs (Table 1).

Candidemia was responsible for the death of 13 out of the 21 patients. C. albicans was
implicated in the death of 6 patients; C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guillermondii were
responsible for the death of 5, 1 and 1 patients, respectively. Death occurred among 4 treated

patients and 9 untreated ones (table 1).

DISCUSSION

It was found that all the fungal blood infections at the reference tertiary hospital were
caused by yeast of the Candida genus. These data corroborate some studies in which species of

Candida were the most involved in fungemia cases (3, 16).



Non-albicans species of Candida, upon analysis, would be responsible for a total of 72%
of fungemia cases. Such data agree with the reports of some authors, who emphasize the
importance of these species in recent years (3, 11, 16).

The growth of invasive medical procedures as well as prophylactic and empirical use of
anti-fungal drugs, especially those of azolic derivation has been blamed for the emergence of
non-albicans species of Candida (11, 19, 20). In the present study, there was a large increase in
these species, coming from patients subjected to multiple invasive procedures in Intensive Care,
who were not submitted to any azolic derivative as prophylaxis, with the exception of one patient
subjected to prophylactic treatment with Fluconazole. According to studies performed by
Colombo et al. (13) and Nucci et al. (16), the non-albican species of Candida are the most
prevalent in Brazil, this fact not being correlated with the use of azolic prophylactic derivatives.

It was noted that the main species involved was C. parapsilosis, followed by C. albicans.
This is a noteworthy fact, given that some authors such as, Rees et al. (21) consider C. albicans
the predominant species, responsible for around 50% of candidemias. Our data match that of
several authors (15), according to whom the proportion of isolated non-albicans species of
Candida in hemocultures is currently equal or superior to C. albicans.

C. parapsilosis is an exogenous pathogen, which prefers to colonize synthetic surfaces,
glucosilated solutions and skin (22). According to studies, this species of Candida is identified in
most cases of Onychomycosis in fingernails (23, 24). Thus, it is probable that infections by C.
parapsilosis in our study arose as a result of direct contact between healthy professionals and
patients in a critical state, subjected to multiple invasive procedures. This would be one access
route for these pathogens in vascular catheters; prosthetics and solutions for parenteral
administration, all used for patient life support.

A large incidence of candidemia (n=19) was found in patients from Intensive Care Units

(ICU). Such high rates of fungal infection in ICUs corroborate the findings of several authors (6,



14), where there are high incidences of patients from these units. These data may be explained
by the fact that these patients usually are considered high risk, depending on life support, thus
subject to multiple invasive procedures which make them more susceptible to a rapid microbial
invasion.

It was observed during this study that the presence of candidemia cases associated with
episodes of bacteremia was considerable (n=11), especially when the bacteremia preceded
candidemia. These data may be considered a new risk factor, according to Ellis et al. (25), due to
indiscriminate use of antibiotics in high-risk patients.

The risk factors assessed in our study are also quoted by several authors, (2, 17, 26). It
was seen that prior antibiotic treatment, central venal access, parenteral nutrition, surgery,
mechanical ventilation and gastric catheterization were all associated with candidemias.

From the therapeutic point of view, it was observed that, of the 21 patients, 13 were not
treated with any antifungal agent. Of these 13, 7 patients died before the mycological diagnosis.

In this study, 13 patients died from the total of 21 analyzed. These data corroborate those
found in several studies in which cases of nosocomial candidemia is associated with high
mortality (6, 27).

Species which showed highest mortality rates were C. albicans (n=6) and C. parapsilosis
(n=5). However, Huang et al. (22) report that C. parapsilosis shows high involvement in cases of
mortality and morbidity, especially in neonates. In our study, cases of mortality as a result of this
agent were observed in untreated patients, who were diagnosed at a late stage. C. parapsilosis is
considered to have low virulence when compared with other species of Candida, showing low
mortality in patients treated, involving removal of specific risk factors, such as removal of

catheter — main path of contamination of this species.
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This study shows that among all the found yeast, C. parapsilosis was the main isolated
agent. Thus, this research evidences the importance of C. parapsilosis in candidemia episodes in

Brazilian tertiary care hospital from Northeast Brazil.
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ABSTRACT
Background. Nosocomial fungal infections, especialy caused by Candida spp. has increased in

many children’s hospitals during the last decades worldwide. The aim of the present study was to
do a retrospective analysis of cases of fungemia in a brazilian reference children’s hospital in the
city of Fortaleza, Ceard. Brazil.
Methods. The mycological diagnosis was based on the biochemical analysis and the
patients’data were recorded in appropriate files.
Results. A total of 87 blood cultures were analyzed from 83 children’patients. The most frequent
species were Candida parapsilosis (n=39), followed by C. tropicalis (n=23), C. albicans (n=13),
C. guillermondii (n=4), C. glabrata (n=2), Candida spp. (n=4) and Rhodotorula rubra (n=2). A
detailed descriptive study was accomplished with 43 patients whose medical records were
available. The most representative risk factors implicated in candidemia were: prior antibiotic
therapy, central venous catheters, gastric probes and ventilation mechanics, prematurity. Death
ocurred in 17 of the 43 children’patients, being the most implicated species C. parapsilosis (n=8)
and C. tropicalis (n=5).

Conclusion. This study shows that among all the found yeast, C. parapsilosis was the
main isolated agent. Thus, this research evidences the importance of C. parapsilosis in

candidemia episodes in Brazilian tertiary care infant hospital from Northeast Brazil.

Key-words: Candidemia, Candida species, Epidemiology and C. parapsilosis
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INTRODUCTION
Nosocomial fungal infections, especially caused by Candida spp. has increased in many

children’s hospitals during the last decades worldwide (Mokaddas et al. 2000; Chapman et al
2003). A progressive increase in the frequency of fungemia has been observed as an important
cause of morbidity and mortality in critically ill patients and neonate exposed to invasive
medical procedures (Benjamin et al. 2003; Faix et al. 2003).

Newborns may acquire Candida species secondary to either vertical or horizontal
transmission (Chapman et al. 2003), the latter is the main cause of hospital blood infection
worldwide in children (Lupetti et al. 2000), being associated with extended hospital permanence
(Sidrim & Rocha,. 2004) and high mortality and morbidity rates (Saxen et al. 1995).

Candida albicans is still considered the most frequently isolated species from candidemic
patients (Rodriguez and Moreira 1999; Lopez et al. 2003; Marchetti et al. 2004). However, many
reports have documented the emergence of C. parapsilosis (Levy et al. 1998), C. tropicalis,
C.glabrata (Gupta et al 2001) and C.krusei (Truvenova et al. 2001) as important causes of blood
fungal infections in pediatric patietns worldwide.

Brazilian reports revealed that C. parapsilosis is the main species implicated in
candidemia in children patients in the south of the country (Da Silva et al. 2001; Matsumoto et
al. 2002), followed by C albicans.

The aim of our work was to perform a retrospective study of 43 candidemia cases in a
reference children’s hospital in Fortaleza, Ceara (Northeast, Brazil), analyzing the causative

etiological agents and the patient population involved.

MATERIAL AND METHODS
From a total of 8500 patients were identified 83 patients with fungemia from June

2001 to June 2002 at a tertiary children’s Hospital in the city of Fortaleza-Ceard, Brazil.
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All fungal blood culture isolates were identified by routine methods at Medical
Mycology Specialized Center (Federal University of Ceard, Brazil): germinative tube
test, microculture in Corn-meal-Tween 80 agar (Difco, Detroit), CHROMagar-Candida®
(Company, Paris, France) growth auxonogram, zimogram subcultures and nitrogen

assimilation tests (Milan and Zaror 2004).

Cases of fungemia were studied about patients’ age and gender, underlying disease, prior
antimicrobial treatment and other possible predisposing factors. This study was conducted with

qualitative analysis of mycologic and patient data of 43 patients.

RESULTS
From June 2001 to June 2002, 87 hemocultures from 83 patients were analysed. C.

parapsilosis (n=39) was the most prominent species, followed by C. tropicalis (n=23), C.
albicans (n=13), C.guillermondiii (n=4), C.glabrata (n=2), Candida spp.(n=4) and Rhodotorula
rubra (n=2).

Only 43 of 83 patients with available and complete medical records were enrolled in our
research. Took part in this study, 23 male and 20 female, among them 18 newborns (< Imontgh),
8 were prematures and 17 children (>1montgh).

Fungemia episodes ocurred mainly in patients submitted to intensive care units (n=18)
from which, 2 were newborns, 8 prematures and 8 children. The present species in this unit were
C. parapsilosis (n=9), C.tropicalis (n=5), C.albicans (n=3) and Candida spp (n=1). The

remaining patients (n=25) came from other medical areas.

From analysis of 43 patient’s records (table 1), it was considered that the most important
coexisting exposures in candidemia development were: central venous catheters (n=38), prior

antibiotic therapy (n=35), gastric probes (n=29), surgery (n=22), mechanic ventilation (n=14),
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and parenteral nutrition (n=7). Each patient analysed could have one or more coexisting
exposures. Among the most important underlying disease were: neurological disease (n=11),
gastrointestinal disease (n=7), prematurity (n=8), respiratory disease (n=6) and embrionary
tumor (n=4). There were differences in risk factors in candidemia caused by C. parapsilosis,

which showed more incidence compared with C. tropicalis, and C. albicans (Table 1).

Antifungal drugs were not used as profilactic therapy before the ocurrence of candidemia. Even after
confirmed candidemia, only 33 of the 43 patients were treated with antifungal drugs. From these, 31 patients were
treated with amphotericin B (0,5- 1mg/ kg/day) for 17 days and two were treated with fluconazole (6-12mg/kg/day)
for 7 days as a rule respectively. The remaining 10 patients were not trated with antifungals after confirmed
candidemia (Table 1)

Candidemia was responsible for the death of 170of the 43 patients, being involved 10 newborns (from the
total of 26), 4 prematures(from the total. of 8) and 3 children (from the total of 17). Among the most frequent
species causing candidemia, the death rate was higher with C. parapsilosis (n=8), following C. tropicalis (n=5), C.
albicans (n=2), C. glabrata (n=1) and Candida spp (n=1). (Table 1). 9 out of 17 patients werew derived from
Intensivwe Treatment Units (UTI) involving 3 newborns, 3 prematures e 3 children with isolation from C.

parapsilosis (n=4); C.albicans (n=2), C.tropicalis (n=2), Candida spp. (n=1).

Candidemia was responsible for the death of 17 out of the 43 patients, being involved 10
newborns (from the total of 26), 4 premtures ( from the total of 8) and 3 children (from the total
of 17). Among the most frequent species causing candidemia, the death rate was higher with C.
parapsilosis (n=8), following C. tropicalis (n=5), C. albicans (n=2), C. glabrata (n=1) and
Candida spp (n=1). (Table 1). 9 ou of 17 patients were derived froim the Intensive Treatment
Units (UTI) involving 3 newborns, 3 prematures and 3 cvhildren with isolation from C
.parapsilosis (n=4), C. albicans (n=2), C. tropilcais (n=2) and Candida spp. (n=1).

Corretalintg with the treatment, 14 out of the 33 patients treated with antifungal drugs
died and 4 out of the 10 patients without antifungal treatment, died before the mycological exam

result (Table 1).

DISCUSSION
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According to Huang et al. (2000) and Levy et al (1998) the amount of the fungemia rates
caused by C. parapsilopsis and Candida albicans on childish papulation overlaps the adult
population in more than 50% of the cases, mainly when these patients are derived from the
Intensive Treatment Unit. Such reports can be explained by the evidentiation of the larger
number of the invasive medical procedures, in pediatrics and the deficient functional immunity
of the neonates.

Among these species, the most incident was C. parapsilosis (n=39), followed by C.
Tropicalis (n=23) and in the third rank C. albicans (n=15). This is a noteworthy fact, pointing
out more and more, that the position of the non-albicans species isolated from hemocultures in
pediatric patients, nowadays, overlaps the isolation of C. albicans in our region. Reasserting yet
data from the literature (Huang et al, 2000 and Levy et al (1998), in our study, C. parapsilosis
(n=9) and C. tropicalis (n=5) were the main fungal species isolated from patients derived from
the Intensive Treatment Unit.

In conformity with Lupetti et al. (2002), C. parapsilosis is an exogen pathogen that can
have the capacity of invade directly or indirectly an immunosuppressed individual. Such
situation can be induced by a previous colonization of synthetical material, for example, central
venous catheter. C. parapsilosis can be yet involved in clinical frames of onychomicosis, being
nowadays, one of the most incident ethiological agents in such onychopathies of our region
(SIDRIM, 2004; BRILHANTE et al., 2004). These data could drive us to correlate the focus of
the infection with the possible contact of the health professionals hands, as well as, the mothers
at the suckle time.

About the risk-factors analyzed in our study, are also mentioned by several authors
(MacDonald et al 1998, Matsumoto et al, 2002 and Benjamin et al. 2003). We observed that

mainly, the venous central access, previous antibiotic therapy, surgery, gastric probe, and



21

mechanical ventilation, were associated principally with the colonization of C. parapsilosis in
our childish population.

According to the Infectious Disease Society of America (IDSA), the dosages of
Amphotericin B and Fluconazole used in our patients, were according to the commendation of
the Institution (Rex et al. 2000). Only 10 patients with antifungal treatment died, 9 of them
derived from the Intensive Treatment Unit. Moreover, studies accomplished by Fraser et al.
(1992) and Colombo et al. (1999), observed that about 20% of the patients were healed with no
antifungal treatment. Interestingly, associated with such data, in our evaluation was observed
that 10 (23%) of the patients had no antifungal treatment. Such cases can be justified by the port-
morten diagnosis, of 4 patients, as well as, the extraction of the intravenous access path of 6
patients that evoluted to the healing.

Based on these informations, probably the installation of C. parapsilosis in the analyzed
patients, could be related to the presence of some access path, thus, not being necessary the
antifungal treatment, in case of withdrawing of such risk factors. On the contrary, the
withdrawing of the intravenous catheters from pediatric patients mainly derived from Intensive
Treatment Unit could increase the mortality chance, since such access path would be
fundamental to the maintanance of these patients lives (Karlowicz et al. 2000).

In our study, the fungal infections were responsible for 17 obits, reaching mainly
newborns and prematures, the main implicated was C. parapsilosis and C. tropicalis. In
conformity with Saxen et al. (1995) and Huang et al (1999) they agree that the nosocomial
candidemia cases in the childsih population are associated with a high morbidity and mortality
principally in newborns submitted to multiple invasive medical procedures.

The analysis can point out the emergence of C. parapsiosis in the cases of morbidity and
mortality in the analysed cases of fungemia in the pediatric population analyzed. The

colonization of this species can be directly related to the permanence of the risk factors. At last,
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our study, has unquestionable importance, as, it contains noteworthy informations, since it is
possible that the found results reflect the regional reality and C. parapsilosis be the main yeast
involved in the fungemia cases in the other tertiary hospitals in Northeast Brazil.
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Table 1 — Clinical, epidemiological and laboratorial features of 43 candidemic patients in

tertiary care children’s hospital from Northeast Brazil.

Isolates yeasts

Age
(No
Patients)

Underlying disease
(N° of Patients)

Exposures
Coexisting
(N° of Patients)

Treatment
(N° of
Patients)

Mortality
(N° of
patients)

C.parapsilosis

Newborns =(10)

neurogical disease (5)

A=(15); B=(14);

Amphotericin B

newborns= (2) 1*

(n=19) Prematures=(3) [prematurity (3) C=(12); D=(6) E=(11); (n=12) premature=(2) 1*
Children=(6) Infetious disease (1) F=(5) G=(5); K=(1); children=1
gastrointestinal disease (2) L=(1); M=(9)
respiratory disease (3) Fluconazole newborns=1*
tumor (3) (n=1)
circulatory disease (1) No treatment  |[Newborn= (2) 1*
surgery complications (1) (n=6)
C.tropicalis Newborns= (6) |gastrointestinal disease (3) A=(12); B=(10) C=(9); Amphotericin B |Newborns= (2) 1*
(n=15) Prematures=(3) |prematurity (3) D=(2) E=(5); F=(1); (n=12) premature= (1)
Children=(6) tumor (1) G=(1); M=(5) children= (2) 1*
infetious disease (2)
respiratory disease (1) Fluconazole -
neurogical disease (3) (n=1)
circulatory disease (1) No treatment
(n=1)
C.albicans Newborns=(1) |prematurity (2) A=(3);B=(4) C=(2); Amphotericin B |newborn= 1*
(n=4) Prematures=(2) |respiratory disease (1) D=(3) E=(1) G=(1); M= (n=4) premature=1*

Children=(1) surgery complications (1) 3)
C.guillermondii Children= (2) neurogical disease (1) A=(3); B=(2); C=(2) Amphotericin B -
(n=2) gastrointestinal disease (1) D=(2); (n=1)
E=(1);F=(1);H=(2) No treatment

(n=1)
C.glabrata Newborn=(1) respiratory disease (1) A=(1);B=(1);C=(2); Amphotericin B |newborn= (1)
(n=1) E=(1):F=(1) (n=1)
Rhodotorula rubra Children=(1) neurogical disease (1) A=(1);B=(1);E=(1) Amphotericin B -
(n=1) (n=1)
Candida spp Children=(1) neurogical disease (1) A=(3); B=(3); C=(3); No treatment children= 1*
(n=2) Newborns=(1) |gastrointestinal disease (1) D=(1); E=(2); M=(1) (n=2) newborn= (1)

*. patients from intensive care units (ICU); A-access venous central; B-antibiotic therapy; C-gastric probe; D-mechanic ventilation;

E-surgery;

F-hemotranfution;

G-parenteral

nutrition;

gastroduodenoanastomose, M-intensive care unit (ICU).

H-vesical probe;

I-gastrostomy;

J-esofagostomy K-colostomy; L-
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Table 1 — Clinical, epidemiological and laboratorial features of candidemic patients in

tertiary care hospital from Northeast Brazil.

Patient Age Underlying Associated Profilaxis Cepas Candida species Ant
(years) /Sex lliness Factors P
Therapy
(Days )
"1 NB/ F prematurity B, E,G,K, N, O No Cemm 2-1-007 C.parapsilosis ;
Cemm 2-1-08 C.parapsilosis
2 NB/ F prematurity A,B,E G, K N,O No Cemm2-1-011 C.albicans *
3 36/ F complicationsof D, E, G, L,N,O No Cemm 2-1-12 C. tropicalis
childbirth
4 63/ F gastrointestinal A/B,C,D,EFG,I,N, O No Cemm 2-1-015 C.albicans
disease
5 28/ F miscellaneous A,B,D,E I,K L M, N,O No Cemm 2-1-032 C.guillermondii
conditions
6 NB/ M prematurity A,B,D,E G,K N,O No Cemm 2-1-063 C.albicans ;
7 NB/ F respiratory disease D, E, G, N, O No Cemm 2-1-065 C.albicans *
8 62/ F circulatory disease B, D, G, K,N, O No Cemm 2-1-066 C.guillermondii*
9 24/ F surgery A /B, E G, KL N,O No Cemm 2-1-070 C.tropicalisi
complications
10 NB/ F gastrointestinal A, B,D,E G F LK N,O No Cemm 2-1-073 C.tropicalis*
disease
11 NB/ F prematurity A, B,E K, O No Cemm 2-1-093 C.albicans*
12 49/ M neoplasms A B,C,DE,F G, No Cemm 2-1-107 C.glabrata
13 25/ M gastrointestinal A,B,C,D,E G, H, No Cemm 2-1-108 C.parapsilosis
disease
14 NB/ F infectious disease D, E, N, O No Cemm 2-1-109 C.parapsilosis*
R15 NB/ F prematurity A,B,C,D,N,O No Cemm 2-1-110 C.parapsilosis
Cemm 2-1-111 C.parapsilosis
16 76/ M neoplasms B,C,D,E, G, J,K N,O No Cemm 2-1-144 C.tropicalis
R17 52/M neoplasms A, D E, ILK No Cemm 2-2-145 C.tropicalis
Cemm 2-2-281 C.tropicalis
18 57/ M gastrointestinal A, B,C E K L No Cemm 2-2-169 C.tropicalis
disease
19 NB/ M prematurity A,B,G,D,N,O No Cemm 2-2-171 C.albicans f
20 75/ F neoplasms A, B,C D, EF G,J L N, Fluconazole Cemm 2-2-180 C.parapsilosis*
(@) 9)
21 44/ M gastrointestinal A, B,D,G,L N,O No Cemm 2-2-280 C.albicans

disease

R. Recurrence; * post- mortem ; NB: newborn, A- parenteral nutrition; B- gastric catheter; C- colostomy; D-

surgery; E- central venal access; F- thoracic drain; G- mechanical ventilation; H- peritoneal drain; I-

gastrostomy; J- hemodialysis; K- hemotransfusion; L- vesical probe; M- abdominal drain; N- antibiotic

treatment, O- intensive care unit (ICU)
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