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RESUMO

ANALISE DO USO DE ANTIFUNGICOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO E SEU IMPACTO NA SUSCEPTIBILIDADE
ANTIFUNGICA E EPIDEMIOLOGIA DE ESPECIES DE CANDIDA

Juliana dos Santos Barbosa Netto
Orientador: Prof. Dr. Marcio Luiz Moore Nucci

Resumo da Dissertagcado de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagao em
Medicina (Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtengdo do titulo de Mestre em Medicina (Doengas Infecciosas e
Parasitarias).

Objetivos: Analisar o uso de antifungicos no HUCFF no periodo de janeiro de 1998 a
dezembro de 2001; avaliar o impacto do uso de antifungicos na distribuicdo de
espécies de Candida isoladas no sangue e na urina; determinar a susceptibilidade
dos isolados de Candida da urina e do sangue nos anos de 1999 e 2002. Métodos:
Foram coletados dados das fichas de notificagdo do uso de antifungicos utilizadas
na instituicdo; o MIC das amostras analisadas foi determinado através do método de
microdiluicao em caldo padronizado pelo CLSI, Documento M-27 A2. O programa
SPSS (SPSS for Windows Release 11.01.1 — 15 Nov 2001) foi utilizado para a
realizacdo da analise estatistica. Resultados: Antes de 2000, fluconazol foi
empregado em 49,4% dos tratamentos, e a partir deste ano este percentual elevou-
se para 77,4% (p=0,0001). A proporcao de C. albicans reduziu significativamente no
segundo periodo (54% versus 34%, p=0,0008). Todas as amostras foram sensiveis
a anfotericina B, e foi encontrada resisténcia a fluconazol e itraconazol em 3% das
amostras.

Palavras-chave: Candida; antifungicos; fluconazol; resisténcia.

Rio de Janeiro
Fevereiro/2006
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ABSTRACT

ANALYSIS OF ANTIFUNGAL USE AT A UNIVERSITY HOSPITAL IN RIO DE
JANEIRO AND ITS IMPACT ON ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY AND SPECIES
DISTRIBUTION OF CANDIDA.

Juliana dos Santos Barbosa Netto
Orientador: Prof. Dr. Marcio Luiz Moore Nucci

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagédo em
Medicina (Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtengao do titulo de Mestre em Medicina (Doengas Infecciosas e
Parasitarias).

Objective: To analyze the use of antifungal drugs at H.U.C.F.F. from January 1998 to
December 2001; to evaluate the impact of the use antifungal drugs on species
distribution of Candida recovered from blood and urine; and to determine the
susceptibility of Candida isolates recovered from blood and urine in 1999 and 2002.
Methods: Data were collected from the antifungal use notification formulary, used at
the institution; the MIC of the isolates was determined by the microdilution broth
method standardized by CLSI, Document M27-A2. Statistical analyses were made
using the SPSS program (SPSS for Windows Release 11.01.1 — 15 Nov 2001).
Results: Before 2000, fluconazole accounted for 49.4% of all antifungal prescriptions,
while from this year on, the frequency increased to 77.4% (p=0.0001). The frequency
of C. albicans decreased significantly in the second period of the study (54% versus
34%, p=0.008). All isolates were susceptible to amphotericin B; resistance to
fluconazole and itraconazole was observed in 3% of the isolates.

Key-words: Candida, antifungal, fluconazole and resistance.

Rio de Janeiro
Margo/2006
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1  INTRODUCAO

As candidemias representam uma significativa causa de morbidade e
mortalidade entre pacientes criticos. Nas duas ultimas décadas, as espécies de
Candida emergiram como importante patdégeno humano, e encontram-se entre as
cinco causas mais frequentes de infecgdes nosocomiais de corrente sanguinea [1-4].
Entre 1980 e 1990, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
documentou um aumento de 90% na incidéncia de infecgbes fungicas nosocomiais
em hospitais participantes do National Nosocomial Infection Surveillance Program
(NNIS). Destas infec¢des fungicas, 80% eram causadas por espécies de Candida
[1]. As infecgdes fungicas invasivas sdao uma consequéncia dos avangos
terapéuticos da medicina. As infec¢des fungicas graves eram pouco comuns antes
da introducdo de quimioterapicos citotoxicos para o tratamento de neoplasias
hematolégicas. O tratamento de pacientes graves, incluindo os portadores de
neoplasias, resultou na adogao de medidas terapéuticas muitas vezes herdicas,
colocando os pacientes em risco para infecgdes por organismos que em outra
situacdo seriam apenas comensais. Foi neste contexto que as infecgdes por
Candida emergiram como importante patégeno causador de infec¢des hospitalares,
sendo de particular importadncia as candidemias, responsaveis por aumento no
tempo de internagcdo, e que tém um impacto substancial para os pacientes, com
mortalidade atribuida chegando a 60% [5-7]. Tais desafios indicam a necessidade de
se aprimorar os métodos diagndsticos e terapéuticos para estas infecgdes [8].

Junto com o aumento na frequéncia de infecgbes por Candida, também foi

descrita uma mudancga na epidemiologia de escpécies causadoras destas infecgdes,



com aumento da importdncia das espécies nao albicans, algumas destas
naturalmente menos sensiveis aos azélicos antifungicos [7]. Isto pode, ao menos em
parte, ser atribuido ao uso de fluconazol, que pode levar ao aparecimento de cepas
resistentes [5].

Numerosos estudos de vigilancia de infecgbes por Candida foram
conduzidos em diferentes paises, avaliando a epidemiologia de espécies e o perfil
de susceptibilidade dos isolados [9-12]. Estudos realizados em nosso territorio
mostraram que as candidemias em hospitais brasileiros sao causadas
predominantemente por espécies nao-albicans, porém a grande maioria dos isolados
era sensivel ao fluconazol [13-16]. Entretanto, uma caracteristica marcante destes
estudos foi a baixa utilizagao de fluconazol nestes hospitais. Com a maior oferta de
fluconazol em hospitais publicos, é possivel que haja mudangas na epidemiologia e
nos padrdes de susceptibilidade aos antifungicos. Assim, é necessario que sejam
conduzidos estudos regionais, a fim de detectar o impacto do aumento do emprego
de fluconazol na epidemiologia de espécies e susceptibilidade antifungica em
nossos hospitais, bem como orientar a terapia antifungica.

O Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (H.U.C.F.F.), enquanto
hospital terciario de referéncia para o tratamento de diversas patologias graves, com
grande numero de pacientes imunocomprometidos, esta sujeito a emergéncia de
cepas de Candida resistentes ao fluconazol, pois este agente tem sido empregado
em escala cada vez maior, tanto para fins profilaticos como terapéuticos.
Considerando a alta mortalidade associada as candidemias, é extremamente
importante que se instituam medidas terapéuticas adequadas, tanto no que diz
respeito a droga escolhida, quanto a sua dose e tempo de tratamento. Para isto, faz-

se necessario o conhecimento da epidemiologia especifica de cada hospital, a fim



de orientar a terapéutica e detectar a necessidade de implementagao de politicas de
controle de uso de antifungicos, como ja foi efetivado em outros centros [6].

Vimos, em resultados de estudo preliminar realizado em outubro de 2001,
que houve um aumento importante no uso de fluconazol no H.U.C.F.F.[17, 18],
justificando-se entdo, a vigilancia da susceptibilidade antifungica dos isolados de
Candida da instituicdo. O presente estudo analisou a epidemiologia de espécies de
Candida isoladas do sangue e da urina, a fim de verificar se houve aumento na
frequéncia de cepas resistentes em decorréncia do aumento do uso de fluconazol na

instituicao.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candidiase

211 Etiologia

Candida é um fungo com um modo de desenvolvimento predominantemente
unicelular, sendo assim classificada como levedura. As formas de hifas e
pseudohifas também podem ser observadas ao exame microscépico de espécimes
clinicos. [7]. E um habitante normal da microbiota da pele, tratos gastrointestinal e
genital, podendo também ser encontrada no trato respiratério humano. Também
pode ser isolada no meio ambiente [19]. Candida albicans é a espécie mais
significativa em seres humanos. O género Candida compreende cerca de 200
diferentes espécies, sendo apenas 10% reconhecidas como causa de infecgao
humana. Dentre estas destacam-se Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae e
Candida krusei [20]. O numero de novas espécies relacionadas a diferentes
sindromes clinicas vem aumentando progressivamente, sendo consequéncia de
diferentes procedimentos médicos invasivos bem como da depressao do status
imunoldgico dos pacientes atendidos nos hospitais terciarios, o que torna possivel a
infeccao por microorganismos de baixa patogenicidade como a C. krusei. A pressao
seletiva do uso de azdlicos para fins profilaticos e terapéuticos também é uma
hipétese considerada, mas nao totalmente aceita, uma vez que alguns estudos nao

conseguiram provar esta relagao [7, 21].



2.1.2 \Viruléncia

Candida possui a habilidade de produzir fatores de viruléncia que aumentam
sua capacidade de colonizar mucosas e superficies inanimadas, bem como invadir
tecidos do hospedeiro. Proteinases e fosfolipases espécie-especificas compdem a
maioria das proteinas secretoras, agindo como fatores de viruléncia [22]. J& a
habilidade das espécies de Candida de alternar entre diferentes formas fenotipicas
em resposta a condicbes ambientais, pode estar relacionada a resisténcia a azodlicos

[23].

21.3 Patogenia

A origem da candidiase invasiva tem sido objeto de controvérsia. Como a
colonizagdo em geral precede a infeccdo, as fontes potenciais sdo o trato
gastrointestinal, pele, trato urinario e arvore brénquica de pacientes criticos. No
entanto, embora Candida seja freqUentemente isolada do trato respiratério e trato
urinario deste tipo de paciente, ndo ha dados que sugiram que estas sejam portas
de entrada para infecgao invasiva por Candida. Quanto a pele, Nucci e Anaisse, em
revisdo sistematica da literatura, mostraram que as evidéncias para a origem
cutanea da candidemia sao bastante escassas e incompletas. Por outro lado, varios
estudos clinicos e experimentais mostram que a principal origem da candidiase
invasiva € o trato gastrointestinal, que é colonizado por Candida em até 70% da
populagcdo geral. No ambiente hospitalar, no entanto, a infeccdo por Candida

também pode ser transmitida pelas méaos dos profissionais de saude [24, 25].



2.1.4 Fatores de Risco

Fatores de risco para candidemia incluem o uso de antimicrobianos
sistémicos, hiperglicemia, colonizagao por Candida em diferentes sitios, colonizagao
por espécies nao albicans, nutricido parenteral total, quimioterapia, radioterapia,
cirurgia, doenga do enxerto versus hospedeiro aguda, neutropenia, uso de cateteres
venosos centrais, uremia, hemodialise [1, 19, 20, 26-28]. Esses fatores sao mais
prevalentes em hospitais terciarios, especialmente em pacientes internados em
Centros de Tratamento Intensivo (C.T.l.), o que explica porque a prevaléncia de

candidemia é maior nestas unidades do que na populagéo geral do hospital [8].

2.1.5 Epidemiologia da resisténcia e das infeccoes hospitalares por Candida

Paralelamente ao aumento da incidéncia de candidemias, houve um
aumento na importancia das espécies nao-albicans na sua etiologia. Essa mudanca
de padrao pode ser em parte atribuida ao aumento no uso terapéutico e profilatico
de antifungicos (AF) [29]. A profilaxia antifungica com fluconazol tornou-se rotineira
nao s6 para os pacientes submetidos a transplantes de medula 6ssea, como para
aqueles receptores de transplante de 6rgdos solidos. Estudos com pacientes
neutropénicos mostraram uma redugao global na frequéncia de infecgbes fungicas
em pacientes tratados profilaticamente com azdlicos. Essa redugao foi documentada
primeiramente com infecgdes causadas por C. albicans e C. tropicalis; no entanto, foi
relatado um aumento na freqléncia de infecgdes causadas por C. krusei e C.
glabrata, menos susceptiveis aos azdlicos [30-41]. Estudo conduzido no Canada,

que avaliou o impacto da profilaxia com fluconazol na colonizacédo e incidéncia de



infeccbes em pacientes neutropénicos, mostrou uma redugao na colonizagao por C.
albicans, acompanhado de um aumento na frequéncia de colonizagdo por C.
glabrata e C. krusei [11].

Profilaxia com azélicos tem sido empregada em receptores de transplante de
orgaos solidos [42], embora seu beneficio seja menos claro do que nos transplantes
de medula éssea (TMO) ou em pacientes com neutropenia. A profilaxia antifungica é
usualmente administrada a pacientes receptores de transplante hepatico e
pancreatico, nos quais as infec¢gdes por Candida séao responsaveis por até 30% das
infeccbes graves. Fortun e colaboradores documentaram os casos de quatro
receptores de transplante hepatico que desenvolveram candidiase invasiva por C.
glabrata resistente a azdlicos (itraconazol e fluconazol). Trés destes pacientes
estavam recebendo azdlicos (dois recebiam itraconazol e um fluconazol) quando a
infeccdo foi diagnosticada. Todos os quatro pacientes receberam fluconazol
profilatico durante as trés primeiras semanas pos transplante [43].

A candidiase mucosa, incluindo as formas orofaringea, esofagica e vaginal,
€ a doencga oportunista mais frequente entre pacientes com SIDA. A classe dos
azélicos € a mais freqientemente empregada para o tratamento destas afecg¢des. A
despeito da sua efetividade clinica e farmacoldgica, a persisténcia e a recorréncia da
candidiase oral e esofagica € comumente observada, e a candidiase oral nao
responsiva a fluconazol ja foram relatadas, tanto em pacientes soropositivos para o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), quanto em outros pacientes
imunossuprimidos. O extenso uso de fluconazol pode levar a colonizagdo por
espécies menos susceptiveis e resistentes, como foi mostrado em um grande estudo
multicéntrico realizado pelo HIV Epidemiology Study Group entre 1993 e 1995 [44].

Num estudo caso-controle realizado por Tumbarello e colaboradores [45], 0 uso



prévio de azolicos foi o unico fator independentemente associado ao isolamento de
cepas resistentes em pacientes com SIDA e candidiase oral. O risco de
desenvolvimento de candidiase por C. albicans com susceptibilidade diminuida ao
fluconazol foi associado a exposi¢gao cumulativa prévia mais prolongada a droga [46-
48]. Em estudo em uma cidade americana com elevada prevaléncia de
histoplasmose, 295 pacientes soropositivos para HIV com CD4< 150 células/mm?
foram randomizados para receber profilaxia com itraconazol ou placebo. Foi
determinada a susceptibilidade antifungica dos isolados de Candida coletados dos
pacientes que desenvolveram candidiase mucosa durante o estudo. Uma proporcao
menor dos isolados oriundos dos pacientes que receberam itraconazol foi
considerada sensivel a esta droga (63%) comparado ao grupo placebo (96%). Em
relagao a susceptibilidade ao fluconazol, também houve redug¢ao na susceptibilidade
a droga no grupo em profilaxia (78%) comparado ao grupo placebo (96%), sugerindo
a ocorréncia de resisténcia cruzada entre os azolicos [49]. Estudo brasileiro que
avaliou a microbiota oral de 114 pacientes soropositivos para HIV durante dois anos
consecutivos (1997-1999), mostrou a emergéncia das espécies nao-albicans como
componentes da microbiota de cavidade oral [50]. Estes resultados se contrapbem
com o resultado apresentado em outro estudo brasileiro, multicéntrico, envolvendo
isolados de cavidade oral de 130 pacientes com SIDA, recrutados de seis hospitais
universitarios brasileiros entre 1998 e 2000, que mostrou ainda ser a C. albicans a
espécie mais frequentemente isolada (91% dos isolados), sensivel a todos os
antifangicos na maioria dos casos [51].

Em C.T.l.s de grandes hospitais gerais, com pacientes com graves doencgas
de base e diversos dispositivos invasivos, é frequente a ocorréncia de candidemias,

e 0 uso de fluconazol como agente terapéutico e empirico tem sido cada vez mais



empregado. Em pacientes imunodeprimidos, fluconazol é frequientemente usado em
profilaxia. Nestas unidades, também ja foi constatada a emergéncia de cepas com
susceptibilidade diminuida aos azélicos [52]. Dados do NNIS, de 1989 a 1999,
mostram que nas C.T.l.s americanos houve uma redugao significativa nas infecgoes
de corrente sanguinea por C. albicans (p=0,001), acompanhada, entretanto, do
aumento na participacéo de C. glabrata nestas infec¢des (p=0,05) [53].

Alguns estudos, no entanto, ndo mostraram mudangas no perfil de
susceptibilidade antifungica ou da epidemiologia de espécies de Candida [54-58].
Karlowski e colaboradores, em revisao das candidemias ocorridas em um hospital
terciario canadense durante um periodo de 21 anos, de 1976 a 1996, demonstraram
que C. albicans permaneceu a espécie mais prevalente, e nao detectaram a
emergéncia de resisténcia a fluconazol na instituicdo [57]. Um estudo retrospectivo
analisando as candidemias em um hospital terciario em Genebra, também mostrou
que C. albicans se mantinha como a espécie mais frequentemente isolada, apesar
do significativo aumento no uso de fluconazol [58]. Um grande estudo, incluindo
46.831 leveduras oriundas de 57 laboratérios em 33 paises, com isolados coletados
de diversos sitios corporais e sem representar nenhuma populagdo clinica em
particular, mostrou a manutencado do predominio de C. albicans, e ndo mostrou
tendéncia a emergéncia de resisténcia, uma vez que 96% do total de isolados
manteve-se susceptivel a fluconazol [56].

Ha uma crescente preocupacido em relagdo ao aumento na prevaléncia de
C. glabrata e C. tropicalis com susceptibilidade reduzida ao fluconazol, infecgdes por
C. krusei, que apresenta resisténcia intrinseca a este azdlico, bem como o
aparecimento de resisténcia entre cepas de C. albicans e de outras espécies

normalmente susceptiveis a droga [59-62]. E importante ressaltar o carater
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oportunista da C. krusei, que tem viruléncia baixa [63-66]. Por estas fracas
propriedades de viruléncia, € notavel, embora n&do surpreendente, que a maioria das
infeccbes por C. krusei sejam tratadas com sucesso com o uso de anfotericina B. O
prognéstico, no entanto, € ruim quando se trata de fungemias por C. albicans e C.

tropicalis tratadas com o0 mesmo agente [67].

2.1.6 Manifestacoes clinicas

O espectro de doencas relacionadas a Candida € amplo, podendo a mesma
ser responsavel por onicomicoses, infecgoes cutaneas, infecgdes mucocutaneas
(candidiase oral, esofagica, vaginite e balanopostite), infeccao urinaria, peritonite,
candidemia (podendo estar relacionada a infec¢gdes disseminadas com formas
hepatoesplénicas, infec¢des hematogénicas como osteomielite, artrite, meningite,
endocardite) [68]. A tabela 1 sumariza as manifestagdes clinicas da infecgao por
Candida, e a tabela 2 as sindromes clinicas mais freqlientemente relacionadas as

espécies de maior importancia médica.



Tabela1 Espectro clinico da infecgao por Candida*

11

Infecgoes Hematogénicas

Infecgoes nao hematogénicas

Candidemia
Endoftalmite

Infecgao relacionada a acesso vascular
Tromboflebite séptica
Endocardite infecciosa
Artrite

Osteomielite
Espondilodiscite
Meningite

Pielonefrite
Candidiase pulmonar

Candidiase hepatoesplénica

Infecgbes superficiais
Candidiase cuténea
Candidiase orofaringea
Vaginite
Balanopostite

Infecgbes profundas
Candidiase esofagica
Cistite
Pielonefrite
Peritonite
Traqueite

Bronquite

*Adaptado de Eggimann e colaboradores [19]
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Tabela2 Sindromes clinicas relacionadas as espécies de Candida*

Espécie Manifestagoes clinicas

C. albicans Infec¢cdes mucocutaneas: orofaringea, esofagica, vaginite.
Infecgdes invasivas profundas: peritonite, pielonerite.
Infeccbes hematogénicas: candidemia, meningite,

hepatoesplénica

C. parapsilosis Candidemia, infec¢des relacionadas a dispositivos invasivos,
infec¢des relacionadas a solugdes contaminadas
Responsavel pela maioria das candidemias em neonatos

C. tropicalis Candidemia e candidiase sistémica nos pacientes

imunodeprimidos
C. glabrata Candidemia, candidiase sistémica
C. krusei Candidemia, endoftalmite, diarréia em neonatos

C. guilliermondii  Candidiase sistémica

Endocardite em usuarios de drogas endovenosas

C. lusitaniae Candidemia e infec¢des disseminadas

* Adaptado de Eggimann e colaboradores[19]

2.1.7 Diagnéstico

O diagndstico das infecgbes por Candida é realizado através do isolamento
do fungo em culturas de material biologico. No entanto, culturas ndo oriundas de
sangue ou sitios corporais normalmente estéreis sao inespecificas, e podem tornar-
se positivas apenas em estagios tardios da infeccdo. Sorologias e testes

moleculares ainda n&o estao disponiveis na pratica clinica [19].



13

2.2 Antifangicos

2.2.1 Classes e mecanismos de acdo

Segue-se resumo das principais classes de antifungicos e seus mecanismos

de acéo [69, 70]

*

Poliénicos

Sao eles a anfotericina B em desoxicolato, em lipossoma, em
dispersao coloidal, em complexo lipidico; nistatina, natamicina. Sao
ativos contra fungos, protozoarios e algas, ndo demonstrando qualquer
acao antibacteriana. Ligam-se a membranas citoplasmaticas que
contém esterois, provocando sua desorganizagao funcional. Por este
motivo ndo sao ativos contra populacdes bacterianas, desprovidas de
tal substancia em suas membranas. Nos fungos ligam-se sobretudo ao
ergosterol, alterando a propriedade seletiva desta membrana,
permitindo a saida de agua e ions fundamentais a sobrevida destes
microorganismos. Ocorre entdo deterioracdo metabdlica e morte da
célula.

Azdblicos

Fazem parte desta classe clotrimazol, miconazol, econazol, isoconazol,
tioconazol, oxiconazol, cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
voriconazol, ravuconazol e posaconazol, dentre outros. Alteram a
permeabilidade da membrana citoplasmatica de fungos sensiveis, que
passam a perder cations, proteinas e outros elementos vitais,

ocorrendo por fim o rompimento da sua membrana. Esta atividade
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decorre da interferéncia na sintese de esterdis da membrana, inibindo
a formacéao do ergosterol a partir do seu precursor lanosterol. Causam
o0 acumulo de esterdis aberrantes e téxicos na membrana celular. Isto é
resultado da acgao inibitéria sobre o citocromo P450, responsavel pela
sintese e degradacdo dos acidos graxos e esterdis endégenos nas
células.

Analogos de nucleosideos:

Faz parte desta classe a 5-flucitosina. O mecanismo de agéo relaciona-
se ao metabolismo dos acidos nucléicos e proteinas. Apds a absorcao
pelo fungo, a droga é transformada em 5-fluorouracil, que por agéo
enzimatica é fosforilado e incorporado ao acido ribonucléico (ARN). O
ARN defeituoso assim formado fica impedido de participar da sintese
protéica normal que €&, entdo, bloqueada, provocando agao fungistatica
da droga. Interfere também na sintese do acido desoxiribonucléico.
Alilaminas

Fazem parte desta classe a terbinafina e nafitifina. Inibem a sintese do
ergosterol da membrana plasmatica dos fungos sensiveis e provocam
acumulo do esqualeno (precursor do lanosterol) no interior da célula.
Antimitéticos:

Griseofulvina. Inibe a mitose na metafase através da atuacdo no
sistema de microtubulos do fuso mitético. Também lesa o sistema de
microtubulos de transporte do citoplasma para a periferia da célula,
com isto impedindo a transferéncia de material constituinte da
formacéao das hifas em crescimento.

Morfolinas:
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Amorolfina. Inibe a sintese do ergosterol.
* Equinocandinas:
Caspofungina, micafungina e anidulafungina. Inibem a sintese da

glucana da parede celular dos fungos sensiveis.

2.2.2 Resisténcia aos antifungicos

Varios mecanismos de resisténcia a Candida foram identificados. Estes
incluem alteracbes na parede celular ou na membrana plasmatica, levando a
diminuicdo da captagao de antifungicos; bombas de efluxo, que retiram as drogas do
meio intracelular; superexpressao de alvos dos antifungicos; mutagdes nos alvos dos
antifungicos, diminuindo sua capacidade de ligacdo aos mesmos; ativagao de vias
alternativas, que aumentam o metabolismo dos antifungicos; sequestro da droga em
vacuolos; e alteragdes cromossémicas que aumentam o numero de cépias do gene
necessario para o desenvolvimento de resisténcia. Alteragdes estruturais no esterol
da parede celular sdo associadas com a habilidade de algumas cepas a serem

resistentes aos poliénicos [19].

2.2.3 Testes de susceptibilidade antifungica

Até a década de 1980, os testes de susceptibilidade antifungica ndo tinham
sido padronizados, e eram raramente realizados, tanto pela pouca frequéncia de
infeccbes fungicas profundas, como pela existéncia de limitado numero de
quimioterapicos antifungicos disponiveis para o uso clinico. Nos anos 80, com o

aumento no numero de pacientes imunossuprimidos, houve aumento significativo
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nas infecgdes fungicas sistémicas e oportunistas. Houve entdo um grande
investimento em novos agentes terapéuticos, e o crescimento do arsenal disponivel
para o tratamento destas infeccdes [70].

O aumento na freqiéncia de infec¢des fungicas graves, a disponibilidade de
novas drogas antifungicas, e a emergéncia de cepas resistentes a estas drogas,
tornaram necessario o desenvolvimento de testes de susceptibilidade antifungica
que fossem padronizados e reprodutiveis. O Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) padronizou inicialmente o método de macrodiluicdo e,
posteriormente, a microdiluicdo, para a determinagao de susceptibilidade antifungica
de Candida sp. No entanto, estes testes sao lentos e muito laboriosos, o que limita
seu emprego na pratica cotidiana. Por estes motivos, muitos laboratérios preferem
utilizar testes comerciais, apesar da baixa reprodutibilidade [19].

Além de ser trabalhoso, o0 método de microdiluicdo padronizado pelo CLSI
tem ainda outras limitacbes. Uma delas é que a selegcdo de variaveis como a
duracdo da incubacdo e o percentual de inibicdo para a determinacdo da
concentragao inibitéria minima (CIM) para azélicos ainda é questionada [71]. Por
muito tempo foi considerado que um periodo de incubacido de 24 horas levaria a
uma subestimacado da CIM para os azélicos. No entanto, a correlagao in vitro - in
vivo mostrou haver uma superestimacao da CIM com a incubacgao de 48 horas [72-
75]. Também foi sugerido que uma redugao no crescimento de 50% ao invés de
80%, poderia acarretar em melhor correlagao dos resultados in vitro com a evolugao
clinica [74]. Um fenbmeno que constitui um obstaculo a interpretagao dos resultados
da macrodiluigdo e também da microdiluicdo é o fenbmeno de trailing, que € mais
comumente observado com os azdlicos, e é caracterizado por inibicado incompleta do

crescimento [73]. E considerado severo quando ha inibigdo completa ou parcial do
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crescimento com incubagao de 24 horas, e inibigcdo parcial com 48 horas, com CIM
elevada. Ostrosky-Zeichner e cols, em estudo que avaliou a susceptibilidade
antifungica de 2000 isolados de Candida, definiram arbitrariamente a ocorréncia de
trailing como um aumento de oito vezes na CIM entre 24 e 48 horas [76]. O
fendbmeno parece ser artefato do método, podendo nao se correlacionar com a
evolugdo clinica. Isto se aplica particularmente a C. tropicalis, que apresenta trailing
com elevada frequéncia e, no entanto, parece ser uma espécie bastante sensivel
aos azélicos. Em contraste, C. glabrata e C. krusei também apresentam trailing, mas
sdo sabidamente menos sensiveis a esta classe de antiungicos. A verdadeira
natureza e o mecanismo de ocorréncia deste fendmeno ainda estdo em
investigacao.

Outros métodos disponiveis sdo o Etest e a difusdo em disco. O método
classico de difusdo em disco utiliza concentragao unica da droga a ser avaliada, néo
permitindo a determinacdo da CIM. Os métodos de difusdo em agar apresentam
baixa reprodutibilidade e limitacdo do poder preditivo positivo na identificacido de
cepas resistentes a fluconazol. Deste modo, na auséncia de definicdo quanto a
padronizagdo, ainda ndo é desejavel sua utilizagcdo em laboratérios de rotina. O
Etest (AB Biodisk, Solna, Suécia) consiste em uma fita plastica contendo drogas em
diferentes concentragcdes expressas no verso da tira. Uma vez colocada em meio
sélido, a droga difunde-se para ele. A difusdo a partir da fita para o agar causa
inibicdo do microorganismo em caso de susceptibilidade a droga, causando halo de
inibicdo de crescimento. O Etest reune a vantagem da simplicidade do método e as
informacdes quantitativas fornecidas pelos métodos de diluicdo [29]. Colombo e
colaboradores, em estudo com 100 leveduras, mostraram equivaléncia entre o Etest

e a macrodiluicdo de 71, 84 e 80% para cetoconazol, itraconazol e fluconazol,
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respectivamente [77]. Segundo estudo de Espinel-Ingroff, o teste ainda merece
modificacdes para melhorar seu desempenho [78].

A microdiluicdo em caldo, realizada segundo os parametros do CLSI, por ser
mais pratica, € o teste de maior aceitacdo internacional como alternativa a

macrodilui¢do. [70]



3 OBJETIVOS

Analisar o uso de antifungicos no HUCFF no periodo de janeiro de 1998 a
dezembro de 2001, levando em consideragado a razao do emprego (se profilatico,
para tratamento direcionado ou empirico) e sua adequacédo em relagdo a dose,
tempo de tratamento e indicacao.

Avaliar o impacto do uso de antifungicos na distribuicdo de espécies de
Candida isoladas em sangue e urina, analisando se houve mudangas no perfil
epidemioldgico das espécies de Candida isoladas no H.U.C.F.F.

Determinar a susceptibilidade dos isolados de Candida de urina e sangue
nos anos de 1999 e 2002, avaliando se houve alteracdo no seu perfil de
susceptibilidade.

Verificar se houve desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol.



4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(H.U.C.F.F.), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Trata-se de um
hospital federal, publico, terciario, e de ensino, com aproximadamente 450 leitos
ativados, distribuidos em unidades de clinica médica, cirurgia, e especialidades
como hematologia e transplante de medula 6ssea, nefrologia e transplante renal, e
doencas do torax. Conta ainda com 33 leitos de cuidados intensivos. O hospital é
referéncia no Estado do Rio de Janeiro para transplante de o6rgaos sélidos e
transplante de medula éssea (T.M.O.). Conta ainda com um setor de hemodialise e
uma emergéncia voltada para o atendimento de pacientes matriculados no hospital.
O hospital ndo possui setores de obstetricia, pediatria ou bergario.

Este € um estudo retrospectivo composto de duas partes: analise de uso de
antifangicos no HUCFF, e posterior avaliagcdo do seu impacto na distribuicdo de
especies e perfis de susceptibilidade de isolados de Candida obtidos de pacientes
do hospital. Os dados para analise do uso de antifungicos foram obtidos através de
fichas de notificagdo de uso de antifungicos, utilizadas rotineiramente no HUCFF. No
presente estudo foram avaliadas todas as fichas preenchidas no periodo de janeiro
de 1998 a dezembro de 2001. As informacdes foram armazenadas em um banco de
dados do programa Epi Info (Centers for Disease Control and Prevention, USA,
version DC, version 6.04d — January 2001). Os seguintes dados foram avaliados:
doenga de base, unidade de internagéo, e razado para o emprego do antifungico. Na
analise da razéo para o emprego do antifungico, foram definidas: profilaxia, como

uso de AF para prevencéao de infec¢des fungicas em pacientes imunodeprimidos, ou
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quando o AF foi empregado para prevencado de recidivas apds doenca fungica

tratada; terapia empirica, quando o AF foi utilizado baseado em suspeita clinica

antes da confirmagao do diagndstico; tratamento direcionado, quando usado para

tratamento de infecgéo fungica com diagndstico estabelecido; ou ignorado, quando o

motivo do emprego nao foi informado.

A adequacgao do tratamento antifungico foi julgada utilizando-se os critérios

empregados nos guias de terapia antifungica da “Infectious Diseases Society of

Ameérica”, publicados no ano de 2000 [79, 80]. Foram considerados adequados os

tratamentos que seguiam as seguintes recomendacgdes:

Candidiase oral: nistatina suspensao oral, por 7 a 14 dias ou fluconazol
100 mg/dia por 7a14 dias, ou cetoconazol 200 a 400 mg/dia por 7 a 14
dias;

Candidiase esofagica: fluconazol 200 mg no primeiro dia e 100 mg nos
dias subsequentes, por 14 a 21 dias; anfotericina B na dose de 0,3 a
0,7 mg/kg/dia foi considerada para os casos refratarios ao tratamento
com azolicos.

Candidiase cutanea: terapia com agentes tépicos (nistatina, miconazol,
clotrimazol) por 7 a 14 dias, ou cetoconazol 400 mg/dia por via oral por
14 dias;

Candidiase vaginal: fluconazol 150 mg por via oral em dose unica ou
itraconazol 200 mg por via oral a cada 12 horas por 1 dia ou 200
mg/dia por 3 dias ou cetoconazol 500 mg por via oral a cada 12 horas
por 5 dias. O uso de azolicos toépicos também foi considerado

adequado;
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Candidemia: anfotericina B 0,6 a 1,0 mg/kg/dia IV ou fluconazol 400 a
800 mg/dia IV ou VO para adultos ndo neutropénicos. Para adultos
neutropénicos as opgdes consideradas adequadas foram anfotericina B
0,7 a 1,0 mg/kg/dia IV ou fluconazol 6 a 12 mg/kg/dia (400 a 800 mg)
IV ou VO. O tempo de tratamento foi considerado adequado quando
um antifungico foi usado por pelo menos 14 dias apds a ultima cultura
positiva, desde que os sinais e sintomas clinicos tivessem
desaparecido;
Candiduria: fluconazol 200 mg/dia por 7 a 14 dias ou anfotericina B 0,3
a 1,0 mg/kg/dia IV por 1 a 7 dias;
Peritonite: fluconazol 200 mg/dia IV ou VO ou anfotericina B IV (doses
semelhantes as de candidemia);
Criptococose:
a) Pacientes soronegativos para HIV:
Forma pulmonar, sintomatologia leve a moderada ou cultura
positiva de material pulmonar - fluconazol 200 a 400 mg/dia IV ou
VO por 6 a 12 meses ou itraconazol 200 a 400 mg/dia VO por 6 a
12 meses ou anfotericina B 0,5 a 1,0 mg/kg/dia;
Sintomatologia grave ou pacientes imunodeprimidos — tratamento
igual a doenga no sistema nervoso central (SNC);
SNC - anfotericina B 0,7 a 1,0 mg/kg/dia por 6 a 10 semanas ou
formulacéo lipidica de anfotericina B 3 a 6 mg/kg/dia por 6 a 10
semanas. Indugdo com anfotericina B por 2 semanas, seguida de

fluconazol 400 mg VO ou IV por um minimo de 10 semanas;
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b) Pacientes soropositivos para HIV:
Forma pulmonar, sintomatologia leve a moderada - fluconazol 200
a 400 mg/kg/dia, indefinidamente;
Meningite criptocdcica ou criptococcemia - anfotericina B 0,7 a 1,0
mg/kg/dia por 6 a 10 semanas ou fluconazol 400 a 800 mg/dia por
10 a 12 semanas ou formulacao lipidica de anfotericina B 3 a 6
mg/kg/dia por 6 a 10 semanas. Anfotericina B 0,7 a 1,0 mg/kg/dia
por 2 semanas ou até a estabilizagdo clinica, seguida de
fluconazol 400 mg/dia até um total de 10 semanas de tratamento.
A avaliacdo da distribuicdo de espécies de Candida sp. isoladas de
pacientes do HUCFF foi feita através da consulta aos registros do Laboratério de
Micologia do hospital e a micoteca do laboratério. Foram considerados apenas os
isolados do sangue e da urina. Foram selecionados todos os isolados de Candida
sp. obtidos do sangue e todos os isolados da urina dos anos de 1999 e 2002. A
seguir sao descritos os métodos para identificacdo das espécies e determinagéo da
susceptibilidade aos antifungicos.
a) Identificacao de espécies:
Das amostras clinicas de urina eram semeados 100uL em tubos agar
inclinado. Das amostras clinicas de sangue, 0.5 a 1.0 mL eram
semeados em tubos de agar inclinado.
Caso houvesse crescimento de leveduras, estas eram submetidas a
exame direto por microscopia 6ptica e a prova do tubo germinativo. As
amostras positivas na prova do tubo germinativo eram consideradas

sugestivas de C. albicans.
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Em seguida era feito um sub-cultivo de 5 destas colénias em placas de
CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, France), fazendo-se estrias
para obter colénias puras. O CHROMagar € um meio de cultura
utilizado para o isolamento seletivo de Candida sp., através da
diferenciagdo das colonias por cores, além de oferecer a pré-
identificacdo das espécies:
Candida albicans: verde
Candida tropicalis: azul
Candida krusei: rosa frisada
Outras espécies de Candida variam do branco ao rosa.
Apos crescimento no CHROMagar eram pingadas 5 colbnias de
mesmo aspecto e cor e sub-cultivadas em Sabouraud-dextrose-agar
(SDA) inclinado. Apdés 24 a 48 horas, era realizado o
auxonograma/zimograma para a identificagao final das espécies.
Teste de susceptibilidade:
Foi determinada a susceptibilidade a anfotericina B, fluconazol e
itraconazol dos isolados de Candida sp. O método utilizado foi o
dilucional, de acordo com as determinagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), documento M27-A2 [81].
a. Preparo e diluicdo das Drogas Antifungicas
] Preparacao da solucio estoque
Para a droga soluvel em agua (fluconazol, Pfizer
Incorporated, New York, N.Y., EUA): foi preparada a solugao
estoque a uma concentragdo molar de 1280 pg/mL. O

diluente utilizado foi agua destilada esterilizada.
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Para as drogas insoluveis em agua (anfotericina B, Sigma
Chemical Corporation, St Louis, M.O., EUA, e itraconazol,
Janssen Pharmaceutical, Titusville, N.J., EUA): foi preparada
uma solugéo estoque a uma concentragao de 1600 ug/mL. O
diluente utilizado foi o Dimetil Sulféxido (DMSO).

Foram preparadas as diluigdes das drogas em tubos de 5
mL.

Cada concentragao de droga foi diluida em meio RPMI 1640
(Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, N.Y., EUA.),
com L-glutamina, sem bicarbonato de sédio e tamponado
com acido morfolinopropanossulfénico (MOPS) 0,165 M, pH
7,0. Este meio foi diluido em agua destilada esterilizada nas
concentragbes de 46,5 g/L e esterilizado por filtragdo em
filtro biolégico (Cornig Incorporated Costar, Cornig, N.Y.,
EUA).

Para o fluconazol: colocados 4 mL de RPMI em cada tubo
com a diluigcao preparada anteriormente.

Para o itraconazol e anfotericina B: retirados 100 yL de cada
um dos tubos com as diluicbes das drogas preparadas
anteriormente, e adicionados 4,9 mL de RPMI.

Identificadas as placas de microtitulagdo (ELISA), de fundo
chato e com 96 pocos.

Foram distribuidos 100 uL de cada diluicdo das drogas em

cada um dos pocos das placas de microdiluigdo, comegando
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da de menor concentragdo para a de maior concentragcao
(pogo 11 ao pogo 2).

Foram dispensados 100 yL de meio RPMI com 2% de
DMSO no pocgo 12 que serviu como controle de crescimento.
Foram dispensados 200 uL de RPMI no poco 1, que serviu
como controle de esterilidade.

Ao inocular as concentragdes de antifungicos, utilizamos
uma diluicdo de %2. A concentracao final dos antifungicos oi
de 64 yL/mL a 0,125 uL para o fluconazol e de 16 pL/mL a

0,03 pL/mL para o itraconazol e anfotericina B.

b. Preparacao do indculo

Todas as leveduras foram descongeladas e inoculadas em
um meio de Sabouraud liquido e incubadas por 48 horas a
35° C; em seguida foi feito sub-cultivo em placas de SDA por
mais 48 horas; foi feito novo sub-cultivo em tubos de SDA
inclinado por 48 horas para certificar a pureza e viabilidade
da cultura e, por ultimo um outro sub-cultivo em tubos
inclinados por 24 horas, quando entdo estavam prontas para
serem testadas.

O in6culo foi preparado tomando-se 5 colénias de Candida
apos 24 horas de incubacdo. As coldnias foram suspensas
em 5 mL de solugado salina estéril (8,5g/L de NaCl; salina a
0,85%).

A suspensao resultante era agitada em Vortex por 15

segundos e a transmitancia ajustada no espectofotémetro.
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Quando necessario era adicionada salina estéril ou coldnias
de leveduras para obter uma suspensao com transmitancia
de 90%, com 530 nanémetros de comprimento de onda.

0,1 mL desta suspensao era colocado em 4,9 mL de salina
estéril e agitado por 15 segundos.

0,3 mL desta ultima solugdao era colocado em 5,7 mL de
RPMI estéril.

1.5. 100 mL da solugao resultante desta ultima diluicado eram
distribuidos nas placas com os antifungicos diluidos,
resultando numa diluigdo final de 5.0 x 10°. Também era
repicada uma aliquota de 10 pL em placas de SDA de
tamanho pequeno, com auxilio de uma alga de Drigalski,
para controle da quantidade do in6culo.

Leitura

Foram realizadas leituras com 24 e 48 horas de incubacao a
35°C.

Para determinacdo da CIM foram considerados: a diluicao
em que nao se observava mais crescimento, a olho nu, para
a anfotericina B; para o fluconazol e itraconazol, foi
considerada a diluigdo em que se observava a olho nu 50%
do crescimento observado no controle positivo.

Cepa padrao

Foi sempre utilizada como controle de qualidade da diluicdo
dos antifungicos, a cepa padrao, ATCC 22019, da espécie

Candida parasilosis. ATCC é marca registrada de American
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Type Culture Collection. Os valores de CIM das cepas
padrao, aceitaveis para validagdo da qualidade de diluicao

das drogas estao listados na tabela 3.

Tabela3 Valores de CIM da ATCC 22019 aceitos como validos para as trés

drogas testadas:

Antifangico Variagao de CIM (ng/mL)
Anfotericina B 0,25-1,0
Fluconazol 2,0-8,0
ltraconazol 0,06-0,25

A definicdo da susceptibilidade antifungica das leveduras testadas em
sensivel, sensivel dose-dependente e resistente, seguiu as definicdes presentes no

documento M27 A2 do CLSI, que sao descritas abaixo na tabela 4

Tabela4 Definicdo da susceptibilidade antifUngica das espécies de Candida pelo

CIM

anfotericina B fluconazol itraconazol
sensivel <1 <8 0,125
SDD 16-32 0,25-0,5
resistente =2 =64 >1

Para se avaliar o impacto do uso de antifungicos na distribuicdo de espécies
de Candida e nos perfis de susceptibilidade, foram comparadas as frequéncias das
diferentes espécies e os valores de CIM nos dois periodos de estudo, bem como nas

diferentes situagdes de uso de antifungicos (tipo de antifungico, classificacdo em
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adequada ou nao). As frequéncias de variaveis categoéricas foram expressas em
valores absolutos e percentuais, e das variaveis continuas em medianas e
variagdes. Além disso, os valores de CIM 90 foram determinados (percentil 90 da
distribuicdo de CIMs). Na comparagao de variaveis dicotdmicas, foram utilizados os
testes de Fisher (bicaudal) ou Chi-quadrado, e para variaveis continuas foi usado o
teste de Wilcoxon. Os dados foram armazenados no progama Epi Info (Centers for
Disease Control and Prevention, USA, version DC, version 6.04d — January 2001) e

analisados no programa SPSS (SPSS for Windows Release 11.01.1 — 15 Nov 2001).



5 RESULTADOS

Foram analisados retrospectivamente os dados contidos em 250 fichas de
justificativa de uso de antifungicos (AF), compreendendo o periodo entre janeiro de
1998 a dezembro de 2001.

Como mostra a figura 1, fluconazol foi o agente mais utilizado (68% das

prescricdes de AF no periodo estudado), seguido da anfotericina B (20%).

Nistatina (2 %) Anfotericina B (20%)
Itraconazol (4%)

Cetoconazol (6%)

Fluconazol (68%)

Figura1 Freqiéncia relativa de diferentes antifungicos utilizados no HUCFF entre 1998 e 2001

A unidade que mais frequentemente empregou AF foi o C.T.I médico-
cirurgico, sendo responsavel por 24% do total de notificagbes, seguido pelas
unidades de Hematologia / Transplante de Medula Ossea (TMO) com 22%. O
Servigo de Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIP) vem em terceiro lugar com 9%,

estando as unidades de transplantes hepatico e renal em quarto e quinto lugares,
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com 4 e 2% respectivamente (figura 2).

C.T.I:* Centro de Terapia Intensiva (Unidade TX renal: Transplante renal
Médico-Cirurgica) . UC: Unidade coronariana
TMO: Transplante de Medula Ossea UCC: Unidade de cirurgia cardiaca

DIP: Doengas Infecciosas e Parasitarias
TX hepatico: Transplante hepatico
Figura2 Freqliéncia (%) de uso de antifingicos por unidade de internagéo

A doenca de base nao foi informada em 50% dos casos. SIDA e cancer no
contexto de neutropenia febril foram as condi¢gdes mais frequentes, com 13% cada,
seguidas pelo transplante hepatico e TMO (7% cada), e transplante renal (4%)

(Figura 3).
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SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida. TX renal: Transplante renal
TX hepatico: Transplante hepatico NR: nao relatado.
TMO: transplante de medula 6ssea

Figura 3 Freqliéncia (%) de uso de antifungicos por doenca de base

Os AF foram utilizados para tratamento direcionado em 42% dos casos, para
terapia empirica em 46% e para profilaxia em 12% (Figura 4). Terapia empirica foi
utilizada na maioria das vezes no C.T.l (37%) e na hematologia (35%). Em relagao
ao antifungico usado em terapia empirica, enquanto que na hematologia anfotericina
B foi usada na maioria das vezes (58%), no C.T.l. fluconazol foi utilizado em 61%

das vezes.
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Figura4 Razao do emprego de antifungicos

As patologias que motivaram o uso de AF mais frequentemente foram a
esofagite por Candida (22%), seguida por sepse (16%), candidiase oral (15%),
criptococose (9%), candidemia (6%) e candidiase cutanea (5%). N&o houve
confirmag&o micolégica em 65% dos casos em que o motivo de uso foi o tratamento
direcionado.

O emprego dos AF em geral foi considerado adequado em 82% dos casos.
A candidiase esofagica foi adequadamente tratada em 88% dos casos. De um total
de 24 tratamentos para candidiase oral, o uso de AF foi adequado em apenas 71%
dos casos. Houve adequacao do tratamento direcionado em 86% para candidiase
cutanea, e 100% dos casos de criptococose, candidiase vaginal, colangite e
peritonite. A tabela a seguir mostra a adequacgao do tratamento direcionado para as

patologias mais freqlientes (tabela 5).
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Tabela5 Adequacao do uso de antifungicos para as patologias mais frequentes*

Patologia Tratamentos (n) Adequados (n) Adequacao (%)
Esofagite 33 29 88
Candidiase oral 24 17 71
Candidiase cutanea 7 6 86
Candidiase vaginal 6 6 100
Candidemia 8 5 62,5
Candiduria 5 1 20
Dermatofitoses 5 0 0
Criptococose 5 5 100
Peritonite 3 3 100

*Foram incluidos apenas os tratamentos direcionados.

Em relacdo ao uso dos diferentes AF, anfotericina B foi utilizada de forma
adequada em 96% dos casos, seguido de cetoconazol (93%), fluconazol (78%) e
itraconazol (60%). A adequacado do uso de fluconazol foi menor quando comparado
com outros agentes (78% versus 89%, p=0,004), ao passo que anfotericina B

apresentou melhor adequacao (96% versus 78%, p=0,004) (Figuras 5 e 6).
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Figura 5

Adequacéao do uso de fluconazol versus outros antifingicos (AF)
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Figura 6

(100%)

Adequacéao do uso de anfotericina B versus outros antifingicos

Ainda em relacao ao fluconazol, a adequagao ao uso foi maior em profilaxia

que em terapia empirica ou direcionada (Figura 7).
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Figura7 Adequacao (%) do uso de fluconazol por motivo de emprego

Como mostra a figura 8, houve um significativo aumento na frequéncia de
uso de fluconazol ao longo dos anos, marcadamente a partir do ano de 2000. Antes
de 2000, fluconazol foi empregado em 49% dos tratamentos, enquanto a partir deste
ano este percentual elevou-se para 77% (p=0,0001). Na&o houve diferenga
estatisticamente significante na proporgéo de uso adequado de fluconazol nos anos

recentes (67% antes de 2000 e 81% a partir deste ano, p=0,67).
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1998 1999 2000 2001

Figura 8 Freqliéncia (%) do uso de fluconazol ao longo dos anos do periodo estudado
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A tabela 6 mostra a distribuicdo de espécies de Candida isoladas de

amostras de urina. C. albicans foi a espécie mais frequente (46%), seguindo-se C.

glabrata (21%), C. tropicalis (15%) e C. parapsilosis (12%).

Tabela 6 Distribuicdo de espécies de Candida em 210 isolados da urina nos anos
de 1999 e 2002

Espécie N %
C. albicans 96 46
C. glabrata 44 21
C. tropicales 31 15
C. parapsilosis 24 12
C. kefyr 5 2

C. krusei 3 1

C. guilliermondii 3 1

C. lusitaniae 1 0,5
C. zeylanoides 1 0,5
C. famata 1 0,5
Candida spp*. 1 0,5

*Espécie nao identiicada.

Em relagao a distribuicdo de espécies dos isolados da urina em cada ano

separadamente, houve uma inversdao no padrdo de distribuicdo em relacdo a

propor¢cdo de C. albicans e espécies néo-albicans (tabela 7). No ano de 1999 C.

albicans representava 58% dos 104 isolados, enquanto no ano de 2002 passou a

representar apenas 38% de um total de 106 isolados (p=0,04). Por outro lado, houve

um aumento significante na proporgéo de C. parapsilosis (7% em 1999 e 16% em

2002, p=0,03).



Tabela 7 Distribuicdo de espécies dos isolados em urina em 1999 e 2002
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Ano 1999 Ano 2002
Espécie n=104 n=106 p
(%) (%)
C. albicans 58 38 0,04
56% 36%
C. glabrata 23 21 NS
22% 20%
C. tropicalis 13 18 NS
12% 17%
C. parapsilosis 7 17 0,03
7% 16%
C. kefyr 1 4 NS
1% 4%
C. guilliermondii 0 3 NS
3%
C. lusitaniae 0 1 NS
1%
C. krusei 2 1 NS
2% 1%
C. famata 0 1 NS
1%
C. zeylanoides 0 1 NS
1%
Candida spp. 0 1 NS
1%

NS: N&o significante
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A tabela 8 mostra a distribuicdo de espécies de Candida isoladas de
hemoculturas (10 episdédios de candidemia 1999 e 29 em 2002). C. albicans
representou 40% do total de isolados do sangue em 1999 e 24% em 2002 (p nao
significante). Houve 3 episddios de candidemia por C. glabrata em 1999 e nenhum
em 2002 (p=0,02). Por outro lado, nenhum episdédio de candidemia por C.
parapsilosis foi diagnosticado em 1999, comparado com 8 episédios (28%) em 2002

(p=0,03).

Tabela 8 Distribuicdo de espécies dos isolados de sangue nos anos de 1999 e
2002

Ano 1999 Ano 2002
Espécie n=10 n=29 p
(%) (%)
C.albicans 4 7 NS
40% 24%
C.glabrata 3 0 0,02
30%
C.tropicalis 3 8 NS
30% 28%
C.parapsilosis 8 0,03
28%
C.krusei 2 NS
7%
C.lipolytica 3 NS
10%
C.kefyr 1 NS

3%

NS = ndo significante
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A analise conjunta dos isolados de sangue e urina (114 isolados em 1999 e
135 em 2002) mostrou que a proporgao de C. albicans reduziu significativamente no
periodo mais recente (54% versus 34%, p=0,0008).

Foram realizados testes de susceptibilidade antifungica para anfotericina B,
fluconazol e itraconazol em 210 amostras de urina, obtidas nos anos de 1999 e
2002. Foi realizada a leitura em 48 horas de todos os isolados de urina. A leitura em
24 horas n&o foi realizada em todos os casos. Os valores de CIM estao na tabela 9.
Em geral, os valores de CIM 50 para C. albicans apresentaram 1 diluicdo mais baixa
que os isolados de espécies nao-albicans (p<0,001 para anfotericina B, fluconazol e
itraconazol). Em relagao a susceptibilidade aos azdlicos de todos os 210 isolados, 11
dos 17 isolados (65%) com susceptibilidade reduzida ao fluconazol (SDD +
resistente) também apresentaram susceptibilidade reduzida ao itraconazol

(p<0,001).



Tabela9 Susceptibilidade antifungica de 210 isolados* de Candida de urina

. o CIM? (ug/ml) %
Espécie (N) Antifungico .
Variaggo ~ CIM50 CIMgo Susceptivel
C. albicans (96) AnfotericinaB  0,125-0,5 0,25 0,5 100
Fluconazol 0,125 - 64 0,25 2,0 96
ltraconazol 0,03-16 0,03 0,06 93
C. glabrata (44) AnfotericinaB  0,25-0,5 0,25 0,5 100
Fluconazol 0,25 - 64 4,0 16 86
ltraconazol 0,03-1,0 0,25 0,5 23
C. tropicalis (31) AnfotericinaB  0,125-10,5 0,25 0,5 100
Fluconazol 0,125-4,0 0,5 1,0 100
Itraconazol 0,03 -0,25 0,06 0,25 87
C. parapsilosis (24) AnfotericinaB 0,125-0,5 0,25 0,5 100
Fluconazol 0,25 -64 1,0 64 79
Itraconazol 0,03-0,5 0,03 0,25 8
C. kefyr (5) AnfotericinaB 0,125-0,5 0,25 0,5 100
Fluconazol 0,125-2,0 0,125 2,0 100
ltraconazol 0,03-0,03 0,03 0,03 100
C. krusei (3) AnfotericinaB  0,25-0,5 0,25 0,5 100
Fluconazol 32 -64 64 64 0
ltraconazol 0,03-0,25 0,125 0,25 67
C. guilliermondii (3) AnfotericinaB 0,06 — 0,25 0,125 0,125 100
Fluconazol 0,5-2,0 1,0 2,0 100
Itraconazol 0,03-0,25 0,06 0,25 67

* C. famata (1): anfotericina B 0,03 ug/ml, fluconazol 0,5 pg/ml, itraconazol 0,03 pg/ml; C. zeylanoides
(1): anfotericina B 0,25 pg/ml, fluconazol 0,25 pg/ml, itraconazol 0,03 ug/ml; Candida sp. (1):
anfotericina B 1,0 pg/ml, fluconazol 2,0 yg/ml, itraconazol 0,06 pg/ml; C. lusitanae (1) anfotericina B
0,25 ug/ml, fluconazol 2 ug/ml, itraconazol 0,06 ug/ml ® CIM = concentrag&o inibitéria minima
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Comparando os valores de CIM nos anos de 1999 e 2002 (tabela 10), para
C. albicans nao houve diferengca estatisticamente significante para fluconazol
(p=0,44) e itraconazol (p=0,61), mas as CIMs para anfotericihna B foram
significantemente mais baixas no ano de 2002 (p<0,001). Para os isolados de
espécies nao-albicans, ndo houve diferenga estatisticamente significante para
fluconazol (p=0,17), mas para itraconazol (p=0,03) e anfotericina B (p=0,008), os

valores de CIM foram mais altos no ano de 2002 (Tabela 10).

Tabela 10 Valores de CIM para isolados de C. albicans e ndo-albicans nos anos de

1999 e 2002, incluidos isolados de sangue e urina

1999 2002 P

C. albicans

Anfotericina B

CIM 50 / CIM 90 (variagao) 0,25/0,5 (0,06-0,5) 0,25/0,25 (0,06-0,5) <0,001
Fluconazol

CIM 50 / CIM 90 (variag&o) 0,25/2,0(0,125-64) 0,25/2,0(0,125-64) 0,74

Itraconazol

CIM 50 / CIM 90 (variagao) 0,03/0,06 (0,03-16) 0,03/0,3 (0,03-16) 0,41

Espécies nao-albicans

Anfotericina B

CIM 50 / CIM 90 (variagao) 0,25/0,5 (0,25-0,5) 0,25/0,5(0,06-1,0) 0,008
Fluconazol

CIM 50 / CIM 90 (variagao) 2,0/ 16 (0,125-64) 1,0/16 (0,125-64) 0,17

Itraconazol

CIM 50 / CIM 90 (variagdo) 0,25/0,5(0,03-0,5) 0,06/0,25(0,03-1,0) 0,03
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Foi realizada a leitura em 24 e 48 horas em 72% dos isolados de Candida
albicans da urina, 84% dos isolados de C. glabrata, 71% dos de C. tropicalis e 54%
dos de C. parapsilosis. Ndao houve mudanga na faixa de susceptibilidade para
nenhuma das amostras de C. albicans para fluconazol. Para C. glabrata, apenas
11% tiveram os mesmos valores nas leituras de 24 e de 48 horas. Cinco isolados
(14%) passaram de susceptiveis para SDD na leitura de 48 horas. Em relagado a C.
tropicalis, apenas 9% tiveram os mesmos valores nas duas leituras; entretanto,
todos os isolados se mantiveram susceptiveis nas leituras com 24 e 48 horas. Em
62% dos isolados de C. parapsilosis as leituras de 24 e 48 horas foram iguais. Um
isolado (7%) passou de susceptivel a SDD na leitura de 48 horas.

A tabela 11 mostra os valores de CIM de 39 isolados de Candida de
hemoculturas. Todos os isolados foram sensiveis a anfotericina B; todos os isolados
de C. albicans e C. parapsilosis foram sensiveis a fluconazol, em contraste com 91%
dos isolados de C. tropicalis e apenas 1/3 dos de C. glabrata sensiveis a esta

mesma droga.
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Tabela 11 Susceptibilidade antifungica de 39 isolados* de Candida do sangue

. e CIM? (ug/ml) o
Espécie (N) Antifangico .
Variagio CIM50 cCIMgp Susceptivel
C. albicans (11) AnfotericinaB 0,125 -1,0 0,5 1,0 100
Fluconazol  0,125-0,5 0,25 0,5 100
Itraconazol 0,03-0,6 0,03 0,06 100
C. glabrata (3) AnfotericinaB 0,5-0,5 0,5 0,5 100
Fluconazol 8,0 -32 16 32 33
Itraconazol 0,06 - 0,5 0,5 0,5 33
C. tropicalis (11) AnfotericinaB 0,125-1,0 0,5 1,0 100
Fluconazol 0,25 -64 0,25 32 91
Itraconazol 0,06 -0,5 0,06 0,5 82
C. parapsilosis (8) Anfotericina B 0,5-1,0 0,5 1,0 100
Fluconazol 0,5-4,0 1,0 4,0 100
Itraconazol 0,03-0,5 0,25 0,5 38
C. lipolytica (3) Anfotericina B 0,125 - 0,25 0,25 0,25 100
Fluconazol 0,25-8,0 4,0 8,0 100
Itraconazol 0,5-1,0 0,5 1,0 0
C. krusei (2) Anfotericina B 1,0 1,0 1,0 100
Fluconazol 32 32 32 0
Itraconazol 1,0 1,0 1,0 0

* C. kefyr (1): anfotericina B 0,25 pg/ml, fluconazol 0,25 pg/ml, itraconazol 0,06 pg/ml; @ MIC =
concentracao inibitéria minima

A analise global de susceptibilidade ao azdlicos, incluindo todas as espécies
isoladas nos dois periodos, mostrou que 5% das amostras apresentaram
susceptibilidade dose dependente ao fluconazol e 20% ao itraconazol. Somente 3%

das amostras apresentou resisténcia aos dois azolicos.



6 DISCUSSAO

Neste estudo, que teve como principal objetivo tragar um perfil do uso de
antifangicos em um hospital geral no Brasil, observamos que fluconazol foi a droga
mais empregada (68% das prescrigdes), e a unidade em que mais freqientemente
foi usado um antifungico foi o C.T.l, especialmente em terapia empirica. Esta
combinacao C.T.l, terapia empirica e fluconazol, reflete a preocupacédo dos médicos
intensivistas em relagao as infec¢des fungicas: ha uma consciéncia do aumento na
frequéncia de infecgbes fungicas invasivas nesta populacdo de pacientes [26],
motivando o uso de antifungicos antes de um diagndstico definitivo (terapia
empirica). Entretanto, o médico fica hesitante em usar uma droga téxica como a
anfotericina B em uma situagcdo de diagndéstico ndo confirmado, especialmente no
C.T.l, onde ha potencialmente um risco maior de nefrotoxicidade associada ao uso
da anfotericina B [69, 82]. Ja na unidade de Hematologia/TMO, apesar dos riscos, a
terapia empirica acaba sendo feita com anfotericina B por duas razdes: infeccoes
por fungos filamentosos sdo frequentes nesta populacdo [83], em contraste com o
C.T.l; e terapia empirica é pratica consagrada em neutropenia febril [84, 85],
contrario do que acontece nos pacientes de C.T.I.

Além do C.T.l, antifungicos foram utilizados com frequéncia na Unidade de
Hematologia/TMO. Nesta unidade, o uso de antifungicos em profilaxia & rotineiro,
bem como em terapia empirica. No Servico de Doencgas Infecciosas e Parasitarias,
terceira unidade em frequéncia de uso de antifungicos, sédo tratados os pacientes
com SIDA, doenca de base mais freqlente na nossa analise. Os pacientes com

SIDA sao frequentemente acometidos pela candidiase oral e esofagica [50], assim
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Como nao sao raras as internagdes para tratamento de criptococose meningea [86].

Ainda como reflexo da alta frequéncia de pacientes com SIDA na instituicao,
candidiase oral e esofagica foram as doengas que mais motivaram o uso de AF.
Entretanto, a maioria destes diagndsticos foi baseada em dados clinicos: 65% dos
diagndsticos nao tiveram confirmagao microbioldgica.

A anfotericina B foi considerada bem empregada em 96% dos casos, o
cetoconazol em 93%, o fluconazol em 78% e o itraconazol em apenas 60% dos
casos. A adequacao em relagado ao tipo de tratamento foi de 100% nos casos de
profilaxia, refletindo a pratica na instituicdo de se utilizar profilaxia com base em
evidéncias cientificas.

Em relacédo a analise de adequagao do uso de antifungicos para tratamento
direcionado, é surpreendente o achado de adequacéo para apenas 71% dos casos
de candidiase oral. A publicacdo que norteou nossa classificacdo do uso de
antifungicos em adequado ou ndo € do ano de 2000 [79]. Nossa amostra incluiu
prescricdes dos anos de 1998, 1999 e 2000, antes destas recomendacdes serem
publicadas, o que pode explicar em parte este achado. Neste contexto, a escolha da
droga, posologia e tempo de tratamento podem ter sido baseados em outras
recomendacoes.

Embora a doencga de base nao tenha sido informada em 50% dos casos, os
resultados encontrados sdo compativeis com os dados da literatura, em que as
infeccbes fungicas sao mais frequentemente diagnosticadas em pacientes
imunossuprimidos, tendo particular importancia a SIDA, ja que no curso da infecgao
pelo HIV, a candidiase oral ocorre em até 90% dos pacientes [50]. Além disso, é
bem estabelecido o papel do uso de antifungicos na profilaxia de infec¢des fungicas

em pacientes neutropénicos poés-transplante de medula 6ssea [35], bem como nos
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transplantes de érgaos solidos [42].

Em relacdo a adequagao do emprego dos antifungicos separadamente,
foram considerados adequados 78% dos tratamentos com fluconazol e 60% dos
com itraconazol, contrastando com adequagdo em 96% dos casos em que foi
empregada a anfotericina B e 93% dos casos em que o cetoconazol foi a droga
escolhida. A anfotericina B foi o primeiro antifungico ativo no tratamento da maioria
das micoses profundas, promovendo verdadeira revolugdo no progndstico destas
infecgdes, estando disponivel para uso clinico ha muitos anos [69]. O uso correto em
96% dos casos pode ser conseqiéncia de uma maior experiéncia clinica acumulada
com a droga. Seguindo a mesma tendéncia, o cetoconazol, um imidazol antifungico
introduzido para terapéutica ha mais de vinte anos [69], também mostrou ser bem
empregado na maioria dos tratamentos (93%), provavelmente pelo mesmo motivo
da anfotericina B. Ja o fluconazol e o itraconazol, disponiveis para uso clinico no
Brasil hda menos tempo que as duas drogas anteriormente comentadas, foram
usados de forma correta em proporgdo bem inferior as duas outras drogas (78 e
60%, respectivamente). Entretanto, € importante ressaltar que, embora ndo tenha
apresentado significancia estatistica, houve tendéncia ao melhor emprego do
fluconazol ao longo dos anos, acompanhando o aumento no numero de tratamentos
com a droga.

A frequéncia em que o fluconazol foi empregado, 68% das prescricbes
avaliadas, € relevante, e aumenta a necessidade de se estar alerta para a
possibilidade de selegdo de cepas com susceptibilidade diminuida ou mesmo
resisténcia a droga [87-90].

C. albicans foi a espécie mais frequente em 1999 (54%), mas em 2002

respondeu por apenas por 34% dos isolados de Candida. C. krusei e C. glabrata ndo
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sofreram variagdo significativa na freqiéncia nos dois periodos. No sangue, a
relagdo C. albicans / nao albicans também se inverteu, mas devido ao pequeno
numero de episédios de candidemia, esta inversdo ndo foi estatisticamente
significante. Embora tenha havido alguma mudanga na distribuicdo de espécies
causadoras de candidemia (particularmente C. parapsilosis, que em 2002 passou a
ser responsavel por mais de um quarto das candidemias), ndo é possivel se fazer
uma analise de tendéncias, dado o pequeno numero de casos. Na urina, 0 mesmo
padrao foi observado, sendo significante o aumento da incidéncia de C. parapsilosis
nos dois materiais estudados.

A epidemiologia de infec¢gao por Candida vem mudando nos ultimos anos.
Em um estudo, a distribuicdo de espécies causadoras de candidemia foi avaliada em
um hospital de 606 leitos em Detroit, Estados Unidos, antes e depois da introducao
do fluconazol [91]. O estudo incluiu todas as hemoculturas positivas no periodo de
1986 a 1989 (pré fluconazol) e de 1994 a 1997 (pds fluconazol). No primeiro
periodo, C. albicans foi responsavel por 67% dos episodios de infec¢gao de corrente
sanguinea, caindo para 50% no segundo periodo, diferenga que foi estatisticamente
significante (p=0,04). C. parapsilosis, que foi responsavel por 9% dos casos no
periodo pré fluconazol, passou a ser responsavel por 24% dos episddios no segundo
periodo. A incidéncia de candidemias por C. krusei e C. glabrata manteve-se estavel.
No Brasil, Colombo e colaboradores mostraram em um estudo multicéntrico
prospectivo conduzido entre 1995 e 1996 em seis hospitais universitarios brasileiros,
que 63% dos episdédios de candidemia foram causados por espécies nao albicans,
sendo C. parapsilosis e C. tropicalis, respectivamente a segunda e a terceira
espécies mais frequentes. C. glabrata foi responsavel por apenas 4% das infec¢des

de corrente sanguinea por Candida, e C. krusei por apenas 1% dos casos [9, 15]. Na
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casuistica de Antunes e cols., em estudo conduzido entre 2002 e 2003 no estado de
Santa Catarina, as espécies nao albicans também foram predominantes na etiologia
das candidemias, estando a C. parapsilosis em segundo lugar na frequéncia de
isolamento, sendo responsavel por 25,8% dos episddios. Também neste estudo a
freqUuéncia de infeccao pelas espécies menos susceptiveis ao fluconazol, C. glabrata
e C. krusel, foi baixa [13]. Nucci mostrou que em meados da década de 90, as
espécies nao albicans ja eram responsaveis pela maioria dos episddios de fungemia
em pacientes com cancer, independente da doenca de base, profilaxia antifungica,
ou presenca de neutropenia [16]. Esta parece ser uma tendéncia ndo sé do Brasil,
mas da América Latina [92, 93].

Como nosso estudo preliminar [17] mostrou que houve aumento importante
do uso de fluconazol a partir de 2000, escolhemos analisar a susceptibilidade dos
isolados de sangue e urina de 1999 e 2002, representando respectivamente um ano
anterior e um ano posterior a grande elevagao de frequéncia de uso de fluconazol.
Todos os isolados foram considerados sensiveis a anfotericina B. Em relacdo ao
fluconazol, a resisténcia entre os isolados de C. albicans foi baixo, embora tenha
havido um aumento de 5% na frequéncia de resisténcia nesta espécie, do ano de
1999 para o ano de 2002. Também houve discreta reducédo na susceptibilidade ao
itraconazol. Dentre as espécies nao albicans, C. glabrata e C. krusei foram as que
apresentaram as CIM mais elevadas para os dois azolicos testados. Este achado ja
era esperado, uma vez que as duas espécies possuem susceptibilidade
sabidamente reduzida a classe [19, 94]. A susceptibilidade a itraconazol foi
proporcionalmente menor, sendo que somente 21% dos isolados de C. glabrata
foram considerados sensiveis a droga. Para C. tropicalis, houve uma diferenga de

cerca de 12% a menos da susceptibilidade ao itraconazol em relagcédo ao fluconazol.
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Na analise global de susceptibilidade aos azodlicos, incluindo todas as
espécies, observamos que 5% das amostras apresentaram susceptibilidade dose
dependente ao fluconazol, e 20% ao itraconazol. Somente 3% das amostras
apresentou resisténcia aos dois azodlicos. Maior frequéncia de resisténcia ao
itraconazol em relagédo ao fluconazol ja foi observada em outros estudos como o de
Castafieda e cols., que encontrou 63% de susceptibilidade a fluconazol, contra
somente 31% para itraconazol em um hospital oncoldégico no México [95]. Cuenca-
Estrella e cols., avaliando a susceptibilidade de 744 isolados oriundos de 99
hospitais da Espanha e da Argentina, encontraram 9,9% e 21,9% de isolados com
susceptibilidade diminuida (SDD) a fluconazol e itraconazol, respectivamente [96].

No Brasil, estudo conduzido entre 1996 e 1998, analisando 200 isolados de
Candida spp. de sangue, oriundos de 5 hospitais terciarios, mostrou que as
candidemias em hospitais publicos brasileiros eram causadas predominantemente
por espécies nao albicans sensiveis a fluconazol na maioria das vezes. Das 200
amostras, somente 3 (duas C. glabrata e uma C. krusei) apresentaram resisténcia a
fluconazol [14]. Na casuisica de Aquino e colaboradores, com 113 isolados de
sangue coletados entre 1998 e 2004, também houve predominio das espécies nao
albicans; a grande maioria dos isolados foi sensivel a fluconazol. Todos os isolados
resistentes ou com susceptibilidade dose-dependente eram das espécies C. glabrata
(45% SDD) ou C. krusei (100% resistentes) [97]. Antunes e colaboradores,
analisando 120 amostras de sangue coletadas entre 2002 e 2003, além de mostrar
um predominio das espécies nao albicans (51,6% dos casos), ndo encontraram
resisténcia ao fluconazol e ao itraconazol; 1,6% destas amostras foram consideradas
SDD para fluconazol e 14,2% SDD para o itraconazol [13]. Estudo que avaliou

isolados de saliva e da cavidade oral de 114 pacientes soropositivos para HIV, entre
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1997 e 1999, encontrou um predominio de C. albicans (57,8%); 29 C. albicans e 13
nao albicans apresentaram baixa susceptibilidade ao fluconazol, o que pode
representar sérios problemas para a selegao de terapia antifungica efetiva para este
grupo de pacientes [50]. Estudo multicéntrico, também avaliando isolados de
cavidade oral de pacientes com SIDA, encontrou predominio de C. albicans (91%
dos casos), sendo que somente cerca de 6% dos isolados pertencentes a esta
espécie apresentaram susceptibilidade dose-dependente ou resisténcia aos azolicos
[51]. Ainda em relagao a isolados de orofaringe de pacientes com SIDA, Branchini e
colaboradores avaliaram 44 isolados de pacientes que apresentaram episddios de
candidiase orofaringea ou esofagica. Destes, 35 eram pertencentes a espécie C.
albicans, 6 C. tropicalis, 1 C. glabrata. Embora todos os isolados tenham se
mostrado sensiveis a anfotericina B, 5/35 isolados de C. albicans apresentaram
resisténcia a todos os azdlicos testados, incluindo o fluconazol. Todos os isolados de
C. tropcalis mostraram-se resistentes a fluconazol e miconazol; o unico isolado de C.
glabrata apresentou baixa sensibilidade a fluconazol, itraconazol e cetoconazol [98].
Esta baixa susceptibilidade aos azodlicos encontrada neste estudo indica a
necessidade de monitoragdo continua da susceptibilidade antifungica dos isolados
de Candida spp de pacientes com SIDA, em que os episdédios de candidiase oral e
esofagica sao frequentes e muitas vezes recorrentes [73]. Ribeiro e colaboradores
avaliaram a susceptibilidade antifungica de isolados vaginais de mulheres infectadas
pelo HIV, bem como avaliaram a expressao de genes relacionados a resisténcia aos
azolicos. Susceptibilidade reduzida foi encontrada com baixa frequéncia e, quando
presente em C. albicans, estava relacionada com a expressao de CDR1, gen
relacionado a bombas de efluxo transportadoras de azdlicos e terbinafina [99].

Estudo com isolados vaginais de mulheres imunocompetentes nao hospitalizadas,
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realizado em periodo proximo ao do estudo anterior, mostrou haver predominio de
C. albicans, com baixa frequéncia de resisténcia e susceptibilidade dose-dependente
aos azolicos; quando estas estavam presentes, eram em geral relacionadas as
espécies nao albicans, incluindo C. glabrata e C. krusei [100]. Trabalho realizado
entre 1998 e 2000, avaliando através de difusdo em disco a susceptibilidade a
fluconazol de 1784 isolados de Candida de materiais bioldgicos diversos, encontrou
94% de susceptibilidade a droga, sendo que C. glabrata e C. krusei foram as
espécies que apresentaram MICs mais elevados [101].

No nosso estudo, todos os isolados de C. albicans se mantiveram sensiveis
a fluconazol nas duas leituras, mas o mesmo n&o aconteceu com o itraconazol: 13%
das amostras sensiveis na leitura de 24 horas passaram a SDD ou R na leitura de
48 horas. Para os isolados de C. glabrata, a leitura em 48 horas fez uma grande
diferenca: para fluconazol, 5 amostras (13%) passaram de S a SDD; para
itraconazol, 22 (61%) passaram de S para SDD, e 2 (5%) passaram de S para R.
Um quarto dos isolados de C. tropicalis teve a sua faixa de susceptibilidade alterada
de S para SDD na segunda leitura. E sabido que a C. glabrata tem susceptibilidade
aos azolicos inferior a outras espécies [19], porém C. tropicalis € em geral bastante
sensivel a estas drogas. E possivel que estas alteracdes de faixa de susceptibilidade
sejam secundarias ao fendbmeno de trailing. Das 11 amostras em que ficou
caracterizada a ocorréncia deste fendbmeno, 7 (64%) eram C. tropicalis € 3 (28%)
eram C. albicans, similar ao descrito na por Saint-Germain [71]. Neste estudo, em
que 2000 amostras de Candida foram testadas por microdiluicdo, os autores
concluiram que um periodo de incubacdo de 24 horas e o uso do pardamentro de
diminuicado de 50% na turbidez do in6culo para determinagcdo do ponto de corte

apresentaram melhor correlagado clinica. O fenbmeno de trailing representa uma



53

dificuldade crucial na determinacdo do MIC para os azdlicos, podendo levar a
interpretacdes errdbneas de MICs elevados para isolados susceptiveis. Para buscar
solucdes para este problema, modificagbes para o método padronizado pelo CLSI
tém sido propostas, com alteragbes no tempo de incubacdo, tampao, pH,
concentragdo de glicose e tamanho do inoculo [102, 103]. As bases celulares e
moleculares que explicam o fendmeno de traling tém sido objeto de estudo. Os
azdlicos inibem a lanosterol dimetilase, uma das enzimas envolvidas na biossintese
do ergosterol, principal componente da membrana celular fungica [104]. Uma grande
limitacdo dos azdlicos antifungicos é sua falta de atividade fungicida, o que pode
contribuir para falhas terapéuticas comuns nos pacientes imunodeprimidos. Além
disso, as leveduras sobreviventes podem constituir um reservatério para
desenvolvimento de resisténcia aos azdlicos. In vitro, ndo s6 os azdlicos parecem
falhar em matar mas também em suprimir completamente o crescimento, resultando
em trailing no método da microdiluicdo, mesmo em concentragdes bem acima do
MIC [73, 74, 103-105]. Uma possivel explicacéo é que o trailing para os inibidores da
biossintese de esterol derive, ao menos em parte, da capacidade da C. albicans de
regular para cima, em resposta a exposicdo a droga, a transcricdo de genes
codiicadores da lanosterol dimetilase (ERG11), esqualeno epoxidase (ERG1) ou de
bombas de efluxo transportadoras de azélicos e terbinafina (CDR1, CDR2, MDR1)
[104]. Os mesmos mecanismos, bem como mutacdes pontuais no ERG11, tém sido
apontados como tendo importancia no desenvolvimento de resisténcia da C.
albicans aos azodlicos. Um estudo que comparou isolados de C. albicans que
apresentavam trailing com isolados nao-trailing com susceptibiidade reduzida aos
azolicos, mostrou que os trailers possuem um numero muito maior de mutagdes no

ERG11 [106]. Em outro estudo incluindo amostras de pacientes soropositivos para
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HIV com candidiase oral recorrente (definida como 3 a 12 episédios num periodo de
12-15 meses), Revankar e colaboradores detectaram isolados trailing e nao-trailing.
Em todos os casos os pacientes responderam a um curso de 7 dias de fluconazol,
sugerindo que isolados que apresentam trailing, ao contrario dos resistentes, néo
estao associados com faléncia de tratamento, mas podem estar associados com a
recorréncia da infecgcdo, por sobreviverem ao tratamento e iniciarem uma nova
infeccao [73]. Caso isto se prove verdadeiro, agentes bloqueadores de trailing como
os inibidores das histona-deacetilases podem se mostrar benéficos para pacientes
imunodeprimidos em que a recorréncia € frequente. As histona-deacetilases tém
papel importante na expresséao e regulagao dos genes supracitados e envolvidos no
desenvolvimento de resisténcia e no fendmeno de trailing [104].

Uma limitagdo do nosso estudo é a auséncia de correlacdo dos dados
micolégicos com os dados clinicos. Nao houve avaliagdo do uso prévio de
antifungicos ou da evolugdo clinica dos pacientes de quem foram isoladas as
amostras analisadas. Deste modo, ndo podemos saber se a exposicdo prévia aos
azolicos correlacionou-se individualmente com o isolamento de espécies nao
albicans ou com isolados com susceptibilidade diminuida a estas drogas. A leitura de
24 horas nao foi realizada em todos os isolados de urina e em nenhum dos isolados
de sangue, ndo permitindo uma avaliagdo mais completa das diferengcas de
interpretacado das duas leituras.

E de relevancia clinica a verificacdo de que, embora as espécies ndo
albicans sejam responsaveis pela maioria dos isolados em nossa instituicdo, a
frequéncia de resisténcia ainda é baixa.

E interessante que a vigilancia da epidemiologia de espécies e da

susceptibilidade antifungica seja realizada periodicamente na instituicdo, para
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orientar a terapia das infec¢des fungicas que, como vimos, tém aumentado em
frequéncia e atingido populagdes de pacientes de gravidade crescente.

Estudos futuros sdo necessarios para melhor entender o significado do
fendbmeno de trailing. Como o método da microdiluicdo, embora possua boa
reprodutibilidade, ainda é muito trabalhoso e de realizagao lenta, bem como sujeito a
interferéncia do fendmeno de trailing, estudos para a validagado e padronizagéo de
métodos de realizagdo mais simples e confiaveis para a determinagdo da

susceptibilidade antifungica também devem ser realizados.



CONCLUSOES

Foi verificado um aumento significativo na frequéncia de uso de fluconazol
na instituicdo ao longo do periodo estudado.

Houve inversdao do padrao de distribuicio de espécies de Candida,
passando as espécies ndo albicans a ser predominantes no segundo
periodo do estudo.

A resisténcia a fluconazol foi de 3%.

A resisténcia global aos azdlicos foi baixa (3%).

Foi encontrado 100% de susceptibilidade a anfotericina B.

Nao houve desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol em consequéncia

do aumento da frequéncia de emprego na instituigao.
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