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RESUMO

Leveduras do género Candida sao as principais causas de infec¢des fungicas
nosocomiais em pacientes imunocomprometidos. Os objetivos deste trabalho
foram identificar, através de técnicas moleculares, amostras clinicas de
Candida spp obtidas de pacientes do HU, bem como analisar o perfil de
susceptibilidade in vitro a antifungicos e os fatores de risco associados
episédios de candidemia. Foram isoladas 270 amostras clinicas de Candida
spp de pacientes atendidos no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de
2007. A origem das amostras foi: urina (n=156), sangue (n=40), mucosas
(n=54) e lesao superficial (unha e pele) (n=20). O emprego da técnica de PCR
permitiu a identificagcdo de cinco espécies: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei,
C. glabrata e C. parapsilosis. A frequéncia de isolamento das diferentes
espécies variou de acordo com o local da infecgao, sendo a maior freqliéncia
de C. albicans em amostras de urina (71,3%). Das espécies nao-albicans, C.
tropicalis foi predominante em amostras de urina (65,5%) seguida de sangue
(15,5%); C. parapsilosis ocorreu predominantemente em amostras de mucosas
(53%); C. glabrata ocorreu predominantemente em amostras de urina (86,4%)
e C. krusei foi observada somente em amostras de sangue (50%) e urina
(50%). Estas leveduras tiveram predominancia de isolamento em pacientes do
sexo masculino (40%) e em neonatos (35%). Varios fatores de risco parecem
estar relacionados aos episédios de candidemia, destacando-se o uso prévio
de antibiético (100%) e o uso cateter venoso (87,5%). Podemos ainda destacar
fatores como entubagédo orotraqueal (70%), nutricdo parenteral (75%) e
presencga de cateter urinario (57,5%). Testes de fungigrama revelaram variagao
quanto a susceptibilidade aos antifungicos empregados. A maioria das
amostras de C. albicans foi susceptivel aos antifungicos testados. O mesmo foi
observado para amostras de C. fropicalis, embora, 23% das amostras foram
resistentes ao itraconazol e 7,7% foram resistentes a anfotericina B e ao
cetoconazol. O maior nivel de resisténcia foi observado para C. krusei. Neste
estudo foi também realizada a genotipagem empregando a metodologia de
RAPD. O dendrograma de similaridade genética gerou trés agrupamentos, um
correspondente a cada espécie, com valores de coeficientes de similaridade
(Sga) de 85%, 42% e 33% para C. parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans,
respectivamente. 80% dos isolados do agrupamento de C. parapsilosis (44,4%
SDD e 11,1% R ao itraconazol) estao reunidos em um unico agrupamento com
aproximadamente 93% de similaridade genética (isolados altamente
semelhantes). 67% dos isolados do agrupamento de C. tropicalis (31% 23% R
e 8% SDD ao itraconazol) estdo reunidos em um agrupamento com
aproximadamente 78% de similaridade genética. Por fim, 81% dos isolados do
agrupamento de C. albicans (60% SDD ao itraconazol) estdo reunidas em um
unico agrupamento.

Palavras-chaves: Candida spp, PCR, candidemia, fungigrama, RAPD



ABSTRACT

Yeasts that belong to the genus Candida are the main causative agents of
nosocomial fungal infections in immunocompromised patients. In this study, the
objectives were to identify, by molecular means, clinical samples of Candida
spp isolated from patients attended in the HU, to examine the in vitro
susceptibility to anti-fungal drugs and to examine the risk factors associated to
candidemia episodes. A total of 270 clinical samples were obtained from
January 2004 to December 2007. The source of the samples were: urine
(n=156), blood (n=40), mucosa (n=54) and superficial lesions (nail and
skin)(n=20). The employment of PCR allowed the identification of five species:
C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis. The isolation
frequencies of Candida spp varied according to the body sites of infection. C.
albicans was more frequent in urine (71.3%). Among non-albicans species, C.
tropicalis was predominant in urine (65.5%); C. parapsilosis predominates in
mucosa; C. glabrata occurred at high rates in urine (86.4%). C. krusei was
equally obtained from blood (50%) and urine (50%). The predominance of these
yeasts was in male (40%) and neonates (35%) patients. Many risk factors seem
to be associated to candidemia, particularly the use of antibiotics (100%),
placement of venous catheter (87.5%), mechanical ventilation (70%), parenteral
nutrition (75%) and urinary catheter (57.5%). Antifungal susceptibility test
revealed variation in susceptibility among strains. The majority of C. albicans
strains were susceptible to all antifungal tested. High rate of susceptibility was
also observed in C. tropicalis strains, although it was observe resistance to
itraconazol (23%) and amphotericin B (7.7%). The highest level of resistance
was observed in C. krusei strains. Genomic profiles was obtained by the
employment of RAPD. The dendrogram generated three groups corresponding
to the species analyzed. Similarity coefficients (Sga) were 85%, 42% e 33% for
C. parapsilosis, C. tropicalis and C. albicans, respectively. Some 80% of the
isolates belong to C. parapsilosis group (44.4% SDD and 11.1% R to
itraconazol) are clustered in a group with 93% genetic similarity (highly similar
strains). Some 67% of the isolates belong to C. tropicalis group (31% R and 8%
SDD to itraconazol) are clustered in a group with 78% genetic similarity. Finally,
82% of the isolates belong to C. albicans group (60% SDD to itraconazol) are
clustered in one group.

Keywords: Candida spp, PCR, candidemia, antifungal susceptibility testing,
RAPD.
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1. Introdugao

O Hospital Universitario (HU) € um 6rgéao suplementar da Universidade
Estadual de Londrina, que iniciou seu funcionamento em 1971, sendo um
hospital publico de grande porte na regido norte do estado do Parana, onde é
centro de referéncia regional para o Sistema Unico de Saude (SUS), tendo sua
area de influéncia também em outros estados.

Mesmo com a crescente importancia que as infecgdes causadas por
leveduras do género Candida vem assumindo no Brasil e no mundo, até o
momento nenhum estudo havia sido conduzido com referéncia a avaliagao da
incidéncia de Candida no HU. A emergéncia destes organismos como
patégenos significativos tem importantes implicagbes no interior dos hospitais,
pois geram altos indices de morbidade, longos periodos de permanéncia em
hospitais, dificuldade e alto custo do tratamento, assim como altas taxas de
mortalidade (ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2006).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo principal o estudo da
incidéncia de espécies de Candida ssp., obtidas de sitios anatémicos distintos,
de pacientes internados no HU no periodo de julho de 2004 a julho de 2007. Os
isolados foram identificados pelo emprego da metodologia de PCR, utilizando
oligonucleotideos espécie-especificos. As amostras provenientes de episddios
de candidemia foram avaliadas quanto a susceptibilidade aos antifUngicos mais
comumente utilizados na pratica clinica. Doengas subjacentes e fatores de

risco associados aos pacientes foram também avaliados.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Género Candida

O género Candida é constituido de aproximadamente 200 espécies
encontradas em diversos nichos corporais, como orofaringe, cavidade bucal,
pele, secregcdes bronquicas e vagina, coloniza individuos saudaveis em estado
comensal (TAVANTI et al., 2004; BONASSOLI et al., 2005; SHINOBU et al.,
2007; FURLANETO-MAIA et al., 2008), estando assim em equilibrio com a
microbiota normal e o sistema imune do hospedeiro. Dentre as espécies do
género, Candida albicans ocorre amplamente distribuida na natureza,
ocupando diversos habitats, sendo que as demais espécies apresentam
distribuicdo mais limitada (KREGEN-VAN RIJ, 1984; SAMARANAYKE et al.,
2001; KOGA-ITO et al., 2006).

Contudo, determinados fatores predisponentes que levam a alteragdes
do estado fisiolégico ou imune do hospedeiro, podem favorecer a mudanga do
estado comensal destas leveduras para um estado de patogenia, tornando-as
capazes de causar um amplo espectro de infecgdes. Estes quadros que variam
desde lesbes superficiais até infecgdes disseminadas em pacientes
imunocomprometidos, neutropénicos e diabéticos, além daqueles submetidos a
determinadas condi¢gdes, a exemplo de antibidtico-terapia, cirurgias
abdominais, uso de cateter e hemodialise (CARVALHO et al., 2003; PINTO,
2003; KOJIC et al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005; CHENG et al., 2005;

AQUINO et al., 2005;). Espécies de Candida sao responsaveis pela maioria
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das infecgbes fungicas em individuos hospitalizados (WROBLEWSKA et al.,
2002) e estao relacionadas a elevadas taxas de mortalidade (NAGLIK et al.,
2003; BOO et al., 2005; CHENG et al., 2005;).

Embora ainda seja relatada a maior prevaléncia de C. albicans nos
casos de infecgbes por leveduras deste género, a proporgao de diagnoésticos
de infeccdes ocasionadas por espécies nao-albicans tem aumentado, com
destaque para as espécies Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
glabrata e Candida krusei (REX e PFALLER, 2002; PFALLER e DIEKEMA,
2004; SPELLBERG et al., 2006).

Espécies pertencentes ao género Candida apresentam caracteristicas
macromorfolégicas e micromorfolégicas distintas, sendo estas, uma das bases
dos métodos classicos de identificacdo. Macroscopicamente em meio de
cultura solidificado, C. albicans apresenta colbnias umidas, cremosas, de
aspecto liso ou rugoso e coloragado branco-amarelada, C. tropicalis apresenta
colénias de tonalidade creme, sendo lisas e opacas, com bordas micelianas
apo6s incubacao prolongada, C. parapsilosis colénias de tonalidade creme,
podendo variar de elevadas a umbonadas, de opacas a brilhantes e lisas ou
sulcadas, ja C. glabrata, apresenta colbnias de tonalidade creme, sendo lisas e
opacas e as células leveduriformes geralmente sdo ovais, isoladas ou com
brotamentos e C. krusei apresenta colbnias de tonalidade creme, lisas, opacas,
com aspecto vitreo (KREGEN-VAN RIJ, 1984, SOUZA, 1990).

Microscopicamente em agar fuba, C. albicans pode formar
pseudomicélios, micélios verdadeiros e clamiddsporos, C. fropicalis evidencia
miceélio e pseudomiceélios extensos, com parede celular delgada e hialina e nas

constricbes das pseudo-hifas s&o encontrados blastoconidios de formato
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globoso a oval, de parede celular delgada, isolados em cadeias curtas e em
aglomerados, em C. parapsilosis ocorre formagdo de pseudomicélio reto
constituido de células alongadas onde ramificagdes regulares conferem ao
pseudomicélio aspecto de pinhos da floresta, com blastoconidios esféricos ou
ovais formados nas constricbes das pseudo-hifas, C. krusei revela cadeias de
células alongadas (pseudo-hifas) ramificadas com blastoconidios globosos a
ovais com parede celular delgada sao produzidas isoladamente, aos pares ou
agrupados, nas contrigdes das pseudo-hifas. Em agar fuba acrescido de Tween
80 em C. glabrata observa-se células ou blastoconidios ovais, com ou sem
brotamento ndo apresentando diferenciacdo em pseudomicélio (KREGEN-VAN
RIJ, 1984, SOUZA, 1990).

Em estado de patogenia, C. albicans e espécies nao-albicans
expressam uma série de fatores de viruléncia e estratégias especificas que
possibilitam sobrepujar as defesas do hospedeiro, colonizar e causar infec¢des
(CALDERONE e FONZI, 2001). Tais fatores de viruléncia s&do determinados
geneticamente e seletivamente expressos de acordo com o tipo, estagio e sitio
anatébmico da infecgédo, com a resposta natural do organismo, assim como 0s
fatores de predisposi¢ao do individuo. O estado fisiolégico do hospedeiro é o
primeiro fator que influencia a etiologia de infecgdes causadas por espécies do
género Candida, contribuindo para o desencadeamento de um extenso
repertério de fatores de viruléncia (CUTLER, 1991; STAIB et al., 2000;
HAYNES, 2001; 2001; FELK et al., 2002; KANTARCIOGLU e YUCEL, 2002;
NAGLIK et al., 2003; FOTEDAR e AL-HEDAITHY, 2003; ARSENIJEVIC et al.,

2004).
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2.2 Identificagado de espécies de Candida

A elevada mortalidade e morbiletalidade das infeccbes causadas por
algumas espécies e as diferengas na susceptibilidade as drogas entre as
espécies de Candida spp., faz com que os estudos de identificacdo e origem
dos isolados em infec¢gbes nosocomiais se tornem de grande importancia
(MELO et al., 1998; ERGON e GULAY, 2004).

As técnicas convencionais para a identificacdo denominada classica sao
amplamente utilizadas e permitem a identificacado de varias espécies do género
Candida sendo em contrapartida técnicas laboriosas, onde o resultado é
dependente da somatdria de varios procedimentos. Primeiramente é realizada
a andlise morfologica, onde se verifica a habilidade em formar tubos
germinativos a 37°C em soro, seguida de analise microformoldgica realizada
pelo cultivo em agar fuba, observando-se a filamentagcdo e a presenca de
clamidésporos. Em seguida sao realizados testes de assimilagao de fontes de
carbono e nitrogénio (auxanograma) e de fermentagcdo de carboidratos
(zimograma). Em alguns casos, testes bioquimicos adicionais sao realizados,
como hidrolise da uréia e resisténcia a ciclohexidina. Desde 1995 nos
laboratérios tém sido empregados sistemas automatizados ou manuais de
identificacao tais como API 20C AUX (BioMériux System), ID 32 C (BioMériux
System), Candifast (International Microbiol) e Vitek (WILLIAMS et al., 1995).
Por serem baseados em caracteres fenotipicos, todos os testes acima estéo
sujeitos a variagdes, e a maioria fornece resultados somente apos 48 h (MELO

et al., 1998).
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Ainda a cerca da identificacdo de espécies de Candida, tém sido
desenvolvidos meios de cultura diferenciais que por conter substratos
cromogénicos, reagem com enzimas secretadas pelo microrganismo alvo
produzindo colénias de diferentes coloragdes, e assim permitem a
diferenciagcado das espécies. Atualmente, dois destes meios: Candida ID agar
(BioMérieux, Marcy Etoile, France) e CHROMagar® Candida (CHROMagar,
Company lItd., Paris France) tem sido utilizados em laboratérios de micologia
para a identificacao presuntiva de Candida spp. (COOKE et al., 2002). O meio
Candida ID agar contém o substrato cromogénico indolil glicosaminidase, que é
hidrolisado por C. albicans resultando em um produto insoluvel de cor turquesa
ou azul. Ja C. tropicalis, C. lusitaniae e C. guillermondii aparecem com
coloragao rosa, e as demais espécies de Candida como colbnias de coloragao
branca. O meio CHROMagar® Candida contém o substrato B-glicosaminidase,
que quando hidrolisado por enzimas espécie-especificas, permite a
identificacdo de C. albicans (colonias de coloragdo verde), C. tropicalis
(colbnias de coloragdo azul metédlico) e C .krusei (colbnias rugosas de
coloracdo rosa) (BAUMGARTNER, FREYDIERE e GILLE, 1996;
HOSPENTAHL et al., 2006).

Apesar de amplamente empregada, a identificagao presuntiva apresenta
algumas limitagcbes como baixa sensibilidade e/ou especificidade (identificam
apenas um numero limitado de espécies) (LEHMANN, LIN e LASKER, 1992;
STEFFAN et al., 1997; ROWEN et al., 1999; AHMAD et al., 2002; BAUTISTA-
MUNOZ et al., 2003). Além disso, podem resultar em identificagdo errdnea

dependendo do tempo de cultivo (Tabela 1), dentre outros fatores.
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Mais recentemente, métodos moleculares, como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém sido utilizados para a detecgao rapida e especifica de
espécies de Candida envolvidas em processos infecciosos. Esta metodologia se
baseia na amplificacao exponencial seletiva de uma quantidade reduzida de DNA
inicial (DNA molde). A metodologia de PCR empregando-se oligonucleotideos
iniciadores espécie-especificos tem sido utilizada na identificacdo molecular de
varias espécies de Candida de importancia médica (GUIVER et al.,, 2001;
NAZZAL et al., 2005; FURLANETO-MAIA et al., 2007; JEWTUCHOWICZ et al.,
2008; YONG et al., 2008; LUQUE et al., 2009).

A técnica de PCR também tem sido empregada para a detecgdo de
espécies de Candida diretamente a partir de materiais bioldgicos, a exemplo de
sangue (ENGLEBERG e EISENSTEIN, 1992; MAIWALD et al., 1994; SULLIVAN
et al., 1996). Moreira-Oliveira et al. (2005) obtiveram 72,1% de sensitividade na
identificacdo de C. albicans em relacdo aos métodos microbiologicos da
hemocultura.

Atualmente existem varias técnicas resultantes de modificagdes da PCR
que tém sido amplamente empregadas no diagnostico microbiolédgico, dentre as
quais, a nested-PCR, multiplex PCR e PCR em tempo real.

A nested PCR, que é empregada para aumentar a quantidade de produto
amplificado final e/ou a sensibilidade, também tém sido muito util na detecg¢ao de
espécies de Candida diretamente a partir de materiais biolégicos (AHMAD et al.,
2002; KHLIF et al., 2007).

Ja a PCR multiplex € uma reacdao de amplificacdo desenhada para
detectar multiplas sequéncias-alvo numa mesma amostra. Varios autores tém

langado mao desta metodologia para a detecgdo de amostras clinicas de Candida
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(LUO E MITHELL, 2002, CARVALHO et al., 2007; LIGUORI et al., 2009),
inclusive a partir de materiais biolégicos (LI et al., 2003; CARVALHO et al., 2007;
LAU et al., 2008). Segundo Li et al. (2003), o emprego desta metodologia permitiu
a identificagao simultdnea de oito espécies diretamente de amostras de sangue.

A metodologia de PCR em tempo real vem ganhando espago nos
diagndsticos clinicos por apresentar a capacidade de gerar dados quantitativos,
ou seja, consegue realizar a avaliagdo do numero de moléculas produzidas a
cada ciclo, permitindo, portanto, a detecgdo e quantificacdo de patdgenos
simultaneamente. Espécies de Candida tém sido detectadas com sucesso pelo
emprego de PCR em tempo real, em materiais biolégicos diversos
(SELVARANGAN et al.,, 2003; ARANCIA et al., 2006; SCHABEREITER-
GURTNER et al., 2007).

Outra variante da PCR, a metodologia denominada RAPD (polimorfismo
de DNA amplificado ao acaso), também tem sido utilizada na identificacédo de
espécies bem como na genotipagem entre linhagens de uma mesma espécie ou
mesmo entre as diferentes espécies com propdsitos epidemioldgicos (LEHMANN
et al., 1992; MELO et al., 1998; JAIN et al., 2001; BAUTISTA-MUNOZ et al.,
2003; MOREIRA-OLIVEIRA et al., 2005; VALERIO et al., 2006; XAVIER et al.,
2008). Esta técnica é baseada na amplificacdo de fragmentos de DNA pelo
emprego de oligonucleotideos iniciadores pequenos (9 a 10 bases) e baixa
temperatura de anelamento (36°C). Estes oligonucleotideos hibridizam
aleatoriamente em sitios do genoma, e caso dois destes sitios estejam
localizados proximamente (poucos kilobases), entdo a sequiéncia interveniente é
amplificada e pode ser visualizada em um gel de eletroforese (ROBERT et al.,

1995).

19



Em 1992 a metodologia de RAPD foi aplicada com sucesso na
identificacado e diferenciacdo de isolados de C. albicans e espécies néo albicans
(C. lusitaniae, C. tropicalis e C. glabrata) (LEHMANN et al., 1992). Melo et al.
(1998) também aplicaram a metodologia de RAPD para a identificagédo de C.
albicans C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Estes autores
observaram perfis de RAPD distintos para isolados das diferentes espécies
analisadas.

O desenvolvimento de técnicas de genotipagem, como no caso de RAPD,
tem permitido a avaliacado de relagdes entre isolados clinicos. Perfis de RAPD sao
relativamente faceis e rapidos de se obter, ndo requerem sondas radioativas e,
uma vez que oligonucleotideos iniciadores de sequéncias arbitrarias sao
utilizados, nenhum conhecimento prévio do DNA a ser analisado é essencial.

A genotipagem por RAPD foi empregada com sucesso na diferenciagao de
linhagens de Candida spp. resistentes a azoles (XU et al., 2000; JAIN et al., 2001;
LIAN et al., 2004; CHONG et al., 2007). Xu et al. (2000) observaram uma alta
similaridade genética nas amostras resistentes ao fluconazol, ao contrario do foi
obtido por Jain et al. (2001), que encontraram similaridade genética para todas as
linhagens sensiveis de C. albicans ao antifungico fluconazol.

Além do RAPD, a genotipagem de amostras clinicas de Candida também
pode ser realizada pelo emprego da metodologia de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorfism) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). RFLP &
o polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de
DNA, e é evidenciado pela fragmentagao do DNA através do uso de enzimas de
restricio e observado por hibridizacdo destes fragmentos com sequéncias

homdlogas de DNA marcadas com radioatividade ou compostos que
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desencadeiam uma reacgao de luminescéncia (DEAK et al., 2004; FRUTOS et al.,
2004) . Para que o polimorfismo seja detectado, é necessario que as sequéncias
de nucleotideos nas fitas de DNA de dois ou mais individuos comparados sejam
distintas. Ha 25 anos os marcadores RFLP foram estudados pela primeira vez em
um experimento destinado a deteccdo de mutagdes em DNA de virus
(GRODZICKER et al., 1974) ja a analise do polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP), envolve a digestdo de DNA com enzima de
restricdo, conforme requer uma analise de RFLP. Neste caso, porém, o DNA é
digerido com dois tipos de endonucleases (corte raro e corte frequénte), gerando
fragmentos de diferentes tamanhos. Adicionam-se entdo adaptadores que
complementam as sequéncias do sitio de restricdo e oligonucleotideos
complementares aos adaptadores. A reacao de polimerase em cadeia nestas
condigdes amplifica segmentos de DNA ao acaso no genoma (ZABEAU e VOS,
1993). Ainda entre outros marcadores moleculares utilizados estdo SAMPL
(Selective Amplification of Microsatellite Polimorphic Loci ) , microsatélites,

microarranjos.

2.3 Infecgbes causadas por Candida

Em 1839, Langenbeck observou pela primeira vez a mais importante
levedura patogénica ao homem, hoje conhecida como C. albicans, em aftas
bucais de um paciente com tifo, mas somente em 1923 o género e a espécie
foram definitivamente denominados (BIRMAN, 2002). As infec¢des causadas
pelas diferentes espécies de Candida variam desde lesdes superficiais até

infecgdes invasivas, as quais sao frequentemente fatais.
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Dentre as lesdes superficiais, destacam-se as onicomicoses,
caracterizadas por infeccdes tanto de unhas das maos quanto dos pés. Nestas
infecgdes, as espécies de Candida tém mostrado ao longo dos anos mudanga no
perfil de isolamento. Daniel et al. (1998) e Brilhante et al. (2005) observaram a
prevaléncia de C. albicans seguida de outras espécies como C. tropicalis e C.
parapsilosis. No entanto, em trabalhos recentes realizados por Furlaneto-Maia et
al. (2007) e Martins et al. (2007) foi, observado que das amostras provenientes de
raspados de unha apenas 11% e 20% respectivamente eram C. albicans, sendo
o restante distribuido entre espécies nao-albicans.

As leveduras podem se comportar como patégenos primarios invadindo a
unha normal, principalmente em pacientes com candidiase mucocutanea crénica
e pacientes aidéticos. J& em pacientes imunocomprometidos, frequentemente
sdo patdgenos secundarios, invadindo a unha previamente alterada por trauma,
hiper-hidratagédo ou irritagdo por contato com substancias quimicas (DANIEL et
al., 1998).

Quanto as infecgdes de mucosas, C. albicans coloniza preferencialmente
as superficies da mucosa oral, vaginal e gastrointestinal (ELAHI et al., 2001). No
entanto, candidiase oral € a infec¢do fungica mais comum em humanos, afetando
nao somente individuos cuja saude esta debilitada, mas também pessoas sadias.
E uma infecgdo fungica oportunista freqiiente, causada por uma proliferagdo ou
infeccdo da cavidade bucal por leveduras do género Candida, observada
principalmente na primeira infancia, senescéncia e em pacientes
imunocomprometidos (LYNCH e MEMPHIS, 1994; AKPAN e MORGAN, 2002,).
Dados indicam que portadores da levedura geralmente apresentam contagem de

colbénias inferiores a 1.000 UFC/ mL, enquanto individuos com a infecgdo tendem
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a manifestar os sinais clinicos de infecgado e apresentar contagens superiores a
4.000 UFC/mL (FARAH et al., 2000).

Na mucosa vaginal, aproximadamente 75% de mulheres sadias ja
apresentaram pelo menos um episodio sintomatico provocado por Candida spp.
ao longo da vida, e destas, mais de 5% sofrem infecgdes recorrentes da doenca
(SAFDAR et al ., 2001; DE MEEUS et al., 2002; VARGAS et al., 2002; DE
REPENTIGNY et al., 2004). Dados da literatura relatam que a maioria dos casos
de vulvovaginite (80 a 90%) & ocasionada por C. albicans e em menor frequéncia
por espécies de Candida nao-albicans (C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis) (PAULITSCH et al., 2006). Consolaro et al. (2004) descreveram uma
correlagdo entre as espécies de Candida e sintomas em pacientes com
candidiase vulvovaginal (CVV) na cidade de Maringa-PR. Segundo este estudo,
dentre as culturas positivas para leveduras ocorreu predominio de C. albicans,
tanto em pacientes com CVV quanto em pacientes com CVV recorrente (CVVR).
Nesse mesmo conceito, Ferraza et al. (2005) demonstraram a distribuicdo das
leveduras isoladas de secregcdo vaginal em mulheres sintomaticas e
assintomaticas em duas cidades da regido Sul, havendo prevaléncia de C.
albicans nas duas populacdoes. Apesar da prevaléncia de C. albicans nesse
estudo, das 25 mulheres sintomaticas, 16% estavam infectadas por C. glabrata,
que é uma importante espécie entre as denominadas Candida nao-albicans, que

vem emergindo como patogeno.
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2.3.1 Candida e infecgdes no ambiente hospitalar

A relevancia das infecgbes por Candida em ambiente hospitalar passou a
ganhar importancia a partir da década de 80, associadas principalmente ao
surgimento da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana) e a realizagao de
transplantes e também dos avangos da tecnologia cientifica médica e do melhor
conhecimento dos mecanismos desencadeadores de doengas, propiciando uma
sobrevivéncia maior ao homem. Entre as infecgbes do género Candida mais
comumente relacionadas ao ambiente hospitalar estdo a candiduria e a
candidemia.

O termo candiduria refere-se a infeccdo wurinaria, mas néo
necessariamente sintomatica. Trata-se de um evento muito frequente entre
pacientes expostos a determinados fatores de risco, sendo que 20 a 50% de
pacientes hospitalizados podem apresentar candiduria ao longo de sua
internacdo, particularmente em unidades de terapia intensiva (UTI) (FEBRE et al.,
1999; SAINT e LIPSKY, 1999, NUCCI, 2000; MERLE et al., 2002).
Aproximadamente 80% das infecgbes nosocomiais do trato urinario estédo
associadas com o uso de cateteres urinarios ou algum outro tipo de dispositivo de
drenagem (SALKIN e SAID, 1993; MULHALL et al., 1988). Outros fatores de risco
incluem: colonizagdo genital por Candida, diabetes mellitus, longo periodo de
internacao, cancer, imunossupressao, uso de antibidticos, idade avancada e sexo
feminino (SOBEL, 1999; KAUFFMAN et al., 2000; NUCCI, 2000).

Aproximadamente 50% dos pacientes com candiduria sao
simultaneamente colonizados em outros sitios anatémicos (SELLAMI et al.,

2006). Além disso, candiduria esta correlacionada com alta colonizagdo (> 10*
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UFC/ml de urina) e indice de colonizagédo (CI) > 0,5 (revisado por TOYA et al.,
2007).

Entre as infecgbes invasivas causadas por espécies de Candida, cabe
ressaltar a relevancia clinica dos casos de infecgdo da corrente sanguinea,
conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica. Este termo engloba
um espectro amplo de situagdes clinicas, incluindo desde episddios isolados até
casos onde o fungo dissemina-se para os 6rgaos do hospedeiro infectado,
resultando na formagao de microabcessos, lesdes cutdneas embdlicas, abcessos
renais e hepatoespléncios, endocardite, meningite, artrite, osteomelite e outros
(COLOMBO e GUIMARAES, 2003).

Nas ultimas duas décadas, espécies de Candida tém sido a quarta causa
mais comum de infec¢gdes hematogénicas adquiridas nos hospitais dos Estados
Unidos (EDMOND et al., 1999), e a terceira causa mais comum de fungemia nas
unidades de terapia intensiva, estando associadas com alta taxa de mortalidade
(WISPLINGHOFF et al., 2004).

No Brasil, estudos relacionados a episddios de candidemia ainda sao
escassos e limitados a algumas regides (MATSUMOTO et al., 2001; COLOMBO
et al., 2003, 2006; ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al., 2005; RUIZ et al., 2005;
MEDRANO et al., 2006; PASSOS et al., 2007; CHANG et al., 2008). Colombo et
al. (2006) descreveram indices de 2,49 casos de candidemia a cada 1000
admissodes e 0,37 episddios por dia a cada 1000 pacientes em um estudo feito 11
hospitais terciarios em 09 cidades do Brasil. No geral, a ordem das cinco
espécies mais isoladas tem sido C. albicans seguido de C. parapsilosis, C.

tropicalis, C. glabrata e C. krusei.
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2.4 Epidemiologia

O numero de individuos predispostos a sofrer infeccdes por espécies do
género Candida tem aumentado significativamente nas ultimas décadas, seja
pela emergéncia de doengas que causam diretamente ou indiretamente
imunossupressdo, ou por outros fatores predisponentes que desencadeiam
desequilibrios fisiolégicos favoraveis a proliferagdo deste fungo (PFALLER et al.,
2005; PFALLER et al., 2006).

Do mesmo modo, o emprego crescente de técnicas invasivas e do uso
cada vez mais comum de terapias agressivas utilizadas nas unidades de terapia
intensiva, conduziram a um maior numero de sobrevida dos individuos, mas
igualmente contribuiram para um aumento no numero de pessoas vulneraveis a
ocorréncia de infecgdes fungicas (RICHARDSON, 2005).

Quando da emergéncia de candidiases, C. albicans, representava indices
superiores a 80% do total de isolados, sendo que todas as demais espécies eram
designadas como Candida nao-albicans (BANERJEE et al., 1991; BECK-SAGUE
et al., 1993; DEBUSK et al., 1994).

Porém, o desenvolvimento de novas metodologias de identificacédo e
diagnostico microbiolégico e a emergéncia de infecgbes causadas pelas demais
espécies do género Candida, tem revelado mudanga nesse perfil. Diversos
estudos apontam uma mudancga significativa na epidemiologia das infecg¢des
provocadas por Candida spp. nas ultimas décadas, demonstrando uma maior
diversificacdo de espécies. Aproximadamente metade dos casos relatados de
candidemia tem sido relacionada a espécies de Candida n&o-albicans (HAYNES,

2001; KCRMERY e BARNES, 2002; CAPOOR et al., 2005; CHENG et al., 2005;
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HACHEM et al., 2008). Quando consideradas as espécies individualmente, em
alguns casos, observa-se igualdade dos indices de isolamento e até mesmo a
prevaléncia de espécies de Candida nao-albicans (SANDVEN et al., 2000;
HAZEN et al., 2003; PFALLER et al., 2005; PFALLER et al., 2006; SANDVEN et
al., 2006; FURLANETO-MAIA et al., 2007).

Mais de 17 diferentes espécies de Candida tém sido relatadas como
agente etiologico de infecgdes em humanos (HAZEN, 1995; PFALLER e
DIEKEMA, 2004), sendo que mais de 90% das infecgbes invasivas sao causadas
por cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
krusei (REX e PFALLER, 2002; PFALLER e DIEKEMA, 2004; SPELLBERG et al.,
2006).

Em paises como os Estados Unidos, Suica e Reino Unido tém-se
observado um aumento notavel na frequiéncia de isolamento de C. glabrata. Ja na
América Latina e em demais regides européias, as espécies C. parapsilosis e C.

tropicalis tém sido as mais frequentemente isoladas apés C. albicans (Tabela 1).

Tabela 2. Distribuicao global de Candida spp. associada a fungemias®*.

N° of Candida Candida Candida Candida  Candida Candida

Pacientes albicans glabrata  parapsilosis  tropicalis krusei spp.
EUA/Canada 71 35 (49%) 13 (18%) 08 (11%) 10 (14%) 01 (1%) 04 (6%)
América Latina 73 27 (37%) 02 (3%) 22 (30%) 18 (25%) 01 (1%) 03 (4%)
Europa/RdUssia 51 25 (49%) 04 (08%) 09 (18%) 04 (8%) 03 (6%) 06 (12%)
Asia/Australia 15 08 (53%) 04 (27%) 01 (7%) 02 (14%) 00 (0%) 00 (0%)
Total 210 95 (45%) 23 (11%) 40 (19%) 34 (16%) 05(2%) 13 (6%)

* Fonte: COLOMBO et al. (2003).

27



Em um estudo realizado por Oliveira et al. (2001), as espécies de Candida
nao-albicans foram os principais agentes de candiduria, sendo considerados
patdégenos emergentes no trato urinario em pacientes gravemente enfermos.
Neste estudo, espécies nao-albicans corresponderam a 64% dos isolados,
destacando-se C. tropicalis que foi identificada em 53 de 101 isolados. A
investigacao sobre candiduria em outros 53 pacientes, porém referente ao ano de
1993, mostrou predominio de C. albicans (68%) seguida de C. tropicalis (17%). A
mudanga da espécie predominante em um periodo de cinco anos reflete uma
tendéncia em ambientes hospitalares (OLIVEIRA et al., 2001).

No Brasil, a maioria dos estudos relativos a candidiases esta concentrada
em candidemias que tem se tornado um problema crescente. Um estudo,
realizado em seis hospitais terciarios dos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo,
envolvendo 145 episddios de candidemia, revelou que as espécies mais
frequentemente isoladas foram C. albicans (37%), C. parapsilosis (25%), C.
tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C. glabrata (4%) (COLOMBO et al., 2003).
Outro estudo realizado em hospitais de nove cidades das regides sul, sudeste e
regido central do Brasil, envolvendo 712 episédios de candidemia, demonstraram
que as espécies mais isoladas foram C. albicans 291 (40.9%), C. tropicalis 149
(20.9%), C. parapsilosis 146 (20.5%), C. pelliculosa 44 (6.2%) e C. glabrata 35
(4.9%) (COLOMBO et al., 2006).

C. tropicalis apresenta consideravel potencial bioldgico como agente
oportunista quando o hospedeiro encontra-se neutropénico, quando ha
supressao da microbiota bacteriana pelo uso de antimicrobianos ou danos na

mucosa. Em estudos de candidemia, C. tropicalis tém sido a mais
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frequentemente isolada dentre as nao-albicans em algumas regides brasileiras
(sudeste e sul) (COLOMBO et al., 2003, 2006). Ja C. parapsilosis é responsavel
principalmente por candidemias em criangas e recém-nascidos prematuros,
chegando a 50% de prevaléncia (LEVY, 1998).

C. krusei tem-se mostrado como um patdégeno hospitalar ocasional,
particularmente, em pacientes portadores de doengas hematolégicas malignas
(IWEN et al., 1995). Fungemia causada por C. krusei € extremamente raro em
UTIl e em pacientes transplantados. Mundz et al. (2005) descreveram 02 casos
em pacientes transplantados, 03 episddios em pacientes HIV positivos e 01
episédio de um bebé com diarréia massiva e intolerancia a lactose que foi
excepcional. Crescimento fungico tem sido relatado para diarréia, principalmente
em criangas e lesdes na mucosa intestinal pode ser a origem da fungemia
(TALWAR et al., 1990; PONNUVEL et al., 1996).

C. krusei tem sido ainda, detectada nas maos dos profissionais da saude
(potencial reservatério de transmissdo nosocomial), mas isso nao evidencia
disseminagao nosocomial (PFALLER et al., 1998; HOPE et al., 2002). C. glabrata
surge como um importante patégeno hospitalar, sendo mais prevalente em

pacientes idosos (DIEKEMA, et al., 2002).

2.5 Fatores de risco

Sao multiplos os fatores de risco associados a candidiases,

particularmente nos casos de infecgdes invasivas, a exemplo das candidemias.

Dentre estes, destaca-se a exposicdo a agentes antimicrobianos de amplo-

espectro, quimioterapia contra o cancer, colonizagdo da mucosa por Candida
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spp., presengca de cateter vascular (especialmente cateter venoso central),
nutricdo parenteral, neutropenia, cirurgia gastrintestinal, deficiéncia renal e
hemodialise (DIEKEMA e PFALLER, 2004; PUZNIAK et al., 2004; PAPHITOU et
al., 2005).

Até a década de 90, o risco aumentado de candidemia relacionava-se a
pacientes com cancer e neutropénicos (PRENTICE et al., 2000), entretanto, o
foco tem mudado nos ultimos anos para os pacientes hospitalizados em UTI, e
em especial aqueles em UTI cirdrgica (UTIC). Entre estes pacientes, o mais
importante fator para a ocorréncia de candidiase € o tempo prolongado de
permanéncia nestas unidades (OSTROSKY-ZEICHNER e PAPPAS, 2006).

A maioria dos fatores de risco apontados representa intervengdes comuns
ou procedimentos de UTI, e que quando considerados individualmente, sdo de
pouca ajuda na determinagdo do risco para o estabelecimento da candidiase
(MUNOZ et al, 2000; OSTROSKY-ZEICHNER, 2004). Sabe-se ainda que
determinados individuos sejam mais susceptiveis a fatores de risco devido a
condigdes subjacentes, tais como, pacientes com cancer hematolégico ou
neutropenia, aqueles que sofreram cirurgia gastrintestinal, as criangas
prematuras e pacientes com idade acima de 70 anos (BLUMBERG et al., 2001;
ANTONIADOU et al., 2003; HAJJEH et al., 2004;). Além disso, a hospitalizagcao
em UTI propicia a transmissdo de Candida, tornando-se um fator de risco
adicional e independente (WENZEL e GENNINGS, 2005). Algumas
caracteristicas relacionadas a episodios de candidemia no Brasil sdo apontadas

na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas de 712 episddios de candidemia em onze hospitais

brasileiros.
Caracteristicas N°.
Idade média (anos) 41 (0-96)
Sexo Masculino/Feminino 56%/44%

Duracao média (dias) de hospitalizagéo prévia a

20 (0-385)
candidemia
Pacientes na UTI 317 (44%)
Cancer 195 (27%)
Cirurgia prévia 281 (39%)
Mortalidade 383 (54%)

* Fonte: COLOMBO et al., (2006)

No caso de episddios de candiduria, Araujo et al. (2005) relataram que os
principais fatores de risco predisponentes compreenderam terapia antimicrobiana
(100%) e uso de sonda vesical (92,6%). Neste estudo, ainda foi verificado que a
presenca de Candida na urina € maior no sexo feminino e que a grande maioria

dos pacientes (80,9%) apresentava trés procedimentos invasivos simultéaneos.
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2.6 Susceptibilidade aos antifungicos

Em decorréncia das caracteristicas inerentes aos organismos eucariotos,
as drogas antifungicas detém, em sua maioria, baixa toxicidade seletiva. Isto
ocasiona uma consideravel reducdo do arsenal terapéutico antifungico, e
compromete ainda mais a situacao debilitante apresentada pelos pacientes com
infecgdes fungicas. A eficacia da terapéutica antifungica depende diretamente da
precocidade do diagndstico, assim como do estado imunoldgico do paciente.
Portanto, pacientes imunocomprometidos podem nao responder satisfatoriamente
ao tratamento independentemente das propriedades do antifungico utilizado. Do
mesmo modo, dadas as dificuldades diagndsticas ja mencionadas, muitas vezes
a introducao terapéutica especifica ocorre tardiamente, contribuindo para os altos
indices de mortalidade observados em infec¢gdées fungicas invasivas (COSTA,
1999; PINTO, 2003).

Além das espécies de Candida apresentarem caracteristicas
epidemioldgicas particulares, outro fator importante que incentiva a identificagéo
ao nivel de espécie € a variagdo que ocorre quanto a susceptibilidade aos
antifungicos mais comumente utilizados na clinica.

Os antifungicos derivados de azoles incluem os imidazoles (miconazol e
cetoconazol) e triazoles (fluconazol, itraconazol e voriconazol). Estes compostos
sdo menos toxicos do que a maioria dos antifungicos polienos e atuam por
inibicdo da biossintese de ergosterol, o principal esterol da membrana fangica. O
voriconazol € um agente triazolico que atua sinergicamente na poténcia e agao

do fluconazol pela introdugdo de um grupo o metila na estrutura principal da
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propila, levando a resultados promissores no controle de isolados de Candida
inicialmente resistentes aos azodlicos (LEE et al., 2005).

No final dos anos 1950, a anfotericina B ja era utilizada em alguns casos
clinicos e em 1965 foi o primeiro agente antifungico a ser aprovado pela U.S.
Food and Drug Administration (FDA) (WU, 1994; DISMUKES, 2000). O polieno
anfotericina B exerce sua atividade ao se ligar aos ergosteréis na membrana
celular fungica, comprometendo a integridade de membrana e ocasionando a
morte celular (LEE et al., 2005). As reacbes adversas agudas a anfotericina B tais
como febre, calafrios, tremores, nausea, vOmitos e dor de cabega ocorrem
freqlientemente e estdo principalmente relacionadas a infusdo (SCHOFFSKI et
al., 1998; NUCCI et al., 1999; WALSH et al., 1999; MORA-DUARTE et al., 2002).
Alteracdes cardiovasculares como hipotensio, hipertensdo e arritmia cardiaca
foram observados com menor frequéncia (WALSH et al., 1999; MORA-DUARTE
et al., 2002). Hipocalemia, hipernatremia, diurese aumentada, (GERBAUD et al.,
2003), hipomagnesemia, disfungdo renal e efeitos toxicos sobre a medula éssea
(anemia, leucopenia e trombocitopenia) estavam associados com administragdes
repetidas (SCHOFFSKI et al., 1998). O tratamento com anfotericina B quase
sempre resulta em algum grau de disfungéo renal, que varia em gravidade de um
paciente para outro, sendo claramente uma funcdo da dose total (MORA-
DUARTE et al., 2002). Os principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento
da resisténcia as drogas poliénicas compreendem a diminui¢do ou auséncia de
esterdis de membrana ou formacao de ergosterol, e 0 aumento da atividade da
enzima catalase na célula fungica, impedindo a formacado de radicais livres
responsaveis pela formacao de “poros” na membrana fungica. O uso de drogas

distintas também pode contribuir para alterar a fisiologia dos fungos,
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selecionando aqueles resistentes aos farmacos poliénicos (BRAJTBURG et al.,
1990).

Classicamente o termo resisténcia de um microrganismo é descrito como a
persisténcia ou progressdo de uma infec¢do no hospedeiro, mesmo que a
concentragdo da droga no sitio da infecgdo seja maxima (PERFECT e COX,
1999). A eficacia da resposta clinica ao tratamento depende ndo somente da
sensibilidade do agente infeccioso, mas também de fatores do hospedeiro, como
sitio de infecgdo, resposta imunoldgica, capacidade de viruléncia do isolado,
presenga de corpo estranho no local da infeccdo e farmacocinética da droga
(WHITE et al., 1998; PERFECT e COX, 1999).

A resposta in vitro em leveduras pode ser descrita como primaria quando
uma cepa € resistente previamente a sua exposicao ao farmaco. Resisténcia
intrinseca demonstra-se quando todos os membros da espécie sao resistentes a
certa droga ou classe de agente antifungico, podendo ser exemplificado pela
resisténcia intrinseca de C. krusei ao fluconazol. Resisténcia secundaria ou
adquirida se desenvolve em resposta a prévia exposi¢ao a uma droga (PERFECT
e COX, 1999; WHITE et al., 1998). Estudos que abordam a sensibilidade das
espécies de Candida aos principais antifungicos demonstram que C. glabrata,
seguida por C. krusei e C. tropicalis, sao as espécies menos susceptiveis e
apresentam uma maior propensado a resisténcia, particularmente quanto aos
azoélicos (fluconazol e itraconazol). Estas analises revelaram que a sensibilidade
aos antifungicos pode variar com a espécie de Candida considerada, com a
regido demografica, assim como caracteristicas da populagdo estudada
(SANGLARD et al., 2003; PFALLER et al., 2005; SANGUINETTI et al., 2005;

PFALLER et al.,, 2006). Estudos realizados em hospitais brasileiros revelaram
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baixa frequéncia de amostras clinicas de Candida ssp. resistentes a antifungicos

(COLOMBO et al., 2003; PASSOS et al. 2007).
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PARTE |

FREQUENCIA DE ESPECIES DE Candida spp. NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO (HU) - LONDRINA: IDENTIFICACAO MOLECULAR E

DISTRIBUIGAO EM RELAGAO AO SiTIO DE ISOLAMENTO

1. Introdugao

Leveduras do género Candida estdao freqlientemente presentes em
humanos na forma comensal, compondo a microbiota normal da pele e de
membranas mucosas (WROBLEWSKA et al., 2002; SCHOFIELD et al., 2003).
Contudo, estas leveduras podem causar um amplo espectro de doencas, desde
infeccbes superficiais de mucosas até infec¢gdes sanglineas disseminadas,
afetando principalmente pacientes imunocomprometidos (SCHOFIELD et al.,
2003; ALMIRANTE et al., 2005; AQUINO et al., 2005).

A emergéncia destes organismos como patdgenos significativos tem
importantes implicagdes, pois geram altos indices de morbidade, longos periodos
de permanéncia em hospitais, dificuldade e alto custo do tratamento, assim como
altas taxas de mortalidade (BIRMAN, 2002).

Estudos epidemioldgicos relativos as candidiases, em diversas partes do
mundo tém revelado um aumento significativo na incidéncia de espécies de
Candida nao-albicans (PFALLER et al., 1996; DIEKEMA et al., 2002;
ALMIRANTE et al.,, 2005). Considerando os diferentes sitios anatdémicos de
isolamento, C. albicans tem sido o patégeno mais comumente encontrado em

candidiases cutaneas e de orofaringe (REX et al., 2000). Quanto as infecgdes
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superficiais, em 1998 Daniel et al. descreveram que C. albicans foi a espécie
predominante em infecgdes de unha. No entanto, em trabalho recente, Furlaneto-
Maia et al. (2007) demonstraram que 89% das amostras provenientes de raspado
de unha corresponderam a espécies nao-albicans, com predominancia de C.
glabrata (29%).

Quanto as infecgdes do trato urinario, segundo alguns autores, Candida
spp. sao responsaveis por até 30% dos casos em pacientes internados em UTI
(FEBRE et al., 1999; LUNDSTROM e SOBEL, 2001). Oliveira et al. (2001)
descreveram predominancia de espécies nao-albicans (64%), sendo estas
consideradas patdégenos emergentes do trato urinario em pacientes gravemente
enfermos. Neste estudo, de um total de 101 isolados obtidos, 53 eram C.
tropicalis. Segundo estes autores, ainda sado escassos dados relativos a
frequéncia, caracteristicas e implicagdes da candiduria em pacientes brasileiros.

Apesar da importancia crescente que as candidiases vém assumindo no
interior dos hospitais, no Brasil os estudos relativos a incidéncia de Candida spp.
ainda sédo escassos (AQUINO et al.,, 2005; COLOMBO et al.,, 2003, 2006;
PASSOS et al., 2007; FURLANETO-MAIA et al., 2007). A maioria dos estudos
concentra-se em casos de infec¢gdo da corrente sanguinea (candidemia), que tem
se tornado um problema crescente em quase todas as regides demograficas. Em
estudo realizado em seis hospitais terciarios dos estados do Rio de Janeiro e Séao
Paulo, envolvendo 145 episddios de candidemia, foi observado que as espécies
mais frequentemente isoladas foram C. albicans (37%), C. parapsilosis (25%), C.
tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C. glabrata (4%) (COLOMBO et al., 2003).

Dados semelhantes foram observados em estudo mais recente, realizado em
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hospitais de nove cidades das regides sudeste, sul e regido central do Brasil,
envolvendo 712 episddios de candidemia (COLOMBO et al., 2006).

A existéncia de diferencas espécie-especificas quanto a susceptibilidade
aos diferentes antifungicos, e a elevada mortalidade e morbiletalidae das
infeccbes causadas por algumas espécies de Candida nao-albicans, fazem com
que a identificacdo ao nivel de espécie e a origem dos isolados, em infec¢des
nosocomiais, sejam de grande importancia na monitoragao das taxas de infecgao
hospitalar bem como na identificacdo precoce de surtos (ERGON e GULAY,
2004; MELO et al., 1998).

Os métodos denominados classicos de identificacdo de leveduras,
baseados em assimilacdo de acgucares, reagdes de fermentagdo e morfologia
(WILLIAMS et al., 1995), embora sejam eficientes na maioria dos casos, sao
laboriosos e requerem longo tempo de analise (LEHMANN et al., 1992; STEFFAN
et al., 1997; ROWEN et al., 1999; AHMAD et al., 2002; BAUTISTA-MUNOZ et al.,
2003). A identificagcdo presuntiva, que se baseia no emprego de meios
diferenciais, contendo substratos cromogénicos, também tém sido amplamente
empregada, embora apresente algumas limitagbes, como identificagdo de um
numero limitado de espécies (ARAUJO et al., 2005; COOKE et al., 2005).

Métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e
algumas de suas variagdes, a exemplo de nested-PCR e PCR multiplex, tém sido
desenvolvidos para a deteccao rapida e especifica de espécies de Candida
envolvidas em processos infecciosos. Varios sdo os exemplos do emprego
destas metodologias e oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos
(GUIVER et al., 2001; AHMAD et al., 2002; LUO e MITHELL, 2002; LI et al., 2003;

NAZZAL et al.,, 2005; FURLANETO-MAIA et al.,, 2007; KHLIF et al., 2007;
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CARVALHO et al., 2007; JEWTUCHOWICZ et al., 2008; YONG et al., 2008; LAU
et al.,, 2008; LUQUE et al., 2009; LIGUORI et al., 2009). Outros métodos, a
exemplo de RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) (BAUTISTA-MUNOZ et
al., 2003) e RFLP (restriction fragment length polymorphism) (CIRAK et al., 2003)
também tém sido aplicados com sucesso na identificagdo de espécies de
Candida.

Embora o Hospital Universitario de Londrina (HU) seja um dos principais
hospitais publicos de grande porte na regiao norte do Parana, sendo um centro
de referéncia regional para o SUS, até o momento nenhum estudo havia sido
conduzido com referéncia a avaliacdo da frequéncia de espécies de Candida no
HU.

Considerando o exposto, torna-se de fundamental importancia o emprego
de metodologias rapidas e confiaveis de identificacdo de amostras clinicas de
Candida, bem como o conhecimento relativo a frequéncia e distribuicdo das
espécies em pacientes atendidos no HU. Estes aspectos podem auxiliar em
praticas de rotina microbiologica clinica na adogdo de medidas profilaticas e

terapéuticas eficientes.

1.10bjetivos

O presente trabalho teve por objetivos:

- avaliacdao da frequéncia e distribuicdo das espécies em relagdo aos sitios

anatémicos de isolamento;
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- identificacdo, por método molecular, de amostras clinicas de Candida spp.
isoladas de pacientes do HU;
- levantamento de caracteristicas relacionadas aos pacientes quanto a sexo,

idade e unidade de internacao.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material biolégico

Neste estudo foram isoladas 270 amostras clinicas de Candida spp.,
obtidas de pacientes atendidos no HU, localizado na cidade de Londrina -
PR/Brasil, no periodo de julho de 2004 a julho de 2007. Quanto aos sitios
anatbmicos de isolamento, as amostras foram obtidas de sangue, urina, lesdes
superficiais (lesées em geral e raspados de unha) e mucosas (cavidade oral,
nasal, ouvido, vaginal e secregao traqueal). Ainda, a cerca dos pacientes, foram
obtidos dados quanto ao sexo, idade e unidade de internacdo, fornecidos pelo

HU.

2.2 Identificagado presuntiva das amostras

A identificacdo presuntiva das amostras foi realizada empregando-se o
meio de cultivo cromogénico diferencial CHROMagar® Candida (CHROMagar,
Company Ltd., Paris France) (BERNAL et al., 1996; COOKE et al., 2002),
conforme instrugcado do fabricante. Neste meio, apds 48 horas de incubagao a

37°C, C. albicans originou colénias de coloragcéo verde, C. tropicalis colbnias
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azuis metalico, C. krusei colbnias rosa rugosa e as colénias de coloragédo branca

a violeta foram classificadas como Candida sp.

2.2.1 Identificagdo das amostras de Candida dubliniensis

Na identificagdo presuntiva, uma das amostras apresentou coloracao
verde escura e nao foi possivel identificar esta molecularmente. Este isolado foi
entdo submetido a técnica descrita por Zia et al. (2004), permitindo assim sua
identificacdo. Essa técnica se baseia no emprego do meio denominado tabaco
agar. Para tal, 50g de tabaco (cigarro Malboro) foi adicionado a um 1 L de agua
destilada. A mistura foi fervida por 30 minutos e filtrada em camadas de gaze. Ao
filtrado foi acrescido 20g de agar e o volume foi ajustado para 1 L. O pH do meio
foi ajustado para 5,4 e em seguida autoclavado a 121°C por 15 minutos. O
in6culo foi feito de modo a obterem-se colbnias isoladas, e a placa incubada a
28°C por 96 horas, até a observacdo de coldnias caracteristicas: Candida
dubliniensis com coloragdo marrom-amarelada rugosa e presenga de hifas

periféricas.

2.3 Identificagdao molecular

A identificacdo molecular das espécies de Candida foi realizada pelo
emprego da técnica de PCR. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados sao
espécie-especificos e foram desenhados com base nas regides ITS (Internal
transcribed spacer) 1 e 2 do gene rRNA (acido ribonucléico ribossémico) (LI et al.,

2003) (Tabela 1).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na identificagédo de Candida

spp.
Espécie Sequéncia (5'-3") Tamanho do
amplicon (pb)
Candida albicans (CA) TCAACT TGT CACACCAGATTATT 402
Candida tropicalis (CT) AAG AAT TTAACG TGG AAACTTA 149
Candida parapsilosis (CP) GGC GGA GTA TAA ACT AAT GGATAG 126
Candida glabrata (CGL) CAC GACTCGACACTTTCT AATT 632
Candida krusei (CK) GAT TTAGTACTACAC TGC GTG A 475

(ITS4) (oligonucleotideo

universal reverso)

TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

* pb: pares de bases

2.3.1PCR

O DNA utilizado nas reagdes de PCR foi obtido diretamente a partir de

células de coldnias isoladas em meio Saboraud agar dextrose (Difco). Com a

ajuda de uma ponteira esterilizada, uma pequena quantidade de células foi

colocada no tubo de reagao.

Na reagcdo de amplificagdo foram utilizados para cada amostra 0,5uL do

oligonucleotideo iniciador  (20pmol/uL) espécie-especifico,

oligonocleotideo iniciador ITS4 (20pmol/uL) (Tabela 1),

0,5uL do

0,8uL de

desoxinucleotideos 2,5uM (dATP, dCTP, d TTP e dGTP) (Invitrogen), 0,2uL de
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Taq polimerase 5U/uL (Invitrogen) juntamente com 2uL do tampao (10x) e 0,6uL
de cloreto de magnésio MgCL, 50mM/mL, completando-se um volume final de
20uL de reagdo com agua bidestilada.

Todas as amplificagbes foram realizadas em termociclador (Eppendorf,
Mastercycle gradiente). O ciclo inicial de amplificagdo foi de 5 minutos a 96°C,
seguido de 34 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, ao final dos 34 ciclos houve mais 5 minutos a temperatura de 72°C para
assim encerrar a reagao.

A visualizagdo dos produtos de amplificacdo foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose (1.4%). Apos a corrida eletroforética, o gel foi
corado com brometo de etideo, observado sob luz ultravioleta e as imagens dos
géis foram capturadas empregando o sistema Digi-Doc (Amersham-Pharmacia).
O resultado foi positivo considerando a ocorréncia de um unico amplicon de

tamanho predito para cada espécie (Tabela 1).

3. Resultados e Discussao

Durante o periodo de estudo foi obtido um total de 270 amostras clinicas
de Candida spp. de pacientes do HU. Estas amostras foram obtidas de urina
(n=156), sangue (n=40), mucosas (n=54) e lesdes superficiais (n=20) (Tabela 2).

A identificacdo presuntiva das amostras foi realizada empregando-se o
meio CHROMagar® Candida que permite, segundo o fabricante, a identificacao
de trés espécies: C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. Neste estudo foi também

possivel diferenciar colénias de C. glabrata (colénias de coloragéo violeta escuro
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com bordas esbranquigcadas), como descrito por alguns autores (PFALLER et al.,
1996; HOSPENTHAL et al., 2002).

Para estas espécies, os dados obtidos na identificagdo presuntiva foram
100% concordantes com a identificagdo molecular. Resultados semelhantes
quanto a concordancia entre identificagcao presuntiva e molecular de C. albicans,
C. tropicalis e C. krusei foram obtidos por Furlaneto-Maia et al. (2007, 2008). No
entanto, a identificagdo presuntiva pelo emprego de CHROMagar® Candida tem
apresentado limitagdes. Araujo et al. (2005) relatou discordancia na identificagéo
de C. tropicalis empregando-se este meio e métodos convencionais. Além disso,
alguns autores tém ainda relatado a ocorréncia de identificagdo errbnea quando
do emprego do meio CHROMagar® Candida (WILLINGER et al., 2001; SAUNTE
et al., 2005; SIVAKUMAR et al., 2008), com ocorréncia de col6nias de coloragdes
atipicas, inclusive para amostras de C. albicans.

No presente trabalho, o emprego de PCR e oligonucleotideos espécie-
especifico (5-GGCGGAGTATAAACTAATGGATAG-3’) permitiu ainda a
identificacdo de amostras de C. parapsilosis, 0 que nao havia sido possivel pelo
emprego de CHROMagar® Candida. Somado a isto, a identificagdo molecular foi
otimizada possibilitando a analise direta a partir de células advindas de colbénias
crescidas em meio Saboraud, sem necessidade prévia de extracdo de DNA
gendmico, aumentando a praticidade e a rapidez na identificagcdo. Isso péde ser
confirmado em teste realizado comparando-se a identificagdo molecular feita
diretamente da col6nia com o DNA extraido das espécies a serem identificadas

(Figura 1).
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Figura 01. Teste dos oligonucleotideos. M — Marcador 1Kb, 1- C. albicans DNA, 2
- C. albicans colbnia, 3 - C. tropicalis DNA, 4 - C. tropicalis colénia, 5 - C. glabrata
DNA, 6 - C. glabrata colbnia, 7 - C. parapsilosis DNA, 8 - C. parapsilosis colbnia,

9 - C. krusei DNA, 10 - C. krusei colbnia.

Do total das amostras analisadas, C. albicans correspondeu a 37,4%,
sendo e a maioria dos isolados corresponderam a espécies de Candida nao-
albicans. Deste total, 05 amostras (1,85%) nao foram identificadas ao nivel de
espécie (Tabela 2). Empregando-se o meio diferencial agar - tabaco foi possivel
identificar 01 amostra de C. dubliniensis.

Quando da emergéncia de candidiases, a espécie C. albicans,
representava indices superiores a 80% do total de isolados, sendo as demais
espécies designadas como Candida nao-albicans (BANERJEE et al.,, 1991;
BECK-SAGUE et al., 1993; DEBUSK et al., 1994). Porém, o desenvolvimento de
metodologias de identificagdo e diagndstico microbiolégico e a emergéncia de

infeccbes causadas pelas demais espécies do género Candida, tem revelado
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mudanga nesse perfil. Mais de 17 diferentes espécies de Candida tem sido
relatada como agente etiolégico de infecgdes em humanos (HAZEN, 1995;
PFALLER e DIEKEMA, 2004). Entretanto mais de 90% das infec¢bes invasivas
sdo atribuidas a cinco espécies, sendo estas, C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis C. tropicalis e C. krusei (PFALLER e DIEKEMA, 2004; REX e
PFALLER, 2002; SPELLBERG et al., 2006).

Nossos dados demonstraram que a frequéncia de ocorréncia das
diferentes espécies variou com o sitio anatdmico de isolamento. Nas amostras de
urina a maior frequéncia foi de C. albicans (46%), seguida de C. tropicalis (35%)
que prevaleceu entre as espécies de Candida nao-albicans, ja em amostras de
sangue C. tropicalis ocorreu em maior frequéncia (32,5%) seguido de C. albicans
(25%) e C. parapsilosis (22,5%). Em amostras isoladas de mucosas a espécie
prevalente foi C. parapsilosis (52%) seguida de C. albicans. Ja em amostras
obtidas de lesdes superficiais C. parapsilosis foi a espécie predominantemente
isolada (45%) seguida de C. ftropicalis (30%). C. krusei foi observada em
amostras de sangue (5%) e urina (1,4%) com uma frequéncia de 1,5% do numero
total de amostras (Tabela 2). C. krusei presente na urina mesmo que com baixa
frequéncia € um dado bem relevante j4 que essa espécie € normalmente
encontrada causando infecgdes sistémicas em paciente com doengas malignas
(IWEN et al., 1995).

Em estudo realizado com amostras clinicas de um laboratorio particular de
Analises Clinicas de Londrina, foi também possivel evidenciar que a prevaléncia
de espécies de Candida depende do sitio anatbmico de isolamento

(FURLANETO-MAIA et al., 2007). Segundo estes autores, em amostras obtidas
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de raspado de pele e unha, também houve predominio de espécies de Candida
nao-albicans, particularmente C. krusei e C. glabrata.

Ja em trabalho realizado por Crocco et al. (2004) na Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo, no periodo de 1999 a 2001, observou-se prevaléncia
de C. albicans (76%) entre as amostras provenientes de lesdes superficiais. Além
disso, estes autores relataram prevaléncia de C. krusei (20%) dentre as nao-
albicans isoladas destas lesoes.

No presente estudo, quanto as amostras isoladas de mucosas, foi
observada maior prevaléncia de C. parapsilosis, diferentemente do observado por
Crocco et al. (2004), que descreveram maior prevaléncia de C. albicans. C.
parapsilosis € um patdogeno exogeno que pode ser encontrado na pele ou na
superficie de mucosas (HOBSON, 2003; CLARK et al., 2004), possuindo uma
notoria habilidade para formar biofilmes em cateteres ou em outros dispositivos

implantaveis (BRANCHINI et al., 1994; CLARK et al., 2004; FRIDKIN, 2005).
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Da mesma forma que o observado no presente trabalho, estudos
envolvendo episddios de candidemia no Brasil, tem revelado a prevaléncia de
C. parapsilosis e C. tropicalis, dentre as espécies nao-albicans (COLOMBO et
al., 2003, 2006; ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al., 2005; RUIZ et al.,
2005).

Quanto as amostras isoladas de episddios de candiduria, foi observada
predominancia de nao-albicans (54%). Este resultado corrobora com os dados
da literatura (FEBRE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001; KOBAYASHI et al.,
2004). Kobayashi et al. (2004) analisaram amostras de urina provenientes de
pacientes do Hospital de Urgéncias de Goiania, e também observaram, como
ndés, maior prevaléncia de C. tropicalis (22,2%) dentre as espécies nao-
albicans. Dados semelhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2001). Ja em
trabalho realizado por Febré et al. (1999) compreendendo pacientes internados
em UTI em um hospital na cidade de Sao Paulo, a espécie nao-albicans
predominante foi C. glabrata (30,7%).

Neste estudo, uma das amostras de candiduria foi identificada como C.
dubliniensis. Esta espécie tem sido considerada emergente, cujas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas sdo muito semelhantes a C.
albicans. Esta nova espécie foi descrita inicialmente na Irlanda, sendo
observada na cavidade oral de 17 a 35% dos pacientes HIV/AIDS positivos
(SULLIVAN et al., 1998). Em estudo realizado com 548 amostras de leveduras
armazenadas na banco de leveduras do Laboratério Especial de Micologia da
UNIFESP (Universidade Federal de S&ao Paulo), verificou-se que 2,0% das
amostras originalmente identificadas como C. albicans eram C. dubliniensis

(COLOMBO e GUIMARAES, 2003). Atualmente, ainda sdo raros os casos de
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doencas sistémicas relacionadas a esta espécie, sendo a maior parte dos
casos associados a infec¢gées de mucosa oral (KRCMERY et al., 2002; ALVES
et al., 2006).

Muitos autores relatam que a incidéncia cada vez maior de candidiases
e a distribuicao das diferentes espécies nos diferentes sitios anatdomicos estaria
relacionada a fatores de risco, ou ainda a determinadas caracteristicas dos
pacientes tais como, sexo e idade, além da unidade de internagdo. Como
observado na Tabela 3, nos episddios de candidemia ocorreu predominancia
de pacientes do sexo masculino, corroborando com dados da literatura
(COLOMBO et al., 2006; AQUINO et al., 2005). A faixa etaria predominante foi
de neonatos (35%), seguido de pacientes idosos (>61anos) (Tabela 3). Destes
pacientes, 85% estavam internados em UT]I, incluindo UTI neonatal (35%).

Os dados que mais se destacaram foi a alta frequéncia de candidemia
em neonatos (85%), comparativamente ao observado em estudo realizado por
Aquino et al. (2005), cuja frequéncia foi de 8,4%, e a alta frequéncia de
pacientes internados em UTIs (85%) comparativamente ao descrito por outros
autores (COLOMBO et al., 2006; AQUINO et al., 2005).

Quanto as amostras isoladas de urina, o sexo ndo foi um fator
discriminatério, como relatado por alguns autores, que observaram prevaléncia

no sexo feminino (KOBAYASHI et al., 2004; FEBRE et al., 1999).
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Tabela 3. Caracteristicas relacionadas aos pacientes internados no HU de

Londrina com candidiases em relagdo aos diferentes sitios anatémicos de

isolamento.
Caracteristicas/No. Pacientes (%)
Sitios de isolamento (N°. pacientes)
Variavel Urina Sangue Mucosas LesOes
(n=156) (n=40) (n=54) superficials
(pele/unha) (n=20)
Sexo
Masculino  (54.5)° (40) (53.7) (28.6)
Feminino  (45.5) (25) (46.3) (71.4)
Idade <1-18 (10) Neonatos (35) 5-18(6.5) 38 — 61 (43)
19 — 35 (20.5) <1-18(10) 27 — 60 (25.8) > 61 (57)
36 — 60 (25.5) 19 - 35 (15) > 61 (67.7)
> 61 (44) 36 -60 (17.5)
> 61 (22.55)
Localizagao UTI Adulto (84) UTI Adulto (50) ND ND

Hospitalizado (16)

UTI Neonato (35)
Pediatria (5)

Outros (10)

& porcentagem de pacientes; ND — ndo determinado
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Pode-se observar que ocorreu predominancia de isolamento em pacientes
com idade avangada (44%), com prevaléncia de C. albicans e C. tropicalis assim
como relatado por Kobayashi et al. (2004) e Colondner et al. (2008).

Do total de amostras, 84% foram isoladas de pacientes hospitalizados em
UTls. Esse fato é evidente nos estudos acerca de candiduria, que em sua maioria
sao realizados somente com amostras provenientes de pacientes internados em
unidades de terapia intensiva.

Tanto amostras isoladas de mucosas quanto de lesdes superficiais ocorreu
predomindncia em pacientes de faixa etaria > 61. Além disso, o isolamento de
amostras de lesdes superficiais foi predominante em pacientes do sexo feminino.
Estes dados concordam com os descritos por Crocco et al. (2004).

Os dados obtidos neste trabalho, que representa o primeiro estudo de
frequéncia de espécies de Candida no HU de Londrina (PR) Brasil, fornecem
subsidios a praticas adequadas de terapia e profilaxia, além de possibilitar

estudos comparativos com dados de outras regides brasileiras.

65



Referéncias Bibliograficas

AHMAD, S.; KHAN, Z.; MUSTAFA, S.A.; KHAN, U.Z. Seminested PCR for diagnosis of
candidemia: comparison with culture, antigen detection and biochemical methods for
species identification. Journal of Clinical Microbiology, v.40, p.2483-2489, 2002.

ALMIRANTE, B.; RODRIGUEZ, D.; PARK, B.J.; CUENCA-ESTRELLA, M.; PLANES,
AM.; ALMELA, M.; MENSA, J.; SANCHEZ, F.; AYATS, J.; GIMENEZ, M.; SABALLS, P;
FRIDKIN, S.K.; MORGAN, J.; RODRIGUEZ-TUDELA, J.L.; WARNOCK, D.W.; PAHISSA,
A. Epidemiology and predictors of mortality in cases of Candida bloodstream infection:
results from population-based surveillance, Barcelona, Spain, from 2002 to 2003.
Journal of Clinical Microbiology, v. 43, p. 1829-1835, 2005.

ALVES, S.H.; DA MATTA, D.A.; AZEVEDO, A.C.; LORETO, E.S.; BOFF, E.; SANTURIO,
J.M.; GUARRO, J. In vitro activities of new and conventional antimycotics against
fluconazole-susceptible and non-susceptible Brazilian Candida spp. Mycoses, v.49,
p.220-225, 2006.

ANTUNES, A.G.V.; PASQUALOTTO, A.C.; DIAZ, M.C. AZEVEDO, P.A. SEVERO, L.C.
Candidemia in a Brazilian tertiary care hospital: species distribution and antifungal
susceptibility patterns. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 46,
p. 239-241, 2004.

AQUINO, V.R.; LUNARDI, L.W.; GOLDANI, L.Z.; BARTH, A.L. Prevalence, suscepitibility
profile for fluconazole and risck factors for candidemia in a tertiary care hospital in
southern Brazil. Brazilian Journal of Infectious Diseases, v.9, p.411-418, 2005.

ARAUJO, C.R.; MIRANDA, K.C.; PASSOS, X.S. Identificagdo das leveduras do género
Candida por métodos manuais convencionais e pelo método cromégeno CHROMagar ™
Candida. , Revista de Patologia Tropical, v. 34, p. 37-42, 2005.

BANERJEE, S.N.; EMORI, T.G.; CULVER, T.H.; GAYNES, R.P.; JARVIS, W.R.; HORAN,
T.; EDWARDS, J.R.; TOLSON, J.; HENDERSON, T.; MARTONE, W.J. Secular trends in
nosocomial primary bloodstream infections in the United States, 1980-1989. National
Nosocomial Infections Surveillance System. American Journal of Medicine, v. 91, p.
86-89, 1991.

BAUTISTA-MUNOZ, C.; BOLDO, X.M.; VILLA-TANAKA, L.; HERNANDEZ-RODRIGUEZ,
C. Identification of Candida spp. by Randomly Amplified Polymophic DNA analysis and
differentiation between Candida albicans and Candida dubliniensis by direct PCR
methods. Journal of Clinical Microbiology, v.41, n.1, p.414-420, 2003.

BECK-SAGUE, C.; JARVIS, W.R. Secular trends in the epidemiology of nosocomial
fungal infections in the United States, 1980-1990. National Nosocomial Infections
Surveillance System. Journal of Infection Disease, v.167, p.1247-1251, 1993.

BERNAL S.; MARTIN M.E.; GARCIA M.; ALLER.; MARTINEZ M.A.; GUTIERREZ M.J.
Evaluation of CHROMagar Candia medium for the isolation and presumptive identification
of species of Candida of clinical importance. Diagnosis and Microbiology Infectious
Diseases, v.24, p.201-204, 1996.

BRANCHINI, M.L.; PFALLER, M.A.; RHINE-CHALBERG, J.; FREMPONG, T,
ISENBERG, H.D. Genotypic variation and slime production among blood and catheter
isolates of Candida parapsilosis. Journal of Clinical Microbiology, v.32, p.452-456,
1994.

66



CARVALHO, A.; COSTA-DE-OLIVEIRA, S.; MARTINS, M.L.; PINA-VAZ, C.
RODRIGUES, A.G.; LUDOVICO, P.; RODRIGUES, F. Multiples PCR identification of
eight clinically relevant Candida species. Medical Mycology, v.45, n.07, p.619-627,
2007.

CIRAK, M.Y.; KALKANCII, A.; KUSTIMUR, S. Use of molecular methods in identification
of Candida species and evaluation of fluconazole resistance. Memoérias do Instituto
Oswaldo Cruz, v.98, n.08, p.1027-1032 ,2003.

CLARK, T.A,; SLAVINSKI, S.A.; MORGAN, J.; LOTT, T.; ARTHINGTON-SKAGGS, B.A.;
BRANDT, M.E.; WEBB, R.M.; CARRIER, M.; FLOWERS, R.H.; FRIDKEN, S.K.; HAJJEH,
R.A. Epidemiologic and molecular characterization of an outbreak of Candida parapsilosis
bloodstream infections in a community hospital. Journal of Clinical Microbiology, v.42,
p.4468-4472, 2004.

COLODNER R.; NURI Y.; CHAZAN B.; RAZ R. Community-acquired and hospital-
acquired candiduria: comparison of prevalence and clinical characteristics. European
Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v.27, p.301-305, 2008.

COLOMBO A.L.; GUIMARAES T. Epidemiologia das infecgbes hematogénicas por
Candida spp. Revista da sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.36, p.599-607,
2003.

COLOMBO AL, PERFECT J, DINUBILE M, BARTIZAL K, MOTYL M, HICKS P,
LUPINACCI R, SABLE C, KARTSONIS N. Global distribution and outcomes for Candida
species causing invasive candidiasis: results from an international randomized double-
blind study of caspofungin versus amphotericin B for the treatment of invasive
candidiasis. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, v.
22, p. 470-474, 2003.

COLOMBO, A. L.; NUCCI, M.; PARK, B. J.; NOUER, S. A;; ARTHINGTON-SKAGGS, B;
DA MATTA, D. A.; WARNOCK, D.; MORGAN, J. The Brazilian network candidemia
study. Epidemiology of candidemia in Brazil: a nationwide sentinel surveillance of
candidemia in eleven medical centers. Journal of Clinical Microbiology, v. 44, p. 2816—
2823, 2006.

COOKE, V.M.; MILES, R.J.; PRICE MIDGLEY, G.; KHAMRI, W.; RICHARDSON, A.C.
New chromogenic agar medium for the identification of Candida spp. Applied and
Environmental Microbiology, v.68, p.3622-3627, 2002.

CROCCO, E.I.; MIMICA, M.J.L.; MURAMATU, H.L. Identificacdo de espécies de Candida
e susceptibilidade antifungica in vitro: estudo de 100 pacientes com candidiases
superficias. Anais Brasileiros de Dermatologia, v.79, p.689-697, 2004.

DANIEL, C.R.l.;; GUPTA, A.K.; DANIEL, M.P. Candida infection of the nail: role of
Candida as a primary or secondary pathogen. Dermatology, v.37, p.904-907, 1998.

DEBUSK, C.H.; DAOUD, R.; THIRUMOORTHI, M.C.; WILSON, F.M.; KHATIB, R.

Candidemia: current epidemiologic characteristics and a long-term follow-up of the
survivors. Scandinavian Journal of Infectious Diseases, v.26, p.697-703, 1994.

67


http://www.springerlink.com/content/101941/?p=b32d641623ab41199bef94572b0c4472&pi=0
http://www.springerlink.com/content/101941/?p=b32d641623ab41199bef94572b0c4472&pi=0

DIEKEMA, D.J.; MESSER, S.A.; BRUEGGEMANN, A.B.; COFFMAN, S.L.; DOERN,
G.V.; HERWALDT, L.A.; PFALLER, M.A. Epidemiology of candidemia: 3-year results
from the emerging infections and the epidemiology of lowa organisms study. Journal of
Clinical Microbiology, v.40, p.1298-1302, 2002.

ERGON, M.C.; GULAY, Z. Molecular epidemiology pf Candida species isolated from
urine at an intensive care unit. Mycoses, v.48, p.126-131, 2004.

FEBRE, N.; SILVA, V.; MEDEIROS, E.A.S.; WEY, S.B.; COLOMBO, A.L.; FISCHMAN,
O. Microbiological characteristics of yeasts isolated from urinary tracts of intensive care
unit patients undergoing urinary catheterization. Journal of Clinical Microbiology, v. 37,
p. 1584-1586, 1999.

FRIDKIN, S.K. The changing face of fungal infections in health care settings. Clinical
Infectious Diseases, v.41, p.1455-1460, 2005.

FURLANETO-MAIA, L.; SPECIAN, A.F.; WILNERZON, D.S.; OLIVEIRA, M.T;
FURLANETO, M.C. Estudo da incidéncia de amostras clinicas do género Candida
isoladas de diverso sitios anatdmicos. Acta Scientiarum Health Sciences, v.29, p. 33-
37, 2007.

FURLANETO-MAIA, L.; SPECIAN, A.F.; BIZERRA, F.C.; OLIVEIRA, M.T.; FURLANETO,
M.C. In vitro evaluation of putative virulence attributes of oral isolates of Candida spp
obtained from elderly healthy individuals. Mycopathologia, v. 166, p. 209-217, 2008.

GUIVER, M.; LEVI, K.; OPPENHEIM, B.A. Rapid identification os Candida species by
TagMan PCR. Journal of Clinical Pathology, v.54, n.05, p.362-366, 2001.

HAZEN, K.C. New and emerging yeast pathogens. Clinical Microbiology. Reviews, v.8,
p.462-478, 1995.

HOBSON, R.P. The global epidemiology of invasive Candida infections— is the tide
turning? Journal of Hospital Infection, v.55, p.159-168, 2003.

HOSPENTHAL, D.R.; MURRAY, C.K.; BECKIUS, M.L.; GREEN, J.A.; DOOLEY, D.P.
Persistance of pigment production by yeast isolates grown on CHROMagar Candida
media. Journal of Clinical Microbiology, v.40, p.4768-4770, 2002.

JEWTUCHOWICZ, V.M.; MUJICA, M.T.; BRUSCA, M.l.; SORDELLI, N.; MALZONE,
M.C.; POLA, S.J.; IOVANNITTI, C.A.; ROSA A.C. Phenotypic and genotypic identification
of Candida dubliniensis from subginval sites in immunocompetent subjects in Argentina.
Oral Microbiology and Immunology, v.23, n.06, p.505-509, 2008.

KHLIF, M.; SELLAMI, H.; SELLAMI, A.; MAKNI, F.; CHEIKHROUHOU, F.; CHELLY, H.;
BOUAZIZ, M.; AYADI, A. Detection and identification of Candida sp. By PCR in
candidemia diagnosis. Journal de Mycology Medicale, v.17, n.04, p.256-260, 2007.

KOBAYASHI, C.C.; FERNANDES, O.F.; MIRANDA, K.C.; EFIGENIA, S.D.; SILVA,
M.R.R. Candiduria in hospital patients: a study prospective. Mycopathologia, v.158,
p.49-52, 2004.

KRCMERY, V.; BARNES, A.J. Non-albicans Candida spp. causing fungemia:

pathogenicity and antifungal resistance. Journal of Hospital Infection, v.50, p.243-260,
2002.

68



LAU, A.; SORRELL, T.C.; CHEN, S.; STANLEY, K.; IREDELL, J.; HALLIDAY, C.
Multiplex tandem PCR: a novel platform for rapid detection and identification of fungal
pathogens from blood culture specimes. Journal of Clinical Microbiology, v.46, n.09,
p.3021-3027, 2008.

LEHMANN, P.F.; LIN, D.; LASKER, B.A. Genotypic identification and characterization of
species and strains within the genus Candida by using Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD). Journal of Clinical Microbiology, v.30, p.3249-3254, 1992.

LI, Y.L.; LEAW, S.N.; CHEN, J.H.; CHANG, H.C. Rapid identification of yeasts commonly
found in positive blood cultures by amplification of the internal transcribed spacer regions
1 and 2. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, v.22,
p.693-696, 2003.

LIGUORI, G.; DI ONOFRIO, V.; LUCARIELLO, A.; GALLE, F.; SIGNORIELLO, G,
COLELLA, G.; D’AMORA, M.; ROSSANO, F. Oral candidiasis: a comparison between
convetional methods and multiplex polymerase chain reaction for species identification.
Oral Microbiology and Immunology, v.24, n.01, p.76-78, 2009.

LUQUE, A.G.; BIASSOLI, M.S.; TOSELLO, M.E.; BINOLFI, A.; LUPO, S.; MAGARO,
H.M. Oral yeast carriage in HIV-infected and non-infected populations in Rosario,
Argentina. Mycoses, v.52, n.01, p.53-59, 2009.

LUNDSTROM, T. e SOBEL, J. Nosocomial candiduria: a review. Clinical and Infectious
Diseases, v. 32, p. 1602-1607, 2001.

LUO, G.Z.; MITCHELL, T.G. Rapid identification of pathogenic fungi directly from cultures
by using multiplex PCR. Journal of Clinical Microbiology, v.40, n.08, p.2860-2865,
2002.

MELO, A.S.A.; DE ALMEIDA, L.P.; COLOMBO, A.L. Evolutionary distances and
identification of Candida species in clinical isolates by Randomly amplified Polymorphic
DNA (RAPD). Mycophatologia, v.2, p.357-368, 1998.

NAZZAL, D.; YASIN, S.; ABU-ELTEEN, K. A rapid PCR-based method for identification of
four important Candida species. New Microbiologica, v.28, n.03, p.245-250, 2005.

OLIVEIRA, R.D.R, MEFFEI, C.M.L,; MARTINEZ,R. Infeccdo urinaria hospitalar por
leveduras do género Candida. Revista da Associagdao Médica do Brasil, v.47, n.3,
p.231-235, 2001.

PASSOS, X. S.; COSTA, C. R.; ARAUJO C. R.; NASCIMENTO, E. S.; SOUZA, L. K. H.;
FERNANDES, O. F. L.; SALES, W. S.; SILVA, M. R. R. Species distribuition and
antifungal susceptibility patterns of Candida spp. Bloodstream isolates from a Brazilian
tertiary care hospital. Mycopathologia, v.163, p.145-151, 2007.

PFALLER, M.A.; DIEKEMA, D.J. Rare and emerging opportunistic fungal pathogens:
concern for resistance beyond Candida albicans and Aspergillus fumigatus. Journal of
Clinical Microbiology, v. 42, p.4419-4431, 2004.

PFALLER, M. A.; BOYKEN, L.; HOLLIS, R. J.; MESSER, S. A; TENDOLKAR, S

DIEKEMA, D. J. in vitro susceptibilities of Candida spp. to caspofungin: four years of
global surveillance. Journal of Clinical Microbiology, v. 44 (3), p. 760-763, 2006.

69



REX, J. H.; PFALLER, M.A. Has antifungal susceptibility testing come of age? Clinical
Infectious Diseases, v. 35, p.982-989, 2002.

REX, J.H.; WALSH, T.J.; SOBEL, J.D. Practice guidelines for the treatment of
candidiases. Journal of Infectious Diseases, v.30, p.662-678, 2000.

ROWEN, J.L.; TATE, J.M.; PASSARELL, L.; MEGINNIS, M.R. Candida isolates from
neonates: frequency of misidentification and reduced suscepitibility to fluconazole.
Journal of Clinical Microbiology, v.45, p.3735-3737, 1999.

RUIZ, L.S.; SUGIZAKI, M.F.; MONTELLI, A.C.; MATSUMOTO, F.E.; PIRES, M.F.C.; DA
SILVA, B.C.M,; SILVA, E.H.; GANDRA, R.F.; GONCALVES DA SILVA, E.; AULER; M.E;;
PAULA, C.R. Fungemia by yeasts in Brazil: occurrence and phenotypic study of strains
isolated at the Public Hospital, Botucatu, Sdo Paulo. Journal of Medical Mycology,
v.15, n.01, p.13-21, 2005.

SAUNTE, D.M.; KLINGSPOR, L.; JALAL, S.; ARNAU, J.; ARENDRUP, M.C. Four cases
of Candida albicans infections with isolates developing pink colonies on CHROMagar
Candida plates. Mycoses, vol 48, p. 378-381, 2005:

SCHOFIELD, D.A.; WESTWATER, C.; WARNER, T.; NICHOLAS, P.J.; PAULLING, E.E.;
BALISH, E. Hydrolytic gene expression during oroesophageal and gastric candidiasis in
immunocompetent and immunodeficient gnotobiotic mice. The Journal of Infectious
Diseases, v.188, p.591-599, 2003.

SIVAKUMAR V.G.; SHANKAR P.; NALINA K.; MENON T. Use of CHROMagar in
differentiation of common species of Candida. Mycopathologia, 2008, DOI:
10.1007/s11046-008-9149-5.

SPELLBERG, B.J.; FILLER, S.G.; EDWARDS.JR, J.E. Current treatment strategies for
disseminated candidiasis. Clinical Infectious Diseases, v. 42, p.244-251, 2006.

STEFFAN, P.; VASQUEZ, J.A.; BOIKOV, D.; XU, C.; SOBEL, J.D.; AKINS, R.A.
Identification of Candida species by Rondomly Amplified Polymorphic DNA fingerprinting
of colony lysates. Journal of Clinical Microbiology, v.35, p.2031-2039, 1997.

SULLIVAN, D.; COLEMAN, D. Candida dubliniensis: characteristics and identification.
Journal of Clinical Microbiology, v.36, p.329-334, 1998.

WILLINGER, B.; HILLOWOTH, C.; SELITSCH, B.; MANAFI, M. Performance of Candida
ID, a new chromogenic medium for presumptive identification of Candida species, in
comparison to CHROMagar Candida. Journal of Clinical Microbiology, v.39, p.3793-
3795, 2001.

WROBLEWSKA, M.M.; SWOBODA-KOPEC, E.; ROKOSZ, A.; KRAWCZYK, E;
MARCHEL, H.; LUCZAK, M. Epidemiology of clinical isolates of Candida albicans and
their suscepitibility to triazoles. International. Journal of Antimicrobial Agents, v.20,
p.472-475, 2002.

YONG, P.V.C,; CHONG, P.P.; LAU, LY. YEOH, R.S.C.; JAMAL, F. Molecular

identification of Candida orthopsilosis isolated from blood culture. Mycopathologia,
v.165, n.02, p.81-87, 2008.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Saunte+DM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Klingspor+L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Jalal+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Arnau+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Arendrup+MC%22%5BAuthor%5D

ZIA U. K.; SUHAIL A.; EIMAN M.; RACHEL C. Tobacco agar, a new medium for
differentiating Candida dubliniensis from Candida albicans. Journal of Clinical
Microbiology, v.42, p.4796-4798, 2004.

71



PARTE Il

DISTRIBUIGAO DE ESPECIES E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE
AMOSTRAS CLINICAS DE Candida spp. ISOLADAS DE SANGUE DE
PACIENTES DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LONDRINA /PR/ BRASIL

1. Introdugao

O numero de individuos predispostos a infecgdes causadas por espécies
do género Candida tem aumentado significativamente nas ultimas décadas,
seja pela emergéncia de doengas que causam diretamente ou indiretamente
imunossupressido, ou por outros fatores predisponentes que desencadeiam
desequilibrios fisiolégicos favoraveis a proliferacédo do fungo (PFALLER et al.,
2005, 2006). Além disso, o emprego crescente de técnicas invasivas utilizadas
nas unidades de terapia intensiva tem conduzido a uma maior sobrevida de
individuos gravemente acometidos, mas igualmente tem contribuido para um
aumento na vulnerabilidade a infecgdes fungicas (RICHARDSON et al., 2003).

Entre as infec¢des invasivas causadas pelo género Candida, vale
salientar a relevancia clinica dos casos de infeccdo de corrente sanguinea,
complicagao esta conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica.

A ocorréncia de casos de candidemia em hospitais terciarios aumentou
substancialmente nas ultimas duas décadas em diferentes partes do mundo.
Espécies de Candida tem sido a quarta causa mais comum de infeccbes
nosocomiais hematogénicas nos Estados Unidos (PFALLER et al.,, 1998) e
Canada (KARLOWSKY et al., 1997). Dados semelhantes foram observados em

estudo recente realizado em Portugal (COSTA-de-OLIVEIRA et al., 2008).
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No Brasil, estudos relacionados a episodios de candidemia ainda sao
escassos e limitados a algumas regides, incluindo regido sudeste
(MATSUMOTO et al., 2001; COLOMBO et al., 2003, 2006; RUIZ et al., 2005;
DA MATTA et al. 2007), regiao Nordeste (Fortaleza) (MEDRANO et al., 2006)
Centro-Oeste: Goiania (PASSOS et al., 2007) e Mato Grosso do Sul (CHANG
et al., 2008). Em relagao a regido Sul, até o momento, somente trés estudos
foram relatados (ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al., 2005; COLOMBO et
al., 2006). Estes trabalhos revelam que apesar do indice de isolamento de C.
albicans ainda ser alto na maioria dos casos, a mudancga de perfil de espécies
tem sido cada vez mais evidente, onde as espécies nao-albicans tem ocorrido
em alta frequéncia. No geral, a ordem das cinco espécies mais isoladas tem
sido C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei.

No entanto, a epidemiologia de espécies do género Candida varia de
acordo com as caracteristicas da regiao geografica e do grupo de individuos
estudados, assim como caracteristicas particulares referentes a cada espécie.
Por exemplo, episddios de candidemia causados por C. parapsilosis estao
associados com cateteres vasculares e nutricdo parenteral (CLARK et al.,
2004), j&4 os causados por C. tropicalis estdo associados com cancer e
neutropenia (NUCCI e COLOMBO, 2007), e a exposi¢cao prévia a antifungicos
da classe dos azoles esta relacionada a fungemias causadas por C. krusei e C.
glabrata (TRICK et al., 2002).

Outros fatores, como a faixa etaria dos pacientes também influencia a
distribuicdo das espécies deste género. Alta taxa de incidéncia de C.
parapsilosis em neonatos tem sido relatada (LEVY et al., 1998; FILIOTI et al.,

2007) e de C. glabrata e C. tropicalis em pacientes adultos e de idades
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avancada (MORRELL et al., 2005; BASSETI et al.,, 2006; COLOMBO et al.,
2006; NUCCI e COLOMBO, 2007).

A eficacia da terapéutica antifungica contra as infecgdes invasivas
depende diretamente da precocidade do diagnostico, assim como do estado
imunolégico do paciente. Devido as dificuldades diagndsticas, muitas vezes a
introducao terapéutica especifica ocorre tardiamente, contribuindo para os altos
indices de mortalidade.

As espécies de Candida mais comumente associadas a episédios de
candidemia apresentam diferentes susceptibilidades aos antifungicos utilizados
na terapia clinica. A existéncia destas diferencas espécies-especificas na
suscetibilidade das infec¢gdes causadas por algumas espécies nao-albicans faz
com que os estudos de identificagdo dos isolados em infecgcdes nosocomiais se
tornem de grande importancia (MELO et al., 1998; ERGON e GULAY, 2004).

Os estudos relacionados a episddios de candidemia, no Brasil, tém
revelado altos niveis de susceptibilidade das amostras aos antifungicos, tanto
aos da classe dos azoles quanto a anfotericina B (GODOY et al.,, 2003;
COLOMBO et al., 2007; PASSOS et al., 2007; DA MATTA et al., 2007).

No estado do Parana, particularmente no Hospital Universitario (HU) de
Londrina / PR/ Brasil, até o momento nenhum estudo foi conduzido referente a

episddios de candidemia.
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1.1 Objetivos

O presente trabalho teve por objetivos:

- identificacdo, por meétodos moleculares, de amostras de Candida spp.
isoladas de sangue de pacientes do HU, no periodo de julho de 2004 a julho de
2007,

- levantamento de caracteristicas relacionadas aos pacientes quanto a sexo,
idade, unidade de internagao e doencas de base;

- levantamento dos fatores de risco mais comumente envolvidos nos episddios
de candidemia;

- determinacdo da sensibilidade das amostras aos antifungicos: fluconazol,
itraconazol, cetoconazol e anfotericina B.

- genotipagem de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis para avaliar

possiveis correlagdes quanto a resisténcia aos antifungicos testados.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material biolégico

Neste trabalho foram analisadas 40 amostras clinicas de Candida spp.

provenientes do sangue de pacientes internados em unidades do HU.
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2.1.1 Levantamento de dados

Caracteristicas relacionadas aos pacientes quanto ao sexo, idade,
unidade de internagcédo, doengas subjacentes, periodo de internagao e fatores
de risco foram levantadas segundo banco de dados fornecidos pelo HU com

autorizag&o previa.

2.2 Identificagdo das amostras

2.2.1 Identificagao presuntiva

A identificagdo presuntiva das amostras foi realizada empregando-se o
meio de cultivo cromogénico diferencial CHROMagar® Candida (CHROMagar,
Company Ltd., Paris France) (BERNAL et al., 1996; COOKE et al., 2002),
conforme instrugcao do fabricante. Neste meio, apds 48 horas de incubagao a
37°C, C. albicans originou col6nias de coloragao verde, C. fropicalis colbnias
azuis metalico, C. krusei col6nias rosa rugosas e as colbnias de coloragéo

branca a violeta foram classificadas como Candida sp.

2.2.2 Identificagdao molecular

A identificacdo molecular das espécies de Candida foi realizada pelo

emprego da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). Os

oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de PCR sao espécie-

especificos e foram desenhados com base nas regides ITS (Internal
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transcribed spacer) 1 e 2 do gene rRNA (acido ribonucléico ribossémico) (LI et

al., 2003) (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na identificagdo de Candida

spp.
Espécie Sequéncia (5- 3") Tamanho do
amplicon (pb)
Candida albicans (CA) TCAACT TGT CACACCAGATTATT 402
Candida tropicalis (CT) AAG AAT TTAACG TGG AAACTTA 149
Candida parapsilosis (CP) GGC GGA GTA TAA ACT AAT GGATAG 126
Candida glabrata (CGL) CAC GACTCGACACTTTCT AATT 632
Candida krusei (CK) GAT TTAGTACTACAC TGC GTG A 475

(ITS4) (oligonucleotideo TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

universal reverso)

* pb: pares de bases

2.2.2.1 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA utilizado nas reacoes de PCR foi obtido diretamente a partir de
células de colbnias isoladas em meio Saboraud agar dextrose (Difco), sem
necessidade de extracdo de DNA gendmico.

Na reacao de amplificacdo foram utilizados para cada amostra 0,5uL do
oligonucleotideo iniciador (20pmol/uL) espécie-especifico, 0,5uL do

oligonocleotideo iniciador ITS4 (20pmol/uL) (Tabela 1), 0,8uL de
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desoxinucleotideos 2,5uM (dATP, dCTP, d TTP e dGTP) (Invitrogen), 0,2uL de
Taq polimerase 5U/uL (Invitrogen) juntamente com 2uL do tampao (10x) e
0,6uL de cloreto de magnésio MgCL, 50mM/mL, completando-se um volume
final de 20uL de reagdo com agua bidestilada.

Todas as amplificagdes foram realizadas em termociclador (Eppendorf,
Mastercycle gradiente). O ciclo inicial de amplificagao foi de 5 minutos a 96°C,
seguido de 34 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, ao final dos 34 ciclos houve mais 5 minutos a temperatura de 72°C
para assim encerrar a reagao.

A visualizagdo dos produtos de amplificagéo foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose (1.4%). Apds a corrida eletroforética, o gel foi
corado com brometo de etideo, observado sob luz ultravioleta e as imagens
dos géis foram capturadas empregando o sistema Digi-Doc (Amersham-
Pharmacia). O resultado foi positivo considerando a ocorréncia de um unico

amplicon de tamanho predito para cada espécie (Tabela 1).

2.3 Fungigrama

Para o teste de sensibilidade in vitro aos antifungicos foi empregada a
técnica de difusdao em agar (E-test) (AB Biodisk, Suécia). Este teste baseia-se
na utilizacdo de fitas contendo antifungico que permite a liberagdo de um
gradiente determinado de concentracdo. A concentragdo inibitéria minima
(CIM) foi determinada conforme instrucbes do fabricante como a menor
concentracao do antifungico na qual a borda da zona de inibicao intercepta a

escala da fita.
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O meio de cultivo utilizado foi o RPMI 1640 (SIGMA) contendo L-
glutamina, sem bicarbonato, acrescido de glicose (2%) e agar (1,5%) (Difco), e
pH ajustado para 7.0, que foi distribuido em placas de petri (90 mm) até
completar uma espessura de aproximadamente 04 mm. Das amostras a serem
analisadas, foi feita uma suspensao celular (2,5 x 10° células/ml) em salina, a
partir de coldnias isoladas. Com auxilio de um “swab” estéril, o indculo foi feito
a partir dessa suspensao celular em trés dire¢cdes, sendo o procedimento
repetido uma vez. Por fim, a fita de E-test foi colocada utilizando-se um pinga
esterilizada, e a placa incubada a 35°C. As leituras foram realizadas apods 24 e
48 horas de incubagéo.

A interpretagcédo dos resultados de sensibilidade foi feita de acordo com
as instrugdes do fabricante. Amostras com CIMs entre 16 e 32 ng mL" para
FLU (Fluconazol) e 0.25 - 0.5 png mL" para ITR (Itraconazol) ou KET
(Cetoconazol) foram considerados susceptiveis - dose dependentes. Amostras
com CIMs < 8 ug mL™" para FLU, < 0,125 ug mL™" para ITRe KETe <1 ug mL™
para AmB (Anfotericina B) foram consideradas susceptiveis. Amostras com
CIMs > 64 ug mL™" para FLU, > 1 ug mL" para ITR ou KET e > 2 ug mL" para
AmB foram consideradas resistentes. Além da variagdo do Cim para cada
isolado os dados foram também apresentados em CIM50 e CIM90, que
correspondem a concentragédo de cada antifungico capaz de inibir 50% ou 90%

dos isolados, respectivamente.
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2.4 Genotipagem

A caracterizagao genotipica das amostras foi realizada empregando-se a
analise do polimorfismo do DNA amplificado ao acaso, denominada RAPD
(random amplified polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1995). Esta analise
envolve a amplificagdo simultdnea de varios locos andnimos do genoma

utilizando varios principios de sequéncia arbitraria.

2.4.1 Isolamento de DNA genémico

A extragcao de DNA gendémico foi realizada a partir de 3 mL de cultivo em
meio agar Saboraud dextrose liquido, por 18 horas a 28°C a 180 rpm. Apds
este periodo, as células foram sedimentadas por centrifugagédo (1200 rpm por
05 minutos), lavadas pela adigdo de 1,5 mL de agua destilada esterilizada e
centrifugadas novamente nas mesmas condi¢gdes. Esse procedimento foi
repetido duas vezes. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 500 uL
de tampao de lise (10 mM Tris pH 8.0 contendo 2% triton-X-100, SDS 1%, 100
mM NaCl e 01 mM EDTA), e 500 uL de fenol, na presenga de 3 pérolas de
vidro. A mistura foi agitada vigorosamente com o auxilio de um agitador tipo
vortex por 3 minutos, seguida de centrifugacao por 10 minutos a 12.000 rpm. A
fase aquosa foi removida para um novo tubo.

O lisado resultante foi desproteinizado pela adicdo de 500 uL de
clorofane (fenol — cloroférmio- alcool isoamilico) (25:24:1), seguido de
centrifugacdo (10 minutos a 12.000 rpm). A fase aquosa resultante foi

adicionada 500 pL de clorofil (cloroférmio- alcool isoamilico 24:1), seguido de
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nova centrifugagdo (10 minutos a 12.000 rpm). Por fim, a fase aquosa foi
adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado. O tubo foi mantido a -20°C por 24 h
para a precipitacdo do DNA. Apos esse periodo, procedeu-se nova
centrifugagado (por 20 minutos a 11.000 rpm). O sedimento (DNA) foi lavado
pela adigdo de etanol (70%). Apds seco a temperatura ambiente o DNA foi
ressuspenso em 20 ulL de agua bidestilada esterilizada. O DNA foi mantido a -

20°C.

2.4.2 Reagdes de RAPD

Para a analise de RAPD foram utilizados oligonucleotideos iniciadores
OPX11, OPAM 04, OPAM 07 e OPE 06 (Operon Technologies Inc.).

As reacdes foram realizadas em um volume final de 25 uL contendo 1 uL
de DNA molde (5ng/mL); 0,25 mmol de cada desoxinucleotideos (dATP, dCTP,
d TTP e dGTP) (Invitrogen); 1 U de Taq polimerase (Invitrogem) com o tampéo
de reacado apropriado, 2,5 mM de MgCl, e 2,5 mM do oligonucleotideos
iniciador. Todas as amplificagbes foram realizadas em termociclador
(Eppendorf, Mastercycle gradiente). O ciclo inicial de amplificacdo foi de 4
minutos a 92°C, seguido de 40 ciclos de: 92°C por 40 segundos, 40°C por 1,5
minutos e 72°C por 2 minutos, ao final dos 40 ciclos houve mais 5 minutos a
temperatura de 72°C para assim encerrar a reacdo. Os produtos de

amplificagcao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,4%).

81



2.4.3 Interpretacao do padrao de bandas

ApoOs a corrida eletroforética, os géis foram corados com brometo de
etideo, observados sob luz ultravioleta e as imagens capturadas empregando o
sistema Digi-Doc (Amersham-Pharmacia). O perfil de bandas de cada amostra
foi analisado visualmente. As bandas foram representadas como presentes (1)
ou ausentes (0). Estes dados permitiram a construcdo de matrizes de valores
binarios que foram analisadas utilizando o conjunto de programas estatisticos
NTSYS-pc versao 1.0 (Apllied Biostatistics, Inc.).

As relagdes genéticas (coeficientes de similaridade) foram calculadas
através do coeficiente de Dice (Sags). Sag foi calculado pela formula: Spg +
2n41/(2n411 + not + nqg), onde nq4 representa o numero de bandas compartilhadas
por duas amostras, ng; representa o numero de bandas exclusivas para a
primeira amostra e nqy representa o numero de bandas exclusivas para
segunda amostra. Um valor de Sag de 1,00 e 0,99 representa 0 mesmo
gendtipo, valores Spag entre 0,80 e 0,99 representam amostras relacionadas
clonalmente (altamente similares, mas nao idénticas) e valores de Sag
inferiores a 0,80 representam amostras distintas.

Os dendogramas baseados nos valores de Sag foram gerados pelo

método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With Arithmetical Averages).
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3. Resultados e Discussao

Um total de 40 amostras de sangue positivo para Candida foi analisado,
sendo 16 provenientes de individuos do sexo masculino (40%), 10 do sexo
feminino (25%) e 14 amostras de recém-nascidos prematuros (35%) (Tabela
2). A idade dos pacientes variou de 07 meses até 79 anos, com destaque para
a frequéncia dos pacientes com idade > 61 (22,5%). Quanto aos recém -
nascidos prematuros, os episddios de candidemia foram observados apods
alguns dias de vida. Durante os episddios de candidemia, 50% dos pacientes
estavam internados na unidade de terapia intensiva de adulto (UTI), 14 (35%)
internados na unidade de terapia intensiva para neonatos (UTIN), 02 (5%) na
unidade basica de pediatria, 02 (5%) na clinica médica, e 06 estavam
internados em outras unidades basicas do hospital (Tabela 2). Ao longo dos
episddios de candidemia observados, em um dos pacientes a identificacdo da
infeccdo ocorreu num periodo de 48 horas de hospitalizagdo, indicando
portanto infeccdo comunidade - adquirida, enquanto que para os demais

pacientes a infec¢ao foi considerada nosocomial.
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com candidemia (n=40).

Caracteristicas Pacientes n=40
(%)

Sexo
Masculino/Feminino 16/10 (40/25)

Idade (anos)

Neonatos 14 (35)
<1-18 04 (10)
19-35 06 (15)
36 - 60 07 (17,5)
> 61 09 (22,5)
Localizagao
UTI Adulto 20 (50)
UTI neonatal 14 (35)
Pediatria 02 (05)
Outros 04 (10)

Doenc¢a Subjacente/Condigao

Prematuros 14 (35)

Trauma 06 (15)

Doencas do trato gastrointestinal 05 (12,5)
Diabetes mellitus 05 (12,5)
Doengas cardiovasculares 03 (7,5)
Cancer 03 (7,5)
Leucemia 02 (0,5)
Doencgas genéticas 02 (0,5)
Doenca de Chagas 02 (0,5)
Doenca neurolégica 01 (2,5)
Doencga auto-imune 01 (2,5)
Doenca do trato respiratério 01 (2,5)
HIV 01 (2,5)

Em levantamento realizado em 11 hospitais terciarios das regides sul,
sudeste e central do Brasil, compreendendo um total de 712 episodios de

candidemia, foi observado que 56% dos pacientes eram do sexo masculino e
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que 40% das criancas incluidas no estudo eram recém-nascidos prematuros.
Ainda dos 693 pacientes hospitalizados, 46% estavam em UTI incluindo a UTI
para neonatos (COLOMBO et al., 2006). A maioria dos estudos baseiam-se em
amostras clinicas de pacientes em UTls (BLUMBERG et al., 2001; MUNOZ et
al., 2000; OSTROSKY-ZEICHNER, 2004; OSTROSKY-ZEICHNER, 2006), fator
esse que segundo Pfaller e Diekema (2007), causa ao paciente maior
exposicao a fatores de risco adicionais.

Os casos de candidemia foram ainda distribuidos de acordo com 13
tipos de doencas de base ou de condi¢cdes pré-existentes (Tabela 2). Neste
contexto, a prematuridade dos recém nascidos (35%) foi um das caracteristicas
predominante, seguida de trauma 15%, doenga gastrointestinal e diabetes
mellitus com 12,5 % cada. Trauma corresponde a acidentes com objetos
perfuro cortantes, acidentes de transito, queimaduras ou acidentes em geral.
Pacientes com cancer ou doengas hematoldgicas corresponderam a somente
7,5% e 5%, respectivamente.

Segundo Chapman (2003), as infec¢des por Candida tém se tornado um
problema crescente nas UTls para neonatos, particularmente para neonatos
prematuros. O alto indice de neonatos prematuros com candidemia positivo
pode ser devido a varios fatores, dentre os quais, por apresentarem uma
aumentada permeabilidade na pele e membranas mucosas, desenvolvimento
ainda imaturo do sistema imunolégico e baixo peso (ROWEN, 1994).

Nosso estudo revelou que nos casos de candidemia em neonatos
prematuros, as espécies mais frequentemente isoladas foram C. parapsilosis
(42,8%), seguida de C. albicans (35,7%). Estes dados corroboram com os

observados por RICHARDSON (2005). Trabalhos recentes também tém
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revelado a predominancia de C. parapsilosis como agente causando
candidemia em neonatos (AL-SWEIH et al., 2008; MALAFIEJ et al., 2009).

Como observado na Tabela 2, os episddios de candidemia também
estavam relacionados a ocorréncia de traumas (15%), sendo essa condigao
bastante variavel dependendo da populagdo atendida no hospital e também do
tipo de acidente que o paciente veio a sofrer. A ruptura das barreiras teciduais
humanas, advindas de lesdes de pele ou membranas mucosas, constitui o
principio basico para o estabelecimento de processos infecciosos por Candida.
Pappas et al. (2003) e Boo et al. (2005) encontraram 8% e 7,9% dos pacientes
acometidos por algum tipo de trauma na triagem dos isolados clinicos.

Doengas do trato gastrointestinal e diabetes mellitus (12,5%), foram a
terceira doenga de base/condigdo mais comumente encontrada nos pacientes
envolvidos no presente estudo. Acerca das doengas do trato gastrointestinal, é
claro seu relacionamento com as infecgdes por Candida. Acredita-se que a
maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via enddgena, pela
translocacao do patdégeno através do trato gastrointestinal, local onde ha rica
colonizacdo por Candida spp em até 70% da populagdo normal. Em estudo
realizado por Costa- de- Oliveira et al. (2007) foi observada alta porcentagem
de pacientes (45%) com patologias gastrointestinais. Ja Aquino et al. (2005)
observaram que 10,7% dos pacientes apresentavam tais patologias.

Quanto ao percentual de pacientes acometidos por diabetes mellitus, os
valores obtidos neste estudo sdo semelhantes aos observados por Colombo et
al. (2006). Segundo Nucci e Colombo (2007), diabetes mellitus foi a segunda
doenca de base mais comumente encontrada em pacientes com candidemia

causada por C. tropicalis, sendo somente a sexta causa em pacientes com
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candidemia causada por C. albicans (17%). Diferentemente, nossos dados
revelaram que 80% dos pacientes com candidemia causada por C. albicans
apresentavam diabetes mellitus. Ja C. ftropicalis foi a espécie
predominantemente encontrada nas doengas auto-imunes e anomalias
genéticas, estando presente em 40% dos casos de pacientes que foram
internados com algum tipo de trauma.

Quanto a distribuicdo das espécies nos episodios de candidemia,
ocorreu prevaléncia de C. tropicalis (32,5%), seguida de C. albicans (25%) e C.
parapsilosis (22,5%). As demais espécies ocorreram em menores frequéncias

(Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicao das espécies nos episoédios de candidemia (n=40).

Espécie N° de amostras (%)*
C. tropicalis 13 (32.5)

C. albicans 10 (25)

C. parapsilosis 09 (22.5)
Candida sp 04 (10)

C. glabrata 02 (05)

C. krusei 02 (05)

* porcentagem em relagdo ao umero total de amostras

Embora C. albicans tem sido relatada como a espécie predominante na
maioria dos episddios de candidemia, inclusive no Brasil, as taxas de
candidemia causadas por espécies de Candida nao-albicans vem aumentando

(TRICK et al., 2002; COLOMBO et al., 2003; ANTUNES et al., 2004; 0OAQUINO

87



et al., 2005; RUIZ et al., 2005; COLOMBO et al., 2006). Além disso, dois
trabalhos realizados em hospitais brasileiros revelaram a predominancia de C.
parapsilosis como causa de candidemia (MATSUMOTO et al.,, 2001;
MEDRANO et al., 2006).

Da mesma forma que o observado no presente estudo, dentre as
espécies nao-albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis tem sido predominantes
em episodios de candidemia em hospitais brasileiros (COLOMBO et al.,
2003,2006; ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al., 2005; RUIZ et al., 2005;
PASSOS et al., 2007). No entanto, outras espécies tém sido também relatadas
por estes autores, embora em frequéncias menores, a exemplo de C. glabrata,
C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae.

Ja os estudos realizados na Europa e na América do Norte tém relatado
um baixo isolamento de C. tropicalis em episodios de candidemia (2- 10% na
Europa e 10 - 12% nos Estados Unidos e Canada) (ASMUNDSDOTTIR et al.,
2002; DIEKEMA et al., 2002; GARBINO et al., 2002; ALONSO-VALLE et al.,
2003; MARCHETTI et al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005; MARTIN et al.,
2005). A taxa de isolamento de C. parapsilosis em episoddios de candidemia
também tem sido variavel nos Estados Unidos (07 a 21%) e na Europa (6,9 a
30%) (MARTIN et al., 2005; DIEKEMA et al., 2002; KAO et al., 1999).

Ainda acerca da distribuicdo das espécies, a razdo pela qual candidemia
causada por C. glabrata é incomum no Brasil ndo € claramente conhecida.
Assim como C. glabrata, a frequéncia de C. krusei em nossos estudos foi baixa
(5%), comparativamente ao observado por outros autores (AQUINO et al. 2005;
COLOMBO et al., 2006). Essa espécie tem-se mostrado como um patégeno

hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes portadores de doengas

88



hematologicas malignas e/ou submetidos a transplante de medula Ossea
(IWEN et al., 1995). Alguns autores relataram aumento de fungemias causadas
por C. krusei em pacientes neutropénicos expostos prolongamente ao
fluconazol (WINGARD, 1995). A baixa ocorréncia de C. krusei no HU pode ser
devida as caracteristicas dos pacientes relacionados aos episodios de
candidemia: baixa frequéncia de neutropénicos (7,5%) e portadores de
doencas hematoldgicas malignas (0,5%), além da inexisténcia de unidades
para transplantes de medula déssea no hospital. Um dos pacientes com
fungemia causada por C. krusei era HIV positivo, e o outro apresentava um
grave abscesso cervical. Contudo, apesar de ter sido baixa a ocorréncia dessa
espécie, € importante destacar sua importancia clinica principalmente no que
se diz respeito ao tratamento.

Neste estudo, varios fatores de risco parecem estar relacionados aos
episddios de candidemia, destacando-se o0 uso prévio de antibiético, onde dos
presentes 100% faziam uso de uma ou mais drogas amplamente utilizadas em
ambiente hospitalar e o uso de cateter venoso central (Intra-Cath ®,
Heckman®, Port-a-Cath ®, Swang ganz, duplo ou triplo ltmen) em 87,5% dos
pacientes (Tabela 4). Podemos ainda destacar fatores como entubacao
orotraqueal em 28 pacientes (70%), nutricdo parenteral (75%) e presenga de
cateter urinario (57,5%). Cirurgia gastrointestinal foi relatada em 18 pacientes
(45%) (Tabela 4). Alguns destes fatores, particularmente o uso prévio de
antibiétiocos (FRASER et al., 1992; AQUINO et al., 2005; PASSOS et al., 2007)
e uso de cateter venoso central (PEMAN et al., 2005; PASSOS et al., 2007)

foram também freqlentes em casos de candidemias. Intervengao cirurgica,
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particularmente abdominal, também se tem destacado (AQUINO et al., 2005;
COLOMBO et al., 2006; COSTA-de-OLIVEIRA et al., 2007).

Adicionalmente, a presenca de Candida foi também observada em
outros sitios anatémicos, particularmente urina (12,5%) e cavidade oral (7,5%),
além de cateter venoso (12,5%) (Tabela 4). Em um dos pacientes (2,5%), foi
detectada a presenca de Candida na secrecao de ferida.

O significado clinico da presenga de Candida spp. na urina €
controverso. A candiduria € usualmente considerada um problema terapéutico
desde que a presenca da levedura pode indicar contaminacdo ou mesmo
colonizacdo (LUSDSTROM, 2001). No entanto, candiduria pode ser um
primeiro sinal que predispde a ocorréncia de infeccdo (OKULICZ et al., 2007),
sendo inclusive considerado um fator predisponente a candidemia (revisado
por TOYA et al., 2007).

Acerca do periodo de internacdo dos 40 pacientes considerados neste
estudo, pode-se observar que ocorreu predominancia de longos periodos de
internacao (72,5% acima de 30 dias) (Tabela 4). Em nosso estudo, a duragéo
média de hospitalizacao foi de 60 dias e a média de hospitalizagdo entre o dia
da internacdo e a coleta da 1° amostra de sangue positiva foi de 22 dias.
Costa-de-Oliveira et al. (2007) encontraram uma média de 39 dias de
internagdo e uma média de 19 dias do dia da internagao e o dia da coleta da 1°
amostra de sangue positiva. Péman et al. (2005) sugeriram que a incidéncia de
candidemia pode ser aumentada nos pacientes com hospitalizagao prolongada

mais que por outros fatores de risco.
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Do total de 22 pacientes (55%) que foram a o&bito, n&o foi observada
prevaléncia de nenhuma espécie nem de um fator de risco especifico. Entre as
diferentes espécies encontradas destacamos que 100% dos pacientes
infectados com C. krusei foram a 6bito. Ja 80% dos pacientes infectados com
C. albicans, 50% com C. glabrata e 46,1% com C. tropicalis também foram a
oObito.

Foi observado que procedimentos comuns e padrdo de muitos hospitais
como o uso de antibidtico e de cateter sado fatores de risco comumente
encontrados nos episodios de candidemia estudados. Portanto, evidencia-se
ainda mais a importancia de estudos sobre o levantamento das espécies de
Candida e o perfil de susceptibilidade das mesmas para que assim possa
ocorrer controle das infecgdes, e que condutas possam ser tomadas acerca do
diagnostico rapido e preciso, o estabelecimento de tratamento eficaz e
principalmente a adocdo de medidas profilaticas nos pacientes com
hospitalizagao prolongada e debilidade do sistema imunoldgico.

Foi realizado o teste de susceptibilidade in vitro para quatro antifungicos
mais comumente empregados na terapia clinica. Os resultados obtidos
revelaram variagcdes entre as diferentes espécies e entre amostras da mesma
espécie quanto a susceptibilidade aos antifungicos testados (Tabela 5).

A maioria das amostras de C. albicans foi susceptivel aos antifungicos
testados. O mesmo foi observado para amostras de C. tropicalis, embora, 23%
das amostras apresentassem resisténcia ao itraconazol 7,7% resisténcia a
anfotericina B e ao cetoconazol. Alta susceptibilidade também foi evidenciada

por outros estudos realizados no Brasil, principalmente no que se diz respeito
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ao fluconazol (AQUINO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al.,
2007; DA MATTA et al., 2007).

As amostras de C. parapsilosis foram 100% susceptiveis ao fluconazol,
cetoconazol e anfotericina B sendo que 11% destas foram resistentes ao
itraconazol (Tabela 5).

Neste estudo, o maior nivel de resisténcia foi observado para C. krusei.
Aquino et al. (2005) relataram que 67% de amostras de C. krusei apresentaram
resisténcia ao fluconazol e 33% SDD (susceptivel-dose dependente). Perfil
semelhante foi observado para amostras de C. glabrata, exceto pelo fato de
que 100% das amostras foram susceptiveis a anfotericina B. Este fato ja foi
descrito previamente por outros autores (REX et al.,, 1995; NGUYEN et al.,

1998; KRCMERY, 1998).
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Tabela 5. Susceptibilidade in vitro de 40 amostras isoladas de sangue

Espécies (No.) Antifungico CIM (ug mL ™) %
Variacdo 50%  90% SY/SDD"/R®

C.albicans AmB 0,047 - 0,38 0,19 0,38 100/-/-
(10) FLU 0,125 - 0,50 0,19 0,25 100/-/-
ITR 0,032 - 0,50 0,38 0,50 40/60/-
KET 0,008 - 0,064 0,016 0,023 100/-/-
C. tropicalis AmB 0,38 - 02 0,50 0,75 92,3/-17,7
(13) FLU 0,125-1,5 0,75 1,5 100/-/-
ITR 0,016 - 02 0,047 01 69,3/7,7/23
KET 0,003-0,50 0,006 0,032 92,3/-7,7
C. parapsilosis AmB 0,25-03 01 02 100/-/-
(09) FLU 0,25 - 01 0,50 0,75 100/-/-
ITR < 0,002 - 01 0,19 0,50 44/45/11
KET 0,012-0,094 0,047 0,064 100/-/-
C. glabrata AmB 0,25-0,38 0,25 0,38 100/-/-
(02) FLU 24 - >64 24 >64 -/50/50
ITR > 32 >32 >32 -/-/100
KET 03 -04 03 04 -/-/100
C. krusei AmB 02 02 02 -/-/100
(02) FLU >256 >256  >256 -/-/100
ITR 4-6 04 6 -/-/100
KET 04 04 04 -/-/100
Candida sp. AmB 0,064-0,75 0,125 0,75 100/-/-
(04) FLU 1,5 - >256 03 96 50/-/50
ITR 0,25-2 1,5 02 -/25/75
KET 0,032-0,125 0,125 0,125 100/-/-

S® Isolados susceptiveis; SDD": Isolados susceptivel-dose dependente; R® Isolados
resistentes aos antifungicos testados. FLU (fluconazol), ITR (itraconazol), KET (cetoconazol) e

AmB (anfotericina B).
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Na genotipagem foram utilizados 09 isolados clinicos de C. parapsilosis,
13 de C. tropicalis e 10 de C. albicans. O numero de bandas obtido foi
especifico para cada oligonucleotideo e para cada espécie analisada, sendo
analisados no total 158 loci.

A analise dos perfis eletroforéticos de RAPD (Figura 1), permitiu a
obtencdo de dados para a construcdo da matriz de similaridade genética e
construgao do dendrograma de similaridade genética (Figura 2).

O dendrograma de similaridade genética obtido com os quatro
oligonucleotideos gerou trés agrupamentos, um correspondente a cada
espécie, com valores de coeficientes de similaridade (Sags) de 86%, 43% e
34% para C. parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans, respectivamente.

O primeiro agrupamento compreendeu os isolados de C. parapsilosis,
desses 56% apresentaram menor susceptibilidade ao itraconazol, 45% dose
dependéncia (SDD) e 11% resisténcia (R), dessas 80% se reuniram em um
unico agrupamento com aproximadamente 93% de similaridade genética
(isolados altamente semelhantes mais nao idénticas).

O segundo agrupamento compreendeu as amostras de C. tropicalis,
entre as quais 31% apresentaram menor suscetibilidade (23% R e 8% SDD) ao
itraconazol. Dentre as resistentes, 67% se uniram em um agrupamento com
aproximadamente 78% de similaridade genética.

Por fim, o terceiro agrupamento compreendeu as amostras de C.
albicans, dessas 60% apresentaram SDD ao itraconazol, sendo que todas se
uniram em um unico agrupamento com aproximadamente 81% de similaridade

genética.
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A analise dos coeficientes de similaridade possibilitou identificar, dentro
de cada espécie, agrupamentos de linhagens menos susceptiveis e até mesmo
resistentes ao itraconazol provenientes de hospedeiros distintos, todavia, com
pequena diversidade genética entre elas. Resultado semelhante foi encontrado
por Xu et al. (2000) com a respeito as origens de resisténcia ao fluconazol em
C. albicans, onde alguns dos isolados possuiam genoétipos com elevada
similaridade quando nao idénticos.

Segundo este autor, o agrupamento genético de linhagens resistentes
provenientes de pacientes distintos € intrigante, tendo em vista que grande
parte das evidencias suportam a idéia de que linhagens resistentes surgem de
forma independente, existindo duas possiveis explicagcbes para este
agrupamento: (i) todas as linhagens resistentes no agrupamento surgiram
independentemente a partir de uma linhagem previamente resistente e similar
geneticamente, e/ou (i) a mutagao para a resisténcia surgiu uma unica vez e
se tornou amplamente distribuida (disseminacao clonal). JAIN et al. (2001)
obtiveram um padrdao homogéneo de bandeamento para linhagens de C.
albicans sensiveis ao fluconazol, o mesmo ndo sendo observado para as

linhagens resistentes.
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3.Conclusoes

PARTE |

A identificacdo molecular pela técnica de PCR e a utilizacdo de DNA
obtido a partir de células de colonia sao efetivos na identificacdo de
espécies de Candida;

Ha uma importante frequéncia no isolamento de diferentes espécies de
Candida no HU;

Ha variacdo na frequéncia e distribuicdo de espécies de Candida nos
diferentes sitios de isolamento no HU;

A prematuridade seguida de pacientes idosos € um fator de destaque
em relagdo ao desenvolvimento de candidiase;

Pacientes internados em UTI é um importante fator predisponente na

ocorréncia de candiduria;

PARTE Il

O tempo prolongado de internagdgo em UTI é um fator chave no
estabelecimento de infecgdes causadas por Candida;

Os fatores de risco relatados parecem estar efetivamente associados
aos episddios de candidemia;

Houve uma clara diferenca no perfil de susceptibilidade entre as

diferentes espécies de Candida;
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C. krusei é uma espécie que foi isolada no HU, em diferentes sitios e
apresenta uma importante resisténcia a todos os antifungicos testados;
Ha uma correlagdo entre a menor susceptibilidade, e o perfil genotipico

de cada espécie submetida a genotipagem em relagao ao itraconazol,
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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