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Resumo

Mondelli AL. Candidemia: avaliagdo dos fatores associados e da sensibilidade ao
Fluconazol [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista; 2010.

Resumo

As leveduras vém se tornando um dos principais agentes etiolégicos das infecgoes
hospitalares encontrados em pacientes com imunossupressdao, muitas vezes
evoluindo para quadros de sepse fungica, na qual a mortalidade é elevada. Varios
fatores associados diferentes, para o desenvolvimento de candidemia, tém sido
estudados. Porém, tem-se dificuldade para escolher o tratamento desses quadros
sépticos, uma vez que os métodos utilizados atualmente para verificar sensibilidade
necessitam de técnicas trabalhosas e com resultados demorados para uso em
laboratorios de rotina médica. Os objetivos do presente trabalho foram: estudar os
fatores associados para o desenvolvimento de candidemia, bem como, comparar a
eficacia do antifungigrama, realizado por método de disco difusdo em agar 24 e 48
horas e pelo método do Etest®, para o fluconazol, com a metodologia da
microdiluicdo; além de avaliar a viabilidade da identificacdo das espécies de Candida
por metodologia automatizada, dos sistemas Vitek-Biomerieux (Durham NC, USA) e
manual, chamada de mista (tubo germinativo e Chromagar Candida (Difco, Sparks,
MD-EUA), com a metodologia tradicional de referéncia. Analisaram-se 98
prontuarios retrospectivamente do periodo compreendido entre os anos de 2000 a
2006, que possuiam amostras viaveis de Candida spp para o estudo. Os fatores
associados mais prevalentes para o desenvolvimento de candidemia no total geral
dos pacientes foram: o uso de antimicrobianos e antifungicos com 93,9% e 79,6%
respectivamente; a utilizagdo do cateter venoso central com 93,9%; a presenca de
ventilagdo mecanica com 73,5% além da nutricdo parenteral com 60,2% dos casos.
As principais espécies de Candida encontradas foram C. parapsilosis com 37,76% e
C. albicans com 33,67%; Candida n&o-albicans somaram 66,33% dos casos. A C.
glabrata apresentou o maior indice de mortalidade do estudo, com 75% dos casos,
seguida pela C. tropicalis com 57,1% e C. albicans com 54,5%. O teste do disco
difusdo com leitura visual e disco CECOM (Sao Paulo, Brasil), apos 24 horas, foi
recomendado para utilizagao na rotina laboratorial, com 81,6% de concordancia com
a metodologia padrao. O teste do disco difusdo com leitura visual e disco CECOM
(Sao Paulo, Brasil), apés 48 horas, nédo foi recomendado para utilizagdo na rotina
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Resumo

laboratorial, com somente 72,4% de concordéncia com a metodologia padrdo. O
teste da microdiluicdo pelo Etest®, com leitura visual em 24 horas, foi recomendado
para utilizacao na rotina laboratorial, com 92,8% de concordéncia com a metodologia
padrdo. O sistema Vitek-Biomerieux (Durham NC, USA), com cartdo de identificagao
das leveduras, foi recomendado para uso na rotina laboratorial, com 80,6% de
concordancia com a metodologia padrdo. O teste de identificacdo das leveduras,
realizado por identificagdo mista com tubo germinativo e Chromagar Candida (Difco,
Sparks, MD-EUA), néo foi recomendado para uso na rotina laboratorial, com apenas
62,2% de concordancia com a metodologia padrao. Portanto, uso de antimicrobianos
e do cateter venoso central, foram os fatores associados ao desenvolvimento de
candidemia mais encontrados nesses pacientes, e devem ser recomendados com o
maximo de critério pelos médicos. Além disso, a identificacdo e os testes de
sensibilidade aos antifungicos sdo muito importantes no ambiente hospitalar e
podem contribuir na sobrevida dos pacientes com candidemia.

Palavras-chave: Antifungigrama; Candidemia; Fatores de Risco

Alessandro Lia Mondelli



ABSTRACT




O 00 N oo u B~ W N

w W W N N N N N NN NN N N DN P FPRRE R R R, R R R
N B O VW 00 N O U A W N P O O 0O N OO 0 B W N +—» O©O

w
w

Abstract

Abstract

Yeasts are becoming some of the most common causes of nosocomial fungal
infections that can be found in immunocompromised patients. Such infections many
times develop to sepsis, whose mortality rate is high. Many different associated
factors for the development of candidemia have been studied, but there is a great
difficulty to choose the treatment of such cases because of the current methods of
susceptibility testing, which are usually refined and time-consuming techniques for
routine use in laboratory medicine. The aim of this study was to evaluate the factors
associated with the development of candidemia, and fluconazole efficacy in disk
diffusion test and Etest® as well as evaluate the viability of identification of Candida
species by automated system Vitek-Biomerieux (Durham NC, USA), manual method
(germinative tube) and Chromagar Candida (Difco, Sparks, MD-EUA). Ninety eight
medical charts of patients with Candida spp samples available for the study were
retrospectively analyzed. The results showed that the most prevalent risk factors to
develop candidemia were: antibiotics and antifungal agents (93.9% and 79.6%,
respectively); use of venal central catheter (93.9%); the presence of mechanical
ventilation (73.5%) and parenteral nutrition (60.2%). The main species of Candida
found were C. parapsilosis (37.76%), C. albicans (33.67%) and Candida non albicans
(66.33%). C. glabrata showed the best mortality rate (75%), followed by C. tropicalis
(57.1%) and C.albicans (54.5%). The disk diffusion test with visual reading and
Cecom disk (S&o Paulo, Brazil) after 24 hours was recommended for utilization in
laboratory routine with 81.6% agreement with the reference method. The disk
diffusion test with visual reading and Cecom disk after 48 hours was not
recommended for utilization in laboratory routine with only 72.4% of agreement with
the reference method. The microdilution by Etest® with visual reading after 24 hours
was recommended for utilization in laboratory routine with 92.8% of agreement with
the reference method. The Vitek-Biomerieux system (Durhan NC, USA) with Candida
identification card was recommended for utilization in laboratory routine with 80.6% of
agreement with the reference method. The Candida identification test performed with
manual method (germinative tube) and Chromagar Candida (Difco, Sparks, MD-
EUA) was not recommended for utilization in laboratory routine with only 62.2% of

agreement with the reference method.

Key-words: antifungal susceptibility; candidemia; Risk Factors
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1 INTRODUGAO

Diversos autores tém ressaltado um aumento global da incidéncia de
leveduras nos ultimos 20 anos. Entre as infec¢des invasivas causadas pelo género
Candida, enfatizamos a relevancia clinica dos casos de infeccdo da corrente
sanguinea, complicagao esta conhecida como candidemia (Colombo & Guimaraes,
2003). Hoje em dia, a Candida spp, se encontra entre as cinco principais infec¢des
da corrente sanguinea dos hospitais. O aumento na frequéncia de candidemia
também tem sido observado particularmente entre pacientes em uso de
antimicrobianos, terapia imunossupressora, nutricdo parenteral, e em pacientes
expostos a multiplos procedimentos invasivos (Nucci et al., 2002; Franca et al.,
2008). Alguns estudos estimam a atribuicdo da mortalidade em 38% (Wey et al.,
1988) porém, as taxas podem variar de 50 a 60% (Karabinis et al., 1988; Wey et al.,
1988; Bross et al., 1989; Komshian et al., 1989). Na ultima década, é crescente o
numero de trabalhos documentando alteracdes na susceptibilidade das leveduras do
género Candida as drogas antifungicas. Embora muitos sejam os trabalhos relatando
que a maioria dos isolados apresenta-se sensivel ao fluconazol, ja foi observado o
desenvolvimento de resisténcia em pacientes previamente expostos aos azois.
(Nolte et al., 1997; Safdar et al., 2001; Kersun et al., 2008). Em relagdo aos aspectos
epidemioldgicos, a identificacdo da espécie da levedura e o antifungigrama é etapa
fundamental para a monitorizacdo das taxas de infecgado hospitalar bem como para
identificacdo precoce de surtos de infecgbes por Candida (Ruiz et al., 2005).
Portanto, saber quais sédo os fatores de risco para desenvolvimento de candidemia,
identificar a espécie da levedura, realizar o antifungigrama de uma maneira rapida e
correta, e tratar o paciente o mais rapidamente possivel, sdo elementos

fundamentais na sobrevida desse tipo de paciente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

As leveduras do género Candida pertencem a Divisdo Eumycota,
Subdivisdo Deuteromycotina, Classe Blastomycetes e a Familia Cryptococcaceae,
apresentando desenvolvimento unicelular predominantemente e muitas vezes
reproduzindo-se por brotamento unilateral. Possuem distribuicdo universal, podendo
ser encontradas em homens ou animais, solos, agua, vegetais, alimentos e em
diversos ambientes, inclusive os hospitalares (Komshiam, 1989; Lacaz, 1991; Paula,
1999; Matsumoto, 2001).

O género Candida possui acima de 200 espécies, tendo como
representante principal a C. albicans, que & o patdgeno oportunista de maior
incidéncia dentre todas as outras espécies (Valdivieso, 1976; Horn, 1985; Odds,
1988; Ghannoum & Abu-Elteen, 1990; Bodey, 1993).

Algumas espécies de leveduras fazem parte da microbiota humana. A
fonte endégena é a de maior importancia para o desenvolvimento de doencgas
fungicas em humanos (Odds, 1988; Dembry, 1994; Weissman, 1995). As leveduras
que possuem a capacidade de crescer a 37° C s&do potencialmente patogénicas para
o homem, tornando-se de grande importéncia pela alta frequéncia com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano. As espécies de Candida podem ser
encontradas no trato gastrointestinal em aproximadamente 20 a 80% da populagéo
adulta saudavel. Entre as mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizagao
vaginal por Candida spp. Estes microrganismos comensais podem se tornar
patogénicos quando ocorrem alteragées nos mecanismos de defesa do hospedeiro
ou quando ocorre comprometimento de alguma barreira anatémica, tais como

queimaduras e procedimentos médicos invasivos (Dignani et al., 2003).

A mudanga do fungo do estado comensal para o patogénico ocorre
possivelmente por motivo de imunodeficiéncia (deficiéncia nos mecanismos de
defesa), que é a condigao bioldgica mais favoravel para o mesmo causar infecgdes e
doencas ao hospedeiro (Emmons,1962; Utz,1962; Odds,1988; Ruechel,1990).

Algumas das espécies de Candida tém a propriedade de formar estruturas

filamentosas, como hifas e pseudohifas, sendo esta caracteristica um obstaculo a
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fagocitose, principal mecanismo de defesa contra as infecgbes. Em infecgdes
graves, com grande quantidade de leveduras e alta carga antigénica, pode haver
depressao da imunidade celular, ocorrendo assim, a infecgdo fungica hematogénica
(Lacaz et al., 2002). Alteragbes dos mecanismos de defesa do hospedeiro podem
ser decorrentes de mudangas fisioldgicas caracteristicas, como na prematuridade
em neo-natos e envelhecimento nos idosos ou mais frequentemente, associadas a
doencgas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e

imunodepresséao induzida por atos médicos (Dignani, 2003).

Portanto, quando as condigdes imunologicas do hospedeiro s&o alteradas
por qualquer fator agressor como diabetes mellitus, tratamentos prolongados com
antibidticos ou corticosteréides, desnutricdo, uso de protese dentaria ou cardiaca,
contato com enfermos de candidose, a Candida spp., até entdo sapréfita, pode
tornar-se patogénica, multiplicar-se, invadir os tecidos do hospedeiro, disseminar-se,
até tornar-se, em raras ocasioes, sistémica (Garcia & Siqueira, 1988).

A importancia das infecgdes por leveduras € ressaltada por diversos
autores que detectaram aumento global da incidéncia nos ultimos anos, de forma
alarmante. Entre as infecgbes invasivas causadas pelo género Candida, vale
salientar a relevancia clinica dos casos de infeccdo da corrente sanguinea,
complicagdo esta conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica
(Colombo & Guimaraes, 2003). Na verdade, o termo candidiase hematogénica
engloba um espectro amplo de situagbes clinicas, incluindo desde episédios
isolados de candidemia até casos onde o fungo presente na corrente sanguinea
dissemina-se para um ou varios 6rgdos do hospedeiro infectado (Colombo, 2000,
Matsumoto et al., 2001). A partir da década de 80, a incidéncia de candidemias
aumentou substancialmente em hospitais terciarios de todo o mundo (Wisplinghoff et
al.,, 2004) e atualmente essas infeccbes tém emergido como o0s maiores
responsaveis pela morbidade e mortalidade nos pacientes imunodeprimidos
(Fromtling et al., 1993; Pfaller et al., 2000, 2008).

A ocorréncia de casos de candidemia em hospitais terciarios aumentou
substancialmente nas ultimas décadas em diferentes partes do mundo. Espécies do
género Candida spp., em particular Candida albicans, tém emergido como

importantes patdgenos nosocomiais, estando associadas a quase 80% de todas as
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infeccbes fungicas nosocomiais, representando a maior causa de fungemia
(Almirante et al., 2005; Ostrosky - Zeichnner et al., 2006).

Entre o periodo de 1970 a 1979, dados do sistema norte-americano NNIS
(National Nosocomial Infections Surveillance) (Allen et al.,1981) mostraram aumento
persistente nas taxas de infecgdes na corrente sanguinea, quando a Candida spp.
nao figurava nem entre os dez agentes etioldgicos mais frequentes dessas infecgbes
em 1975. Em 1983 elas ja apareceram em sexto lugar com 5,6% das infeccbes na
corrente sanguinea. Em adigédo, dados do programa de vigilancia epidemiolégica de
infeccbes hospitalares do estado norte-americano da Virginia, abrangendo 112
hospitais, documentaram ter havido aumento significativo na incidéncia de
candidemia entre os anos de 1978 e 1984 (Morrison et al.,1986). Entre os anos de
1980 e 1982, dados norte-americanos de todo o pais mostravam que as espécies de
Candida representavam 4,5% das etiologias de infec¢des hospitalares e 4,7% das
infeccbes hospitalares na corrente sanguinea, (Hughes et al., 1983). Os
microrganismos do género Candida foram apontados nos anos 80 como a nona
causa de infecgdes na corrente sanguinea nos hospitais de ensino (Hughes et
al.,1983). Dados do NNIS de 1983 mostraram que 5,6% das infecgbes na corrente
sanguinea foram causadas por Candida spp; a taxa de candidemia hospitalar
aumentou mais de duas vezes entre os anos de 1980 e 1984 (Jarvis et al., 1984).
Em meados da década de 80, muitas Instituigcdes, incluindo unidades de oncologia,
hospitais universitarios e comunitarios relataram que os fungos estavam se tornando
patdogenos comuns em infecgdes nosocomiais. (Anaissie et al., 1989; Horn et al.,
1985).

Portanto, nos Estados Unidos, no inicio dos anos 80, Candida spp.
apresentava-se como o0 nono patégeno mais frequente entre as infecgdes
nosocomiais. No periodo de 1986 a 1990, ja se encontrava entre os cinco agentes
prevalentes em hemoculturas de pacientes hospitalares. Nos anos 90, segundo
dados obtidos por Pfaller et al. (1998a, b, c¢), Candida spp responderam por 8% dos
episodios de infecgado de corrente sanguinea, sendo considerada a quarta principal
causa dessas infecgbes em hospitais terciarios americanos. Na Europa, Voss et al.
(1996) em um estudo retrospectivo na Holanda verificaram um aumento de
aproximadamente 100% nas candidemias. No Brasil, Colombo et al. (1999; 2007)

conduziram estudos epidemioldgicos reunindo dados sobre infeccbes de corrente
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sanguinea documentados em quatro hospitais da cidade de Sdo Paulo. Durante 12
meses, 7038 episodios de bacteremias e fungemias foram avaliados, sendo que
Candida spp. respondeu por 4.3% do total das infec¢des de corrente sanguinea.

Entre 1980 a 1990, foi descrito nos Estados Unidos um constante
aumento na taxa de infec¢gdes fungicas nosocomiais. A proporcdo de infecgdes
nosocomiais devidas a fungos aumentou de 6.0% em 1980 para 10.4% em 1990, em
todos os principais sitios de infeccdo nosocomial: infec¢do de sitio cirurgico,
pneumonia, infecgado do trato urinario e infecgdo na corrente sanguinea (Beck-Sague
et al.,1993).

A sepse é considerada uma causa importante de hospitalizacdo e a
principal causa de morte em unidades de terapia intensiva (UTI) (Engel et al., 2007;
Alberti et al., 2003). Em 1990, o Centro de Controle e Prevencgao de Doengas (CDC)
calculou que, nos Estados Unidos, houve uma incidéncia de 450 mil casos de sepse
por ano e mais de 100 mil mortes. Hoje em dia, nos Estados Unidos, cerca de
700.000 pacientes por ano desenvolvem sepse, com taxa de mortalidade entre 30 e
70%, apesar da terapia de suporte e outras intervencdes terapéuticas disponiveis
(Riedemann, 2003). A sepse é particularmente comum em idosos e a mortalidade
aumenta com a idade. Portanto, com o aumento da média de idade da populagao a
incidéncia de sepse deve aumentar substancialmente (Angus et al., 2001) e
consequentemente os casos de fungemia. A frequéncia de infecgdo da corrente
sanguinea causada por fungos aumentou 207% nos ultimos 10 anos (Martin et al.,
2003). Destas infeccdes, 80% sao causadas por espécies de leveduras do género
Candida (Becke-Sague et al.,1993; Jarvis et al. , 1995), sendo considerada a quarta
causa de sepse (Edmond et al., 1999), correspondendo a 5% -10% segundo dados

do NNISS - Nosocomial Infection Surveillance System (Eggimann et al., 2003).

Além de ser a quarta causa mais comum de infecgdo na corrente
sanguinea em hospitais terciarios, a candidemia tem sido associada a longa
permanéncia hospitalar e alta mortalidade (Barberino et al., 2006; Edmond et
al.,1999; Pittet et al.,1997; Wey et al. ,1988).

Apesar da incidéncia relativamente baixa, a letalidade global devido a
candidemia € alta, em torno de 40% a 60%, e a atribuida varia entre 20% e 50%,
sendo menor em criangas (Colombo et al., 1999; Yamamura et al., 1999; Bukharie,
2002; Viudes et al., 2002; Gudlaugsson et al., 2003; Hajjeh et al., 2004). A alta
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mortalidade (de 40 a 60%) dos pacientes que desenvolvem candidemia durante a
internagéo € decorrente particularmente do diagndstico tardio e das comorbidades
(Colombo et al., 2003).

A mortalidade atribuida a infeccdo por Candida € muito dificil de
averiguar, porque a infecgao tende a ocorrer concomitantemente com varias outras
doengas no paciente. Alguns estudos estimam a atribuicdo da mortalidade em 38%
(Wey et al., 1988), porém, as taxas podem variar de 50 a 60% (Karabinis et al.,
1988; Wey et al., 1988; Bross et al., 1989; Komshian et al., 1989). Outra evidéncia
da agressividade das infecgdes por Candida € a grande proporgao de pacientes
diagnosticados com candidemia cuja causa da morte € atribuida, principalmente, a
Candida spp. (Wey et al., 1988; Fraser et al., 1992; Lecciones et al., 1992).

O aumento na frequéncia de candidemia também tem sido observado
particularmente entre pacientes em uso de antimicrobianos, terapia
imunossupressora, nutricdo parenteral e em pacientes expostos a multiplos

procedimentos invasivos (Nucci et al., 2002; Franga et al., 2008).

Durante os ultimos anos, a incidéncia destas infec¢des (candidemia) tem
aumentado, em parte devido as técnicas precisas utilizadas no diagnostico e ao
aumento do numero de pacientes com AIDS, 6rgéos transplantados (Fromtling et al.,
1993), uso de agentes antimicrobianos de amplo espectro, cateteres intravenosos,
nutricdo parenteral, agentes citotoxicos, corticosterdides potentes e outros fatores
(Nagar et al., 1990).

As infecgcdes nosocomiais causadas por Candida spp. tém predominado
em varios tipos de pacientes, como por exemplo os recém-nascidos prematuros,
porém dois grandes grupos tém se destacado: um, daqueles pacientes severamente
imunodeprimidos, receptores de transplante de 6rgaos soélidos ou medula éssea, ou
portadores de neoplasias, individuos considerados persistentemente neutropénicos
como consequéncia de terapia imunossupressora; outro, aqueles pacientes
submetidos a cirurgias complexas, como a cardiaca ou a abdominal, debilitados,
expostos a varios procedimentos invasivos, cuja resposta imune é decrescida pelo

uso sistémico de corticosterdides (Meunier et al., 1992; Macphail et al., 2002).

A frequéncia de espécies de Candida albicans e nao-albicans é

influenciada pela populacdo de pacientes estudada, a terapéutica utilizada e/ou
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outras medidas (Abi-Said et al., 1997; Pfaller, 1996; Nucci & Colombo, 2007; Pfaller
et al., 2008).

Habitualmente, as candidemias apresentam-se na forma de infecgao
hospitalar, aquela infecgdo relacionada a internagcdo ou a procedimentos
hospitalares, apds a admissao do paciente e que se manifesta durante a internacao
ou apos a alta (Montelli, 2002). A aquisicdo de infecgdo hospitalar depende de uma
complexa interacdo entre hospedeiro suscetivel, o agente infeccioso e o meio
ambiente (hospital). Os fatores referentes ao patégeno incluem a dose do inéculo
suficiente para causar infec¢do, patogenicidade e viruléncia. O controle da infecgéo
fungica hospitalar requer conhecimento do hospital como um complexo ecossistema
(Ghannoum & Abu-Eleen, 1990). A habilidade em causar doenga esta mais
relacionada com o status imunologico do hospedeiro do que com seus fatores de
viruléncia. Fundamentalmente, os fatores de viruléncia desse fungo sdo a sua
capacidade de adesdo a mucosas, a producédo de enzimas (lipases e proteinases) e
a habilidade que Candida spp. tem de alterar seu fendtipo, adaptando-se ao
microambiente (switching). A aderéncia e a permanéncia da Candida spp. nos
tecidos humanos e superficies sintéticas, associadas a ruptura das barreiras de
defesa naturais do hospedeiro, fazem-se necessarias para se iniciar sua
patogenicidade (Rinaldi, 1993). As infecgbes hospitalares constituem graves
problemas de Saude Publica e estdo entre as principais causas de morbidade e
mortalidade no ser humano, acarretando aumento no tempo de hospitalizacéo e,
consequentemente, gerando elevados custos adicionais para o tratamento do
doente (Barchiesi et al., 2004).

Em 1963 eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida como
causadoras de doengas humanas, incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. stellatoidea e C. guilliermondii. Atualmente, sdo conhecidas cerca de 17
espécies de Candida implicadas em micoses superficiais ou invasivas de seres
humanos (Dignani et al., 2003). Dentre as mais de 200 espécies de Candida, menos
de 10% delas sao consideradas como patdégenos para humanos. As principais
espécies de interesse clinico sao: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae. Entretanto, nimero progressivo

de casos relacionados a espécies emergentes de Candida tem sido descrito,
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envolvendo isolamentos de C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. ultilis,

C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua, entre outras (Coleman et al., 1998).

Embora a Candida albicans seja a principal espécie isolada de pacientes
com fungemia (Pfaller et al., 1998a,b,c; Sandven et al., 1998; Krcméry et al., 2000),
tém aumentado os relatos de infecgbes causadas por espécies ndo albicans (Lacaz
et al.,, 2002; Colombo et al. 2007). Em relagdo a Candida albicans, esta espécie
apresenta forte aderéncia a mucosa e forte atividade secretdria de lipases e
proteinases. E considerada a espécie mais virulenta (Rinaldi, 1993). Em
consequéncia dessa viruléncia, este fungo é o mais frequentemente envolvido em
infecgdes fungicas superficiais e profundas e € responsavel por cerca de metade dos
episédios de candidemia (Marchetti et al., 2004; Roilides et al., 2004; CIliff et al.,
2005; Martin et al., 2005). Infelizmente, além da alta frequéncia, a taxa de
mortalidade associada a essa espécie é elevada (Yamamura et al., 1999; Alonso-
Valle et al., 2003; Ben-Abraham et al., 2004; Wisplinghoff et al., 2004). A Candida
glabrata representa de 8% a 24% dos episodios de candidemia (Taylor et al., 1994;
Blot et al., 2002; Alonso-Valle et al., 2003; Colombo et al., 2003). Candida
parapsilosis € a espécie nao-albicans mais frequente em criancas, principalmente
em recém-nascidos (RNs) (Diekema et al., 2002; Almirante et al., 2005; Chem et al.,
2005). Também vale ressaltar que C. parapsilosis esta relacionada com uso de
cateter venoso central (CVC) e de nutrigdo parenteral total (NPT). A C. parapsilosis
apresenta a mais baixa taxa de mortalidade entre as espécies (Bukharie, 2002;
Alonso-Valle et al., 2003; Hajjeh et al., 2004; Almirante et al.,, 2005). A Candida
guilliermondii raramente causa infec¢do em humanos e nao aparenta ter fatores de
risco especificos para determinar candidemia (Krcmery & Barnes, 2002). A
mortalidade atribuida é de 50% (Cheng et al., 2005).

Entre as espécies nao-albicans, C. glabrata ocasiona maior mortalidade
que as outras, podendo chegar até 78%. Ja as menores taxas de mortalidade s&o
encontradas entre os pacientes com candidemia por C. parapsilosis (4% a 20%). A
mortalidade nos casos de candidemia por C. albicans varia de 25% a 45% (Viudes et
al., 2002; Alonso-Valle et al., 2003; Wisplinghoff et al., 2004; Aquino et al., 2005).

A Candida tropicalis, assim como a C. albicans, apresenta boa aderéncia

z

a mucosa e tem alta atividade secretéria de lipases e proteinases (Rinaldi, 1993). E

uma das espécies de Candida nao-albicans (CNA) mais prevalentes ao redor do
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mundo. Ocorre mais em pacientes adultos, neutropénicos e/ou com cancer (Kao et
al., 1999; Almirante et al., 2005). Internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI),
cateter venoso central, antibioticoterapia prévia estdo entre os fatores de risco para
este fungo (Yamamura et al., 1999). Apresenta taxa de mortalidade de 33% a 50%
(Kao et al., 1999; Krcmery & Barnes, 2002; Lupetti et al., 2002; Pfaller et al., 2002;
Chang et al., 2003; Ben-Abraham et al., 2004; Almirante et al., 2005). A Candida
krusei é pouco frequente e ocorre geralmente em pacientes com neutropenia, com
cancer e/ou infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Kao et al.,
1999; Almirante et al., 2005). Por ser intrinsicamente resistente ao fluconazol, a
profilaxia com este antifungico tem sido apontada como fator de risco para
candidemia por essa espécie (Krcmery & Barnes, 2002). A mortalidade geral e
atribuida é alta, podendo chegar a 80% e 40%, respectivamente (Viudes et al.,
2002).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via
enddgena, pela translocagdo do patdgeno através do trato gastrointestinal, local
onde ha rica colonizagdo por Candida spp. em até 70% da populacdo normal. A
maior parte das candidemias é precedida pelo evento colonizacdo pela mesma
especie de levedura, que é considerado um fator de risco independente para o seu
desenvolvimento. Métodos de genotipagem mostram a similaridade entre cepas
colonizantes e infectantes, comprovando a provavel origem enddégena da maioria

das infecgdes por tais patdogenos (Cole, 1996; Nucci, 2001)

Infecgdes hematogénicas por Candida spp. também podem ser adquiridas
por via exodgena, através do contato das mé&os de profissionais de saude, com
pacientes portadores de cateteres vasculares em posicao central, implante de
proteses contaminadas, bem como pela administragdo parenteral de solugdes
contaminadas (Wenzel, 1995; Pfaller, 1996). Acredita-se que a maior parte das
candidemias € sempre precedida pelo evento colonizagdo pela mesma espécie de
levedura, o que é considerado um importante fator de risco para o desenvolvimento
destas infecgdes (Cole et al.,1996; Nucci et al., 2001). A frequéncia de infec¢des
hematogénicas por Candida tem aumentado consideravelmente, especialmente em
unidades de terapia intensiva e ou assisténcia a pacientes criticos (Ostrosky -
Zeichnner et al., 2006; Nucci M, 2002).
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Além disso, a capacidade de Candida spp. em sobreviver em meio
inanimado torna maior a possibilidade de infecgdo por via exdégena de pacientes
debilitados (Pfaller, 1995).

Deste modo, a fonte da infecgcdo sistémica por Candida spp. tem sido
motivo de consideravel debate: enquanto muitos dados favorecem que a aquisicéo
do fungo possa ser exdgena, a partir da pele (Bjornson et al., 1982; Benoit et al.,
1998), outros sugerem que o trato gastrointestinal seja a principal fonte da infecgao
(Cole et al., 1996). Argumentos favorecendo a aquisicdo exogena incluem a
frequente associagdo de candidemia com o uso de cateteres intravenosos,
particularmente com cateteres de intensa manipulacdo ou em pacientes sob
tratamento com nutricdo parenteral, e a associacdo entre o uso de cateteres
intravenosos e infecgdes por Candida parapsilosis (Levy et al., 1998; Weems et al.,
1992). Estima-se que 25-80% das candidemias sejam relacionadas a cateteres
venosos centrais (Eggimann et al., 2003). Em revisdo da literatura (Nucci et al.,
2001), os autores concluiram que, apesar da caréncia de estudos para definir a
questao, os dados disponiveis (estudos experimentais, clinicos e de base molecular)
sugerem que o trato gastrointestinal seja a principal origem da infecgao disseminada.
E possivel que a perda da integridade do trato gastrointestinal, devido a cirurgias,
doencgas ou quimioterapia citotoxica, crie uma via de acesso por onde o fungo possa
atingir a corrente sanguinea (Cole et al., 1996). Disseminacé&o sistémica de Candida
a partir de infecgao do trato urinario baixo é evento raro, ocorrendo frequentemente
em pacientes com obstru¢gdes na via urinaria. (Lundstrom T, 2001; Ang BS, 1993)
Assim, é possivel que ambas as vias contribuam para a génese da candidemia;

casos individuais podem estar relacionados a uma ou outra fonte.

No Brasil, as principais espécies causadoras de candidemia sao Candida
albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis (Colombo et al., 2000; 2006). A
incidéncia de candidemia foi analisada prospectivamente em 11 centros hospitalares
publicos das regides Sul, Sudeste e do Distrito Federal (Colombo et al., 2006).
Observou-se uma taxa de 2,4 casos por 1.000 admissdes hospitalares, enquanto
estudos em hospitais terciarios dos EUA e da Europa observaram taxas muito mais
baixas, em geral menores que um episédio de candidemia por 1.000 admissdes
hospitalares (Colombo et al., 2006; Wisplinghoff et al., 2004). Diferente dos Estados
Unidos, onde a emergéncia de espécies ndo-albicans parece associada a pressao
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seletiva do uso de fluconazol, no Brasil as espécies nao-albicans mais prevalentes

s&o sensiveis a este farmaco (Rex et al., 2001).

Sepse fungica neonatal, também denominada de candidemia neonatal, é
uma condigdo muito grave, relacionada a elevada morbidade e mortalidade,
especialmente nos recém-nascidos (RN) de muito baixo peso (RN-MBP).
Candidemia é a terceira causa mais comum de sepse tardia no neonato de muito
baixo peso (peso de nascimento < 1500g), acometendo cerca de 10% desta
populacéo e de até 15% nos extremo baixo peso de nascimento (EBPN) <1000g,
sendo elevada a letalidade associada a estas infec¢des: 44% (Kossoff, 1998). A
sepse fungica vem se tornando frequente no periodo neonatal, principalmente entre
os recém-nascidos (RN) de muito baixo peso ao nascer. A incidéncia € inversamente
proporcional a idade gestacional e ao peso de nascimento, variando entre 10% e
28% nos menores de 1.000 g (Baley et al., 2003).

Estudo recente relata a alta incidéncia de morte e déficit neurolégico no
seguimento destes RN que apresentaram candidemia no periodo neonatal
(Benjamin, 2006). Os avangos na terapia intensiva neonatal levaram a maior
sobrevida dos RN com baixo peso de nascimento < 1500g ou gravemente doentes,
0s quais sao submetidos a procedimentos invasivos e consequente elevagao do
risco de infeccdo nosocomial, incluindo as candidemias. A prevencao das infecgdes
hospitalares nesta situacdo € um desafio bastante dificil, visto que a imunidade
desta populacdo é imatura e a barreira cutanea também ¢é ineficaz e despreparada.
Além disso, o diagndéstico de candidiase invasiva nesta faixa etaria € extremamente
dificil, necessitando ser realizado e suspeitado de forma precoce, na tentativa de

melhorar o progndstico do paciente (Richtmann, 2005).

Os principais agentes relacionados com o choque séptico em neonatos e
adultos sao: 45% bactérias Gram negativas, geralmente enterobactérias
(Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp. etc...),
Pseudomonas aeruginosa e Bacteroides fragilis; 45% bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus spp.,
Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae em neonatos); 10% por
leveduras do género Candida (Engel C, 2007; Alberti C, 2003).

Kossoff et al. (1998), em estudo retrospectivo realizado em Norfolk — EUA,

analisaram 15 anos de candidemia em unidade de terapia intensiva neonatal (UTIN),
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encontrando um aumento de incidéncia de candidemia de 2,5 casos/1000 de
admissodes no periodo de 1981 a 1985 para 4,6/1000 de 1986 a 1990 e 28,5/1000 de
1991 a 1995 (p=0,001). Em relacdo a espécie de Candida, neste mesmo estudo a
Candida albicans predominou no primeiro periodo, ou seja, de 81 a 90 e a Candida
parapsilosis predominou no periodo seguinte (91 a 95), sendo responsavel por 60%
dos casos. Em relacdo a mortalidade, a Candida albicans relacionou-se a maior risco
de morte quando comparada a Candida parapsilosis, 26% e 4% respectivamente
(p=0,002; RR = 7; 95% de intervalo de confianga, 1,7 a 30).

Todo esforgo para prevenir infeccédo fungica nos neonatos, especialmente
nos extremos de baixo peso, € muito bem vindo. Tem-se relatado de forma
crescente na literatura o uso benéfico da profilaxia com fluconazol para a prevencao
da colonizagao e infeccdo por Candida spp. nos RN de muito baixo peso. Kaufman
et al. (2001; 2005) demonstraram que o uso profilatico do fluconazol foi bem tolerado
e nao houve emergéncia de resisténcia no periodo, porém o estudo mais recente

nao tinha o poder para demonstrar equivaléncia.

A mortalidade total para candidemia neonatal varia entre 15 e 59% e a
Candida spp. € considerada a terceira causa mais comum de sepse tardia em
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (Rodriguez et al., 2006). Muitas infecgbes
fungicas no periodo neonatal sdo causadas por Candida albicans e Candida
parapsilosis. Nos ultimos anos, entretanto, o numero de infecgbes por outras
especies, incluindo Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida kruzei, Candida

lusitaniae e Candida guilliermondii aumentaram (Moreira, 2005).

O National Epidemiology of Mycosis Study Group, estudando 6 unidades
neonatais nos Estados Unidos, relata que, em um periodo de 2 anos, 1,2% dos RN
apresentou candidemia, sendo que 82% eram RN de muito baixo peso ao nascer
(Saiman, 2000).

No Brasil, infeccbes por Candida parapsilosis foram descritas tanto em
RN de muito baixo peso ao nascer como em adultos (Silva et al., 2001). Infecgbes
causadas por Candida parapsilosis eram relatadas em neonatos de muito baixo
peso e em adultos (Moreira, 2005). Em Sao Paulo, autores relatam Candida
parapsilosis como a espécie mais frequentemente isolada em hemoculturas e
cateteres intravasculares de criangas com candidemia (Matsumoto et al., 2002). No
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC/FMB), de um total
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de 6417 amostras de hemoculturas positivas avaliadas, no periodo de janeiro de
1991 a dezembro de 1994, foram isoladas 222 (3,5%) amostras positivas para
Candida spp., as quais foram oriundas principalmente das unidades de pediatria e

bercario (Sugizaki et al., 1998).

2.1 FATORES DE RISCO

Numerosos estudos tém identificado fatores de risco para o
desenvolvimento de infecgdes sistémicas por Candida spp. A maioria destes fatores
foi identificada em pacientes imunocompetentes criticamente enfermos (Eggimann et
al., 2003), muitos deles sao fatores comuns a pacientes hospitalizados, sendo assim
dificil determinar quais os individuos se encontram em maior risco para o
desenvolvimento da infecgcdo. Os pacientes mais comumente afetados sao aqueles
com doengas neoplasicas malignas, pacientes com cursos pds-operatorios
complicados e pacientes queimados; entre os pacientes com cancer, a associagao
mais comum tem sido com leucemia aguda (Bodey et al., 1984, Viscoli et al., 1999).
Estudos indicam que 10 - 40% dos pacientes que morrem com leucemia aguda tém
evidéncia de doencga fungica disseminada a autopsia e que os fungos sdo a causa
de morte em cerca de um quinto destes pacientes (Bodey et al., 1984; Myerowitz et
al., 1977; DeGregorio et al., 1982).

Em estudo classico de fatores de risco para candidemia nosocomial,
publicado em 1989 (Wey et al., 1989), foram identificados 28 potenciais fatores de
risco. Alguns destes fatores de risco para desenvolvimento de infecgédo fungica sao
comuns a infecgdes hospitalares por outros agentes, como bacilos gram-negativos
multi-resistentes, Staphylococcus aureus meticilino-resistentes, enterococos

resistentes a glicopeptideos e Clostridium difficile (Safdar et al., 2002).
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2.2 COLONIZACAO

Prévia colonizacédo por Candida spp. € um dos principais fatores de risco
para candidemia, na maioria das séries que estudaram esta variavel (Horn et al.,
1985; Wey et al., 1989; Bross et al., 1989; Saiman et al., 2001). Varios elementos
suportam a colonizacdo como importante fator para subsequente infecgdo: o
crescimento acentuado de Candida spp. em espécimes obtidos da cavidade
peritoneal pode predizer infecgdo subsequente (Calandra et al., 1989; Sandven et
al., 2002); grande quantidade de Candida spp. nas fezes em pacientes com cancer e
em neonatos de baixo peso foi também identificado como fator de risco significativo
para candidemia (Eggimann et al.,, 2003; Richet et al., 1991), assim como
colonizacido de multiplos sitios corporais € fator de risco independente para infecgao
invasiva (Eggimann et al., 2003; Wey et al., 1989; Karabinis et al., 1988; Richet et al.,
1991). Embora apenas 5-15% dos pacientes hospitalizados estejam colonizados por
Candida a admissao (Eggimann et al., 2003), a proporgao de individuos colonizados
pode chegar a mais de 80% durante permanéncia prolongada em unidade de terapia

intensiva (Nunes et al., 2000).

2.3 USO DE ANTIMICROBIANOS

Exposi¢ao prévia ou concomitante a antimicrobianos é um dos principais
fatores de risco para candidemia (Wey et al., 1989; Bross et al., 1989; Karabinis et
al., 1988; Richet et al., 1991; Vazquez et al., 1993; Tumbarello et al., 1999). Embora
potencialmente associado, com qualquer agente, a pressao de selegao parece ser
mais pronunciada com o uso de cefalosporinas e com o uso de drogas com atividade
contra anaerdbios. Quanto maior o espectro e duragao da terapia antimicrobiana,

maior parece ser o risco (Eggimann et al., 2003; Pittet et al., 1994).
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24 NEUTROPENIA

Como a adequada fungdo dos neutréfilos € um componente essencial da
defesa do hospedeiro contra fungos, a quimioterapia e a neutropenia sao fatores de
risco constantemente identificados. O risco de infecgado fungica parece ser maior
com neutropenia prolongada ou muito acentuada (Abi-Said et al., 1997; Bross et al.,
1989; Richet et al., 1991; Nucci et al., 2002).

2.5 CATETER VENOSO CENTRAL

O cateter venoso central aparenta ser o fator de risco mais comum para o
desenvolvimento de candidemia em pacientes nao-neutropénicos ou que nhao

apresentam imunodeficiéncia (Rex et al., 1996).

Ha forte associagcdo entre candidemia e uso de cateteres venosos
centrais, especialmente nas infecgbes por Candida parapsilosis (Bjornson et al.,
1982; Benoit et al., 1998; Levy et al., 1998; Weems et al., 1992; Wey et al., 1989;
Bross et al., 1989; Karabinis et al., 1988; Tumbarello et al.,1999).

Aproximadamente dois tercos das fungemias primarias estdo associadas
ao uso dos cateteres venosos centrais e aparecem na mesma proporgdo em
pacientes de UTI. Pacientes que utilizam esses cateteres tém trés vezes mais
chance de ter fungo isolado em hemocultura que pacientes que n&o estdo em uso
desse procedimento. Espécies de Candida representam mais de 70% dos fungos
isolados em infec¢des fungicas associadas a cateteres intravasculares (Matsumoto
et al., 2002).
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26 CORTICOTERAPIA

O uso de corticosteroides tem sido associado com o desenvolvimento de
candidemia (Abi-Said et al., 1997; Wey et al., 1989; Bross et al., 1989; Nucci et al.,
2002; Botas et al., 1995). Corticoterapia pode predispor o paciente a candidemia
breakthrough (“de escape”), possivelmente por supressao da fungédo de neutréfilos e
macrofagos ou por aumentar a colonizagdo fungica no tubo digestivo, como
demonstrado em modelos experimentais (Nucci et al., 2002). Ainda, em modelos
animais, a administracdo de corticosteréides pode elevar a frequéncia de

disseminagao hematogénica de espécies de Candida (Nucci et al., 2002).

2.7 PROCEDIEMNTOS CIRURGICOS

Cirurgias, especialmente aquelas envolvendo o trato gastrointestinal,
foram associadas em varios estudos a maior risco de candidemia (Eggimann et al.,
2003; Abi-Said et al., 1997; Karabinis et al., 1988; Saiman et al., 2000; Petri et al.,
1997; Blumberg et al., 2001; Collins et al., 1994; Slavin et al., 2002). Estes estudos
sugerem que o rompimento da barreira gastrointestinal pode facilitar a translocagao
das leveduras de seu ambiente natural (aparelho gastrointestinal) para a via

hematogénica.

2.8 OUTROS FATORES DE RISCO

Safdar et al., em 2004, avaliaram preditores de mortalidade entre
pacientes imunocompetentes com candidemia e identificaram que neutropenia,
cirrose, diabetes mellitus e antibioticoterapia estavam associadas com maior

mortalidade nesse grupo. Ja entre os pacientes imunodeprimidos, candidemia
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persistente por espécies nao-albicans, insuficiéncia renal e bacteremia concomitante

estavam associadas com maior mortalidade.

Os fatores que aumentam a presenca intestinal de Candida, como 0 uso
de antibidticos e a ocluséo intestinal, ou determinam a atrofia ou lesdo de mucosa
intestinal, como o jejum prolongado, a hipotensdo, a quimioterapia e sobretudo a
hiperalimentagdo, potencializam a translocagdo do tubo gastrointestinal para a

corrente sanguinea (Alexander, 1990).

Outros fatores de risco para candidemia incluem queimadura extensa
(Karabinis et al., 1988), presenga de cateter urinario (Wey et al., 1989; Bross et al.,
1989), diarréia (Bross et al., 1989), ileo paralitico (Bross et al.,1989), multiplas
transfusdes (Wey et al., 1989), sangramento gastrointestinal (Bross et al., 1989), uso
de antiacidos ou bloqueadores H2 (Bross et al., 1989; Saiman et al., 2000),
insuficiéncia renal ou hemodialise (Wey et al., 1989; Bross et al., 1989; Blumberg et
al., 2001; Collins et al., 1994), dieta enteral (Richet et al., 1991; Patel et al., 1996;
Rossetti et al., 1995), idade (Eggimann et al., 2003; Karabinis et al., 1988; Goodrich
et al., 1991); insuficiéncia hepatica (Patel et al., 1996; Rossetti et al., 1995),
transplante (Collins et al., 1994), transferéncia de casa geriatrica (Bross et al., 1989),
ventilagdo mecanica (Wey et al., 1989; Bross et al., 1989; Karabinis et al., 1988;
Richet et al.,, 1991; Saiman et al., 2000; Tumbarello et al., 1999; Rossetti et al.,
1995), duragao da internagao (especialmente permanéncia prolongada em unidade
de terapia intensiva) (Wey et al.,, 1989; Bross et al., 1989; Saiman et al., 2000;
Ekenna et al.,, 1993), bacteremia prévia e diabete melito (Michalopoulos et al.,
2003).

Existem varios outros estudos que também abordam esses mesmos
fatores de risco, ja citados, associados a candidemia (Nielsen et al., 1991; Bodey et
al., 1992; Meunier et al., 1992; Pfaller, 1992; Bodey, 1993; Edwards et al., 1997;
Uzun et al., 1996; Anaissie, 1996; Nucci et al., 1998; Blot et al., 2002; Macphail et al.,
2002; Paganini et al., 2002; Viudes et al., 2002; Cheng et al., 2005 ).
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29 FATORES DE RISCO EM RN

Os RNs tém outros fatores de risco inerentes ao seu grupo, tais como a
presenga de malformagdes congénitas, prematuridade, baixa pontuagdo do score
APGAR (Ostroski-Zeichneret al., 2006), hospitalizagdo prolongada, utilizacdo de
dispositivos invasivos (Zaidi, et al., 1989; Harris et al., 1997), presenca da
colonizagao fungica ao nascimento (Saiman et al., 2006). procedimentos invasivos
como cateter vascular central, ventilagdo mecanica, procedimentos cirurgicos e uso

de nutricdo parenteral total também s&o relatados a este grupo (Saiman et al., 2006).

A identificacdo de colonizagdo endotraqueal e/ou colonizagdo do trato
gastrointestinal pode ser encontrada na primeira semana de vida (Rowen, 1994).
Habitualmente, o relato de doenga fungica invasiva é mais comum em RN

hospitalizado por mais de quatro semanas (Balley, 1991).

Os principais fatores de risco associados a candidiase sistémica neonatal,
relatados por Saiman et al. (2000) e que devem ser considerados na prevengao da
doenca, sdo: idade gestacional menor que 32 semanas; colonizagao fungica prévia
(especialmente de trato gastrointestinal); presenca de cateteres vasculares centrais;
uso anterior de nutricido parenteral e solugdes lipidicas; APGAR < 5 no quinto
minuto; tempo de intubagdo maior que 7 dias; choque ou coagulopatia.

Um dos fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento da
doenca invasiva é a colonizagdo prévia por Candida. Cerca de 10% dos RN
prematuros tornam-se colonizados na primeira semana de vida e o trato
gastrointestinal € um dos primeiros sitios a apresentar colonizagdo. Em estudo
prospectivo, realizado por Baley, em 2003, foi encontrada uma incidéncia de 26,7%
de colonizacgéo fungica e de 7,7% de doencga fungica sistémica, em um total de 146
RN estudados. A colonizagdo foi predominantemente do trato gastrointestinal e
respiratério na primeira semana de vida. Saiman et al., em 2000, em estudo
prospectivo envolvendo 2.157 RN, que foram cultivados semanalmente da admisséao

até a alta, encontraram o reto como o sitio mais frequente de colonizacao.
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2.10 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

Paralelamente ao aumento das infec¢gdes causadas por leveduras do
género Candida, especialmente em &ambito hospitalar, tem-se observado o
surgimento de resisténcia aos antifungicos, assim como a selecdo de espécies

diferentes da Candida albicans.

A emergéncia de espécies “ndo-albicans” como agentes importantes de
candidemia foi relacionada ao uso profilatico ou empirico de drogas antifungicas
(Medrano, 2006).

A capacidade de formacao do biofilme pode ser considerada um potente
fator de viruléncia, podendo estar presente em todas as espécies de Candida (Rex,
1996). Como os biofimes geralmente sdo mais resistentes aos mecanismos de
defesa do hospedeiro e as drogas antimicrobianas do que as células dispersas, eles
representam um fator predisponente de infecgdo para muitos pacientes (Baillie et al.,
1998; Donlan et al., 2001).

Ha alguns anos, considerava-se que os fungos eram regularmente
sensiveis as drogas antifungicas, observando-se que apenas Candida spp. poderia
adquirir resisténcia a 5-fluorcitosina (Diasio et al., 1978). Mais tarde verificou-se o
surgimento de resisténcia de C. albicans ao cetoconazol, em pacientes com
candidiase granulomatosa crbénica sob tratamento prolongado com essa droga
(Horsburgh & Kirkpatrick, 1983). Até esse momento, o problema nao parecia ter
maior repercussio, mas uma década mais tarde a situagdo mudaria drasticamente
ao observar-se um aumento na frequéncia de candidemias devido ndo apenas a C.
albicans resistentes aos antifungicos, mas também a outras espécies de Candida,
geralmente menos suscetiveis. Entre estas ultimas, destacavam-se a C. krusei, e a
C. glabrata, cuja suscetibilidade aos azoéis € muito variavel (Nguyen et al., 1996;
Pfaller et al., 2000; Rex et al., 1995). Porém, mais notorias foram as falhas
terapéuticas observadas a partir de 1985 em pacientes com AIDS e mucosite por
Candida spp. sob tratamento com fluconazol, que desenvolveram candidiase
orofaringeana crbnica refrataria a terapia (Revankar et al., 1998; Ng & Denning,
1993; Sangeorzan et al., 1994).
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Na ultima década, é crescente o numero de trabalhos documentando
alteragcdes na suscetibilidade das leveduras do género Candida as drogas
antifungicas. Embora muitos sejam os trabalhos relatando que a maioria dos
isolados apresenta-se sensivel ao fluconazol, ja foi observado o desenvolvimento de
resisténcia em pacientes previamente expostos aos azois, seja por uso profilatico ou
indiscriminado da droga em determinadas populagdes (Nolte et al., 1997; Safdar et
al., 2001; Kersun et al., 2008).

Fluconazol e Voriconazol sdo membros da familia azois, sendo o primeiro
um composto triazolico e, o segundo, um derivado sintético do primeiro. A agao dos
azbis esta na inibicdo da enzima responsavel pela sintese de ergosterol na
membrana celular do fungo. Pode ser administrado via oral ou intravenoso, sendo

absorvido pelo trato gastrointestinal (Moreira, 2005b).

Muitos autores descrevem variagcdes de sensibilidade de isolados clinicos
de Candida albicans e espécies nao albicans, dependendo de fatores como o uso
profilatico de antifungicos, localizacdo geografica entre outros (Matsumoto, 2001;
Ruiz et al., 2005, Nawrot et al., 2005).

Na Ameérica Latina, esses estudos geralmente s&o limitados a uma unica
instituicdo (Pfaller et al., 1998a,b,c; Rangel-Fraustro et al., 1999; Pfaller et al., 2008).
Essa situagdo € menos agravante no Brasil, onde ja foi conduzido um grande estudo
sobre candidemias, envolvendo 11 instituicdes, o qual apresentou consideraveis
taxas de morbidade e mortalidade, embora a presenca de amostras resistentes aos

antifungicos tenha sido rara (Colombo et al., 2006).

2.11 DIAGNOSTICO

Embora o isolamento da Candida spp. no sangue de pacientes com sinais
e sintomas temporalmente relacionados ao evento estabeleca o diagnéstico de
candidemia (Weinstein et al., 1997; Edwards et al., 1997; Ascioglu et al., 2002), a
hemocultura € um marcador de baixa sensibilidade (Ascioglu et al., 2002), com
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elevada taxa de resultados falso-negativos (Berenguer et al., 1993), o que muitas
vezes torna o diagnostico dificil.

A dificuldade em se estabelecer o diagndstico de candidiase sistémica
nao é facil, dificultando a decisdo em relagéo ao inicio do tratamento. O tempo médio
entre a obtengdo de uma hemocultura positiva e o inicio do tratamento varia entre
2,1 £ 1,3 dias a 5,1 £+ 3 dias e muitos casos sao diagnosticados somente em
autdpsias. A Candida spp. cresce em meios de culturas tradicionais, mas a
positividade, mesmo em altos graus de suspei¢ao, continua baixa. Nos prematuros,
a sensibilidade das hemoculturas é baixa e um dos fatores que podem influenciar
esta baixa sensibilidade € o volume de sangue usado nas hemoculturas. A
probabilidade de se detectar o microorganismo com 1 ml de sangue pode ser de
65% ou menos. As pequenas concentragdes e baixa taxa de replicacdo podem
reduzir as taxas de crescimento em meios de culturas e aumentar o tempo
necessario para positividade. Hemoculturas negativas ndo excluem o diagnéstico e,
assim, amostras seriadas devem ser colhidas (Weinstein et al., 1997; Edwards et al.,
1997; Ascioglu et al., 2002).

Uzun et al. (2001) avaliaram preditores de mortalidade em pacientes com
cancer e com candidemia persistente e encontraram que doenga disseminada,

internagdo em UTI e APACHE IIl estavam associados com pior prognostico.

212 TRATAMENTO

Atualmente, existem quatro classes de drogas antifungicas disponiveis
para uso no tratamento da candidiase sistémica: os polienos incluindo anfotericina B
(deoxicolato e preparacdes lipidicas), os azoles (fluconazol, voriconazol, itraconazol
etc), as pirimidinas fluorinadas (5-fluocitosina) e as echinocandinas (caspofungin,
micafungin, etc) (Matsumoto, 2001; Nawrot et al., 2005; Ruiz et al., 2005;).

O fluconazol € um composto sintético triazélico, membro da familia dos
azoles, que exercem seu efeito nos fungos pela inibicdo da enzima responsavel pela

sintese do ergosterol da membrana celular. O fluconazol esta disponivel para uso

Alessandro Lia Mondelli



635
636
637
638
639
640
641
642

643
644
645
646
647

648

649

650

651

652
653
654
655
656

657
658
659
660
661
662

663
664

2 Revisao da Literatura 27

oral ou endovenoso, sendo muito bem absorvido pelo trato gastrointestinal.
Mudangas no pH gastrico ou presenga de alimentos ndo alteram a absorgédo da
droga. O fluconazol se liga pouco as proteinas plasmaticas (12%), distribuindo-se
rapidamente nos tecidos, incluindo o sistema nervoso central. A eliminagdo é
predominantemente renal. A hepatoxicidade é o efeito colateral mais relatado,
ocorrendo em pequena percentagem de pacientes e se resolvendo com a
interrupcéo da terapia. O fluconazol ndo possui acdo fungicida para as leveduras
(Moreira, 2005b).

Pacientes que foram tratados logo apods o episédio de candidemia tiveram
melhor prognostico em relagdo aos pacientes tardiamente tratados ou que nao
receberam tratamento. A mortalidade nesses casos foi de 27% a 45% e 80% a 89%
respectivamente (Bukharie, 2002; Viudes et al., 2002; Ben-Abraham et al., 2004;
Asmundsdottir, Erlendsdottir et al. , 2005; Chen et al., 2005).

2.13 TESTES DE SUSCETIBILIDADE

Os testes existentes para avaliagao in vitro da atividade antifungica tém
como principio a exposi¢gao de um indculo definido, do microorganismo em estudo, a
pré-determinadas concentragdes da droga a ser testada, em condicbes que
suportem o crescimento do microorganismo e que pouco ou nada interfiram com a

acgao da droga.

O resultado obtido no teste visa permitir identificar a concentragédo da
droga testada que inibe o crescimento do fungo patogénico (Rex et al., 1993). Os
métodos de diluigdo em caldo, em agar e difusdo em agar sao alguns exemplos
conhecidos. O método de diluicdo em caldo consiste na diluicdo da droga em meio
de cultivo liquido onde sera inoculado o microrganismo. Esse método pode ser

realizado em tubos (macrodiluigdo) ou em microplacas de titulagao (microdilui¢ao).

A diluicdo em placas € menos laboriosa do que a em tubos e ainda

permite a automatizacao do método. O método permite a definicdo da concentragao
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inibitéria minima (CIM), a menor concentracdo de um determinado antifungico que

inibe o crescimento do microorganismo em estudo (Sheehan et al., 1993).

O método de diluicdo em agar consiste na diluicdo da droga em meio de
cultivo solidificado. Este é realizado em placas que contém, cada uma, diferentes
concentragbes da droga, onde inocula-se o microrganismo. Este método fornece
resultado quantitativo da atividade da droga. A principal desvantagem do método é o

trabalho e o tempo necessario para preparar as placas (Alves & Cury, 1992).

O método de difusdo em agar consiste em colocar-se um disco que
contém concentragdo unica da droga a ser testada em meio de cultivo agar, que
contém o inéculo do microrganismo. O halo que é formado por inibicdo do
crescimento ao redor do disco fornece resultado apenas qualitativo quanto a droga.
Adicionalmente, ha resultados onde algumas drogas apresentam baixa difusibilidade
no agar e a dificuldade de leitura dos testes realizados com azois leva a baixa
reprodutibilidade dos resultados (Saubolle & Hoeprich, 1978; Odds, 1991; Pfaller,
1992).

Outros sistemas de analise comerciais tém sido difundidos para avaliagao
in vitro de drogas antifungicas, como é o caso do Etest® (AB Biodisk, Solna,
Suécia). O Etest® consiste de uma fita plastica contendo uma droga em diferentes
concentragdes que, uma vez difundida em meio solido, mantém por longo periodo
um gradiente fixo de concentracdo em torno da fita. Este teste tem a vantagem da
simplicidade da execucdo do método e fornece dados quantitativos referentes a
concentragado inibitéria minima, mas é muito dispendioso (Baker et al., 1991;
Sanchez & Jones, 1993).

O National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) dos
Estados Unidos, denominado, a partir de 2005, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), publicou um método de referéncia (M27-A2, 2002, Villanova PA)
para determinar a suscetibilidade in vitro das leveduras, um método quantitativo, que
contém técnicas de diluicdo em meio liquido, como a macrodiluicdo em tubos de
ensaio e a microdiluicdo em placas de microtitulagdo para determinar a
concentragdo inibitéria minima (CIM). O método foi desenvolvido para avaliar
leveduras frente a anfotericina B, 5-fluorcitosina e azdlicos, incluindo ketoconazol,
fluconazol, itraconazol, voriconazol, além de posaconazol e ravuconazol, estes

ultimos ainda nao comercializados no Brasil (CLSI, Documento M 27-A2). O
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European Committe on Antibiotic Susceptibily Testing (EUCAST) propde
modificagdes no método de referéncia, encurtando o periodo de incubacéo,
aumentando a concentragédo do inéculo e realizando uma leitura mais acurada, por

meio de espectrofotometria.

Hoje em dia existe outro teste aprovado pelo CLSI, que € o teste de disco
difusdo, mas somente para a droga fluconazol, padronizado no documento M44 A,
que é mais rapido que o teste de diluicdo em caldo. Porém, ha a necessidade de
equipamentos sofisticados de leituras dos halos (BIOMIC Vision System, USA),
(figura 1) com leitura automatizada, utilizando-se uma camara digital das drogas
antifungicas (fluconazol e voriconazol) e utilizacdo de um disco de difusdo especifico
para o fluconazol 25 microgramas BD (Becton Dickinson, Sparks, EUA.) e

voriconazol 1 micrograma BD (Becton Dickinson, Sparks, EUA).

Figura 1 - BIOMIC Vision System, USA

Pfaller et al. (2004) demonstraram a acuracia e precisdo de testes
realizados por discos difusao utilizando fluconazol 25 microgramas e agar Mueller-
Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5 micrograma de azul de metileno/mL e
compararam com o método de microdiluigdo em caldo. Esse teste de disco difuséo
para o fluconazol também foi usado em um estudo conhecido como ARTEMIS, onde
foram envolvidos cerca de 80 laboratérios de 35 diferentes paises, com resultados

significativos quando comparados com o teste padrdao ouro de microdiluicdo em
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caldo. Portanto, atualmente ocorre uma dificuldade importante de realizagdo de
antifungigramas em laboratorios de rotina, uma vez que os testes aprovados séo
trabalhosos e demorados ou, como nos testes de disco difusdo, exigem um modelo

tecnoldgico inviavel para o uso rotineiro.

2.14 RECOMENDAGOES ATUAIS

Atualmente, a recomendagao é de que, na presenga de infec¢do fungica
grave, a droga inicial para o tratamento empirico seja a anfotericina, até que os
resultados das culturas e testes de sensibilidade estejam disponiveis. Apds a
identificacdo do organismo, a escolha entre o fluconazol e a anfotericina B pode ser
baseada no perfil de sensibilidade. A identificagdo das diferentes espécies de
Candida e a realizacao de testes de sensibilidade aos antifungicos sao importantes
para o sucesso terapéutico. Em geral, Candida albicans, Candida parapsilosis e
Candida tropicalis podem ser tratadas com anfotericina B ou fluconazol. Candida
glabrata e Candida krusei tem sensibilidade reduzida ao fluconazol, devendo ser
tratadas com anfotericina B. Candida lusitaniae apresenta resisténcia a anfotericina
B, sendo o fluconazol a droga de escolha. Um grande problema que se apresenta
para a escolha do antifungico € a demora para realizagdo dos testes de identificagao
e sensibilidade aos antifugicos, uma vez que o padréao ouro recomendado pelo CLSI
€ o teste de diluicdo em caldo, documento M27-A2, o qual € muito trabalhoso e
demorado para a rotina laboratorial. Atualmente, ja existe um novo documento
elaborado pelo CLSI em 2008, chamado de M27-A3.

Pappas et al. (2009) atualizaram uma nova diretriz de pratica clinica para
o tratamento de candidiase, onde colocam o fluconazol, o voriconazol, as
equinocandinas e as anfotericinas como alternativas viaveis ao tratamento dos
pacientes ndo neutropénicos. Essa mesma diretriz direciona o tratamento para os
pacientes neutropénicos com a anfotericina lipossomal, além das equinocandinas, e

o préprio fluconazol dependendo da espécie de Candida em questao.

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, a identificacdo da espécie da

levedura é etapa fundamental para a monitorizagao das taxas de infec¢ao hospitalar,
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bem como para identificagdo precoce de surtos de infecgbes por Candida (Ruiz et
al., 2005).

Outro aspecto relevante a ser considerado, em relagao aos episddios de
candidemia, é o custo decorrente do atendimento ao paciente. Estudo realizado nos
Estados Unidos da América definiu como sendo de US$ 44.536 o custo relacionado
ao atendimento privado de cada episédio de candidemia, sendo que a maior parte
dos gastos esta relacionada ao tempo de internagdo necessario para atendimento

destes pacientes (Colombo, 2003).

Como justificativa do estudo, pode-se dizer, da importédncia dos
laboratorios de rotina microbiologica estabelecerem uma técnica rapida e correta
para a realizacdo da identificacdo das diferentes leveduras e dos testes de

sensibilidade aos antifungicos para as mesmas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os fatores associados ao desenvolvimento de candidemia e
comparar metodologias de identificagcao e teste de sensibilidade ao fluconazol para

Candida spp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar os fatores associados ao desenvolvimento de candidemia;

¢ |dentificar as espécies de Candida isoladas das hemoculturas do
HC/FMB;

e Analisar a mortalidade por candidemia em diferentes espécies de
Candida;

e Avaliar diferentes técnicas (manuais e automatizadas) de identificagéo
de Candida spp.;

e Comparar diferentes técnicas de determinagcdo da sensibilidade ao
fluconazol (disco difusdo com leituras a 24 e 48 horas, e Etest®) com a técnica de

microdiluicdo em placas.

Alessandro Lia Mondelli



4 MATERIAL E METODOS




O 00 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19
20
21
22
23
24
25
26
27

28

4 Material e Métodos 35

4  MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

No periodo de 1998 a 2006 foram liberados 148 resultados de
hemoculturas positivos para candidemia, pelo Setor de Microbiologia da Secgao
Técnica de Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP (HC-FMB).

ApOs obtengao dos registros hospitalares dos pacientes, foram excluidos
6 casos por ndo possuirem suas respectivas cepas armazenadas (pacientes
pertencentes aos anos de 1998 e 1999); 18 casos por ndo apresentarem
possibilidade de verificagdo dos fatores de risco nos respectivos prontuarios; 8
prontuarios que estavam totalmente sem informacgdes ou vazios e outros 18 os quais
os prontuarios ndo foram encontrados, finalizando 98 que preencheram todos os
critérios de inclusdo. Portanto, 50 pacientes foram excluidos do trabalho, destes, 22
eram do sexo masculino e 28 do sexo feminino, sendo 18 criangas menores de 10

anos e 32 adultos.

Assim, foram estudadas 98 amostras de leveduras de diferentes
pacientes internados no HC-FMB, do periodo entre 2000 e 2006. Esses pacientes
desenvolveram quadro de candidemia e suas amostras foram isoladas de
hemocultura Bactec aerdbico, pediatricos ou Myco/F BD (Becton Dickinson, Sparks,
EUA) pelo Setor de Microbiologia, do Laboratério de Analises Clinicas. As amostras
utiizadas neste estudo estavam armazenadas em caldo nutritivo com
criopreservante a aproximadamente -70° C, na Colecdo de Culturas do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP,
de Botucatu (IBB).
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4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

4.2.1 Critério de inclusao

e Os prontuarios deveriam apresentar letra legivel;

e Todos os dados clinicos avaliados deveriam estar acessiveis no

prontuario;

e Se a cepa correspondente tivesse sido isolada entre os anos de 2000 e
2006;

e Se a amostra correspondente estivesse estocada no IBB.

4.2.2 Critério de exclusao

As amostras isoladas no periodo entre 1998 e 1999;

Letra ilegivel e auséncia de algum dado clinico relatado no prontuario;

Prontuarios inexistentes ou extraviados;

Cepas nao viaveis ou ndo encontradas no IBB.

4.3 CALCULO AMOSTRAL

A determinacdo do tamanho amostral foi calculada pela formula de Fisher
e Belle, utilizando-se um intervalo de confianca de 95% e uma precisao de 5% para

a prevaléncia esperada de pacientes com fungemia. Tomou-se como base
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proporgao de pacientes com fungemia que foi de 10,4% em estudo de Beck-Sague
et al. (1993).

Formula de Fisher e Belle:

N=27Z02 pq
dE
Onde:

N= Tamanho amostral

Z 0®/2 = valor relativo a tabela de distribuicdo normal para intervalo de
confianca de 95% = 1,96

p= Proporcao de pacientes com fungemia — 10,42%
q= Proporcao de pacientes sem fungemia — 88,68%
d= precisdo = 5%

Total =73

Apesar do calculo amostral ter sido efetuado, a casuistica foi de todas as
cepas isoladas e selecionadas entre os anos de 2000 e 2006, que estavam de

acordo com critérios de inclusao e exclusao.

4.4 PRONTUARIOS PARA AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DE CADA
PACIENTE

Foram analisados os 98 prontuarios dos pacientes envolvidos neste
estudo. O material foi retirado junto ao SAME (Servigo Arquivo Médico Estatistico)

pertencente ao HC-FMB.
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83 4.5 ANALISE DOS PRONTUARIOS
84

85 Os prontuarios foram analisados por uma unica pessoa (o autor do
86 trabalho) Nos prontuarios foram coletados os seguintes fatores associados ao

87 desenvolvimento de candidemia:

88 ¢ |dade;
89 e Sexo;
90 e Tempo de internagao hospitalar;
91  Obito e suas causas;
92 e Utilizacdo de antifungicos;
93 ¢ Uso de antimicrobianos;
94 e Presenca de infecgao nosocomial;
95 e Diagnéstico de Diabete Melittus;
96 e Doenca hepatica;
97 ¢ Doenca intestinal crénica;
98 e Presenca de neoplasias;
99 e Doenca renal,;
100 ¢ Neutropenia definida como contagem absoluta de neutrofilos abaixo de
101 500;
102 e Terapia imunossupressora;
103 e Realizagao de cirurgia intestinal,
104 o Utilizacao de cateter venoso central;
105 e Nutricdo parenteral,
106 e Paciente com sorologia positiva para HIV;
107 e Uso de corticosteroides;
108 e Prematuridade definida como nascidos abaixo de 37 semanas de

109  gestacdo, segundo OMS (Organizagao Mundial de Saude);
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¢ Ventilagdo mecanica.

4.6 ANALISE LABORATORIAL

Os testes foram realizados por dois pds-graduandos biologistas do IBB,
auxiliados por dois docentes do proprio instituto (Departamento de Microbiologia e

Imunologia).

4.6.1 Meios de cultura para: isolamento, identificagao e teste de sensibilidade

Os meios de cultura para deteccéo foram: frascos de hemocultura Bactec
aerobico, pediatricos e Myco/F BD (Becton Dickinson, Sparks, MD-EUA); para
isolamento e identificagdo das leveduras, foram empregados sabouraud dextrose
agar 2%; agar Columbia suplementado com sangue de carneiro, Chromagar
Candida (Difco, Sparks, MD-EUA).

Os meios de cultura utilizados para a realizagado do antifungigrama foram:
RPMI-1640 com glutamina e vermelho de fenol sem bicarbonato, suplementado com
0,2% de dglicose e com uma solugdo tamp&o 0,165mol/mL de MOPS (acido
proponiosulfénico de N morpholino); agar Mueller-Hinton suplementado com 0,2% de

glicose e 0,5% ng / mL de azul de metileno.

4.6.2 Drogas, discos e demais materiais utilizados para realizacao do

antifungigrama

Os testes de sensibilidade foram realizados utilizando fluconazol (Pfizer,

Tuc, EUA) para determinar a concentragao inibitoria minima (CIM); discos de 25 ug
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de fluconazol (CECOM Sao Paulo, Brasil) nos testes de difusao em agar; e Etest®
(AB Biodisk, Solna, Suécia) de fluconazol para avaliara CIM .

4.6.3 Identificagao das amostras

A identificagdo das leveduras foi realizada de acordo com as
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. Inicialmente as amostras de levedura
foram semeadas em placas contendo o meio de cultura cromogénico, Chromagar
Candida (Difco, Sparks, MD-EUA), para isolamento e identificacdo preliminar.
Posteriormente, foram realizados os testes de producdo de tubo germinativo,
producao de filamentagdo e clamidoconidio, além dos testes bioquimicos de
assimilacao e fermentacao de carboidratos, utilizando os métodos preconizados por
Kurtzman & Fell, 1998. No presente estudo, esse tipo de metodologia foi

denominado de Referéncia.

Figura 2 - Técnica de microcultivo em Agar
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171  4.6.3.1 Assimilagdo de fontes de carbono e hidrogénio
172

173 A capacidade de assimilar diferentes fontes de carbono foi verificada pelo
174  auxanograma. Uma suspensao da cultura de leveduras foi incorporada a uma base
175 sintética isenta de fontes de carbono. Apds a solidificagcdo desta mistura, 16
176  carboidratos diferentes foram incorporados e a placa foi incubada a 35°C por 24 e 48
177 horas. A leitura foi realizada através da observacdo de um crescimento visivel
178  (turvacgdo) no local de incorporacéo de cada carboidrato, indicando uma assimilagao

179  positiva.
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194 Figura 3 - Assimilagéo de fontes de carbono e hidrogénio
195

196

197 4.6.3.2 Fermentagéo de carboidratos (Zimograma)
198

199 E observada a capacidade da levedura de utilizar determinado acucar
200 como fonte de energia em baixa tensao de O, com produgéo de etanol e gas (COy).

201 O meio basal liquido contendo solugdo de um agucar + inéculo com 6 agucares

Alessandro Lia Mondelli



202
203

204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

217

218

219

220

221
222
223
224

225

226
227
228
229
230
231
232
233
234
235

4 Material e Métodos 42

permite uma visualizagdo da formacédo de CO, em tubos de Durham invertidos. As
leituras foram efetuadas com 24h, 48h, 72h, 5°, 10°, 14° dias.

Figura 4 - Fermentagao de carboidratos

4.6.3.3 Tubo germinativo

Formacdo de tubo germinativo em blastoconidios expostos a soro
humano ou animal — 2 a 3 horas de incubagdo a 37°C e posterior leitura ao
microcopio optico para verificar a formag&o ou n&o do tubo germinativo, presente

nas espécies C. albicans e C. stelatoidea.

Figura 5 - Formagao do tubo germinativo
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4.6.3.4 Chromagar

Foi utilizado o método de identificagdo pelo Chromagar Candida (Difco,
Sparks, MD-EUA) onde determinadas espécies de levedura adquirem uma cor
especifica. A Candida albicans adquire coloragao verde clara, a Candida tropicalis se
torna azul e a Candida krusei fica com as colénias de coloragao résea. No presente
trabalho esse tipo de identificagdo com Tubo germinativo e Chromagar, foi

denominada de Mista.

Figura 6 - Teste do Chromagar

4.6.3.5 Método automatizado

O método automatizado utilizado para identificacdo das leveduras foi o
sistema Vitek | (Durham NC, USA), que compreende uma placa com 40 testes
diferentes (agucares e aminoacidos) e que, apods ser incubada a 35° permite a
identificacdo da espécie da levedura em 24 a 48 horas.
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Figura 7 - Método automatizado sistema Vitek | (Durham NC, USA)

4.6.4 Sensibilidade ao fluconazol

Para detectar a resisténcia aos antifungicos, foram avaliados os métodos
de difusdo em agar (CLSI — documento M44A e Etest®) e de microdiluigdo em meio

liquido proposto pelo CLSI (documento — M27-All).

4.6.4.1 Método de disco difusdo em Agar (CLSI-M 44A)

Para o teste de disco difusado, indculos foram preparados tocando cinco
colénias de aproximadamente 1mm de didmetro de culturas de 24 horas e
suspendendo em caldo salino (0,85%) estéril. Apds ajustar a densidade celular a
escala 0,5 de McFarland, a semeadura em trés diregbes foi realizada na superficie
de placas contendo o meio agar Mueller-Hinton suplementado glicose e azul de
metileno, utilizando-se swab estéril. Depois da absor¢cédo da umidade do inéculo, o
disco impregnado com 25ug de fluconazol da marca CECOM (S&o Paulo, Brasil) foi
colocado sobre a placa. A seguir, as placas foram incubadas a 35°C, por 24 ou 48

horas e o didmetro do halo de inibicdo foi medido. A interpretagdo (sensivel,
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intermediario ou resistente) do diametro do halo seguiu o documento CLSI M-44 A,
porém, sem a utilizagdo do sistema BIOMIC VISION SYSTEM de leitura e
interpretacdo dos halos proposto por esse documento. Os critérios de interpretagao
foram baseados nos dados da literatura, que séo: halo > ou igual a 19 mm foram
considerados sensiveis; halos entre 15 e 18 mm moderadamente sensiveis e < ou

igual a 14 mm foram considerados resistentes.

Figura 8 - Método do disco difusdo em Agar (CLSI-M 44A)

4.6.4.2 Método do Etest® (Ab Biodisk, Solna, Suécia)

O Etest® é um método de difusdo em agar que utiliza uma fita plastica
com um gradiente padrdo de concentragao do antifungico e que permite determinar
a concentragdo inibitéria minima. Essa concentragdo padrdo estabelecida pelo

fabricante é padronizada pelo CLSI.

As placas contendo o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com

0,2% de glicose, conforme recomendado pelo fabricante, foram semeadas com a
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suspensdo de leveduras com turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland. As
fitas de fluconazol contendo um gradiente de concentragdo de 0,016 a 256 pg/mL
foram colocadas cuidadosamente no centro da placa, sobre a superficie do agar. As
placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas e a leitura da CIM foi realizada
considerando o ponto de intersec¢ao da elipse de inibicado de crescimento com a tira
do Etest®.

256
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Figura 9 - Método do Etest® (Ab Biodisk, olna, Suécia)

4.6.4.3 Meétodo da microdiluicdo em meio liquido

Suspensdo 0,5 da escala de McFarland foi realizada em caldo salino
(0.85%), através do toque de cinco colénias de uma placa com crescimento de 24
horas. Essa suspensdo foi submetida a duas diluigdes (1:50 e 1:20) no meio de
cultura MOPS. A seguir, 100uL desta suspenséao foi inoculada em cada orificio de

uma microplaca de titulagdo contendo também 100 uyL de caldo MOPS com
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concentragdes logaritmicas (0,125 a 64ug/mL) de fluconazol (previamente preparada
e mantida a -70°C). A microplaca inoculada foi incubada a 35°C, por 24 horas (ou 72
horas, se necessario). A leitura foi realizada através da inspecao visual, e a
concentragdo do antifungico no orificio que apresentou inibicdo de 80% do
crescimento (comparado ao controle) foi considerada a CIM (concentragao inibitoria
minima) e foi publicada como documento M27 A 1l do CLSI. Recomenda-se que as
concentragdes testadas devam abranger resultados esperados para as cepas com
controle de qualidade entre 0,125 a 64 pg/mL (fluconazol). Os critérios de
interpretacéo foram baseados nos dados da literatura, que sdo: MICs < ou igual a 8
Mg /mL foram considerados sensiveis; MICs entre 16 e 32 ug /mL moderadamente

sensiveis e > ou igual a 64 pg /mL foram considerados resistentes.

-~—'E=—_

Figura 10 - Método da microdiluicdo em meio liquido
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4.7 CRITERIO DE VALIDAGAO DOS TESTES

Foi utilizada como critério uUnico de recomendacdo dos testes

laboratoriais, a taxa de concordancia acima de 80% entre os mesmos.

Também foram usados os critérios de interpretagcdo do documento M23-
A2 do CLSI, que considera como inaceitaveis valores iguais ou acima a 1,5% de
very major errors (erros gravissimos); valores iguais ou acima a 3% para major

errors (erros graves) e valores acima de 10% para minor errors (erros leves).

4.8 ARMAZENAMENTO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram descritos em planilhas e tabelas de frequéncia e
de associacdo (Excel) sendo as variaveis numéricas apresentadas com calculo de
meédia e desvio-padrdo ou mediana e percentis. A média sera utilizada para variaveis
com distribuicdo simétrica ou normal e a mediana para variaveis com distribuigao
assimétrica ou ndo normal; as variaveis categoricas foram expressadas pelo numero

e proporcao de eventos.

As variaveis numéricas foram avaliadas pelo teste t de Student, para
distribuicdo normal, ou pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, para distribuicao nao
normal. Para variaveis categoricas foram utilizados o teste do Qui-quadrado ou teste
exato de Fisher (quando n < 10). A ANOVA (analysis of variance) foi utilizada para
comparar trés grupos. As diferencas foram consideradas significantes quando p <
0.05 (Curi, 1997). Foi também utilizado o teste de concordancia para analise dos

testes laboratoriais.
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418 4.9 COMITE DE ETICA
419
420

421 O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica da
422  Faculdade de Medicina de Botucatu em 2 de outubro de 2006 (oficio e protocolo
423  numero 2266/2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS GERAIS

Do periodo compreendido entre os anos de 2000 e 2006, 98 pacientes
foram avaliados retrospectivamente para levantamento dos principais fatores de
risco responsaveis pelo desenvolvimento de candidemia. A média etaria encontrada
foi de 23,6 anos, enquanto a mediana foi de 2,5 anos. A amplitude etaria dos
pacientes variou entre 0 e 93 anos. Apresentaram menos de um ano de idade 44,9%
dos pacientes, sendo que 36,7% foram considerados prematuros e 18,3% tinham
idade acima de 60 anos. Quanto ao género, 51% foram do sexo masculino e o
tempo médio de internagao foi de 36,9 dias, sendo que a amplitude de internacao
variou entre 6 e 180 dias (tabela 1).

A mortalidade geral do estudo foi de 53,1% e foi observado um maior
percentual de obitos nos pacientes acima de 60 anos (83,4%) (tabela 3). Isso
poderia ser explicado pelas comorbidades encontradas nesse tipo de paciente como
doenca renal, doenca intestinal, diabetes mellitus e cancer sélido, que foram as mais
prevalentes neste estudo. Além disso, esses pacientes foram submetidos a outros
fatores predisponentes para o desenvolvimento de candidemia como procedimento
cirargico, uso de ventilagdo mecanica, presenga de cateter venoso central e
utilizacdo de antimicrobianos. Ja em relagdo as outras faixas etarias, ndo foram
observadas diferengas significativas entre aqueles que foram a 6bito e aqueles que

nao foram.

As infecgbes por Candida sdo uma das causas principais de mortalidade
de natureza infecciosa em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). Nesse
local, a mortalidade total para candidemia varia entre 15 e 59% e a Candida spp. €
considerada a terceira causa mais comum de sepse tardia UTIN (Rodriguez et al.,
2006); no presente estudo, a taxa de mortalidade encontrada foi de 50% nos
pacientes de UTIN (tabela 3).
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Tabela 1 - Variaveis quantitativas associadas ao desenvolvimento de candidemias

s Desvio- . Percentil . Percentil
Fator Média padréo Moda  Amplitude 25 Mediana 75
Idade (anos) 23,6 29,1 0,0 0-93 0 2,5 49
Tempo de 36,9 327 200 6180 18 30,0 42

internagéo (dias)

Tabela 2 - Associagao entre obito e idade

Obito
Negativo  Positivo
Idade média (anos) 16,9 29,5 0,03

p

Tabela 3 - Taxa de mortalidade de acordo com a idade

|dade (anos) N Obito n (%)
<1 44 22 (50%)
1210 11 4 (36,4%)
11-18 3 0
19-59 22 11 (50%)
>60 18 15 (83,4%)

5.2 ESPECIES GERAIS

Dos 98 casos de candidemia avaliados, 66,3% foram Candida n&o-
albicans e 33,7% Candida albicans. Dentre as espécies nao albicans, a Candida
parapsilosis foi a que apresentou a maior taxa percentual (37,7%) dos casos. Do
total das identificacdes, 12,2% foram identificadas como Candida spp., em razao da
dificuldade técnica de identificagdo, mesmo com o emprego de diferentes
metodologias (tabela 4).
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Ha variagdes geograficas significativas no padrao etiolégico de infecgdes
invasivas por Candida spp. documentadas em diferentes paises. Enquanto na
América do Norte nota-se o predominio de C. glabrata entre as espécies nao
albicans, na América do Sul observa-se predominio de Candida parapsilosis e
Candida tropicalis (Colombo et al., 2003), o que corrobora com os dados desta

pesquisa.

Tabela 4 - Identificagdo por metodologia manual das espécies de Candida isoladas de candidemias
(Botucatu, 2000-2006)

Espécies de Candida identificadas* N %
C. albicans 33 33,6
C. ndo albicans 65 66,4

C. parapsilosis 37 37,7
C. tropicalis 7 7,1
C. glabrata 4 4,1
C. guilliermondii 3 3,1
C. lusitaneae 2 2.1
Candida spp. 12 12,3
Total 98 100

Quando se compara a prevaléncia de Candida spp. em diferentes
trabalhos de alguns paises, observa-se que os resultados deste trabalho se
diferenciam frente aos outros, inclusive quando se comparam os proprios trabalhos
obtidos no Brasil. Colombo et al., em 2006, observou uma frequéncia de 41% de
C.albicans; 20% de C.parapsilosis; 21% de C.tropicalis e 5% de C.glabrata. Na
presente pesquisa observa-se uma maior incidéncia de C. parapsilosis (38% dos
casos) em relacao ao total das outras espécies de Candida, o que talvez se justifique
pelo alto numero de pacientes abaixo de 1 ano de idade (tabela 4) e prematuros
estudados, enquanto no estudo de Colombo o numero de neonatos era inferior.
Pappas et al. (2003) observou uma taxa de 46% de C.albicans; 14% de
C.parapsilosis; 12% de C.tropicalis e 20% de C.glabrata; diferentemente dos dados
aqui apresentados que mostraram uma taxa de C.glabrata de 4%, o que é comum

em paises sul americanos.
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Esse percentual alto de Candida nao-albicans pode ser explicado pelo
alto numero (n=44) de pacientes abaixo da faixa etaria de um ano de idade; nestes
pacientes, a frequéncia de C. parapsilosis foi maior que 50% (tabela 4).

Tabela 5 - Espécies causando candidemia em menores de 1 ano (n=44)

Espécies de Candida (identificacao

%
manual) em menores de 1 ano

C. parapsilosis 25 56,8
C. albicans 5 11,4
C. tropicalis 2 4,5
C. glabrata 2 4,5

C. lusitaneae 2 4,5
C. guilliermondii 1 2,3
Candida spp. 7 15,9
Total 44 100

Ja vem sendo relatado na literatura, nos ultimos anos, aumento do
numero de infecgdes invasivas causadas por espécies de Candida nao-albicans
(Morgan et al., 2005; Colombo et al., 2006; Wisplinghoff et al., 2004). Sabe-se que
na América Latina ha predominio de Candida tropicalis e Candida parapsilosis entre
as espeécies nao-albicans causadoras de candidemia, sendo pouco frequente a
ocorréncia de fungemias por Candida glabrata (Colombo et al., 2000). Ja nos EUA e
em muitos paises da Europa predomina Candida glabrata entre as nao-albicans
(Morgan et al., 2005).

Esse aumento da incidéncia de espécies nao-albicans ja vem sendo
relatado por varios autores (Fraser et al. 1992, Sanchez et al. 1992, Weems et al.
1992), indicando o0 aumento de casos por C. parapsilosis, C. lusitaniae, C.tropicalis e
C. glabrata. Segundo Foongladda et al. (2004), o aparecimento de candidiase
disseminada por Candida n&o albicans parece ser mais comum em criangas que em

adultos, podendo chegar a quase 60% dos casos.

Os resultados aqui encontrados corroboram com outros estudos, que
mostram que a Candida parapsilosis € a espécie que possui maior prevaléncia entre

os pacientes prematuros (grafico 1), sendo considerado agente de infecg¢des
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exdgenas por ser capaz de colonizar a pele, principalmente as maos de profissionais
da saude, assim como as solug¢des glicosadas de uso hospitalar e cateter venoso
central. Sua detecgao € particularmente associada a nutricdo parenteral total. A
ocorréncia de Candida parapsilosis € maior em criangas, principalmente em
prematuros internados em unidades de terapia intensiva (Wingard et al., 1995 ;
Colombo et al., 2003).

Horn et al. (2009), em estudo prospectivo, encontraram entre os 4010
pacientes estudados uma taxa de 45,6% de C. albicans e 54,4% de Candida nao-
albicans. A maioria dessas cepas nao albicans foram C. glabrata (26%), C.
parapsilosis (15,7%), C. tropicalis (8,1%) e C. krusei (2,5%).

Quando se observam as taxas encontradas por Pappas (2006) em seu
trabalho de candidiase invasiva, percebe-se que as diferencas encontradas em
pacientes adultos e criangas foram significantes para algumas espécies de Candida.
Ocorreu um maior percentual em criangas para a C. parapsilosis. Nos adultos foi
vista uma variagao favoravel para as C. glabrata e C. tropicalis, enquanto ndo houve
grande variagéo para as C. albicans e C. krusei.

Em outro grande trabalho de prevaléncia e suscetibilidade as drogas
antifungicas realizado no Brasil por da Matta et al. (2007), foram estudadas 1000
amostras de candidemia isoladas em quatro hospitais terciarios e foi observada a
seguinte distribuicdo das espécies: C. albicans com 40%; C. tropicalis com 24,3%:; C.
parapsilosis com 23,8%; C. glabrata com 4,4%:; C. guilliermondii com 3% e C. rugosa

com 2,5%.

Quando se observam as diferentes espécies de Candida em razédo da
idade dos pacientes, verifica-se um elevado numero de Candida n&o-albicans (n =
31) nos individuos prematuros em relagao aos de C. albicans (n = 2). No total de 44
individuos menores que 1 ano que apresentaram candidemia, somente 5 (11,36%)
deles apresentaram C. albicans como etiologia, sendo as demais espécies de
Candida nao-albicans. Destas, a C. parapsilosis foi a mais prevalente, atingindo um
numero de 25 cepas (56,8%). Em relagao a todas as outras faixas etarias, espécies
de Candida nao-albicans tiveram uma pequena superioridade, excetuando-se
naqueles individuos acima de 60 anos, onde C.albicans foi a mais frequente (grafico
1e?2).
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Grafico 1 - Espécies causando candidemia, por idade

Muitas infec¢gbes fungicas no periodo neonatal sdo causadas por C.
albicans e C. parapsilosis. Nos ultimos anos, o numero de infecgdes por outras
espécies, incluindo C. tropicalis, C. glabrata, C. kruzei, C. lusitaniae e C.
guilliermondii aumentaram. No Brasil, infec¢gdes causadas por C. parapsilosis eram
relatadas em neonatos de muito baixo peso e em adultos. Em Sao Paulo, autores
relatam que C. parapsilosis € a espécie mais frequentemente isolada de sangue e

de cateteres intravasculares de criangas (Moreira, 2005).

5.3 MORTALIDADE

A taxa de mortalidade geral deste estudo foi de 53,1% (grafico 2). A
distribuicao da mortalidade por espécie mostra que apenas a C. guilliermondii
apresentou uma taxa de mortalidade abaixo de 50%, alcangcando 33% de
mortalidade, e a C. glabrata foi a espécie que apresentou a mais alta taxa de

mortalidade, chegando aos 75%, porém ambas com um numero de casos baixo, o
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que dificulta a analise desses dados. Vale relatar as taxas de mortalidade entre as C.
albicans (54,2%) e da C. parapsilosis de 58,4% e que apresentaram um numero de
casos mais adequado para analise. Os resultados deste trabalho sdo muito proximos
ao encontrado em outro trabalho realizado por Colombo et al. (2007), estudando
pacientes de quatro hospitais terciarios da cidade de Sao Paulo, onde foi encontrada
uma taxa de obitos de 62% para C. albicans; 100% para C. glabrata; 59% para C.
guilliermondii; 67% para C. lusitaneae; 35% para C. tropicalis e 45% para C.

parapsilosis.

Outro estudo de Horn et al. (2009), prospectivo, e que verificou a
mortalidade dos pacientes ao longo de 12 semanas, observou maior mortalidade nos
pacientes com Candida krusei (52,9%); Candida tropicalis (41,1%); Candida glabrata
(38,1%);Candida albicans (35,6%) e Candida parapsilosis (23,7%).

80 - 75,0

60 - 54,4 571 53,1

Obit aci

ito por espécie 2.

de Candida Ohito

W C albicans (n=33) Il C glabrata (n=4) mcC gulliermondi (n=3)
W C. lusitaneae (n=2) Il C. parapsilosis (r=37) W C. tropicalis (n=7)

W Candida spp (r=12) O Total Geral

Grafico 2 - Distribuicdo da mortalidade por espécie

Franca et al. (2008) relatam uma taxa de mortalidade geral de 56%. No
grupo de o6bitos predominaram os adultos em relagdo as criangas (60% e 40%,
respectivamente); os pacientes internados em UTI em relacdo aos das enfermarias
(73,8% e 43,1% respectivamente). Quanto as espécies, houve significancia

estatistica para mortalidade por C. glabrata, onde seis, de um total de sete estavam
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no grupo de obitos, o que faz os dados do presente trabalho corroborar com os
deles.

Um trabalho de Tumbarello et al. (2007) analisa como preditor de
mortalidade em candidemias a producdo do biofime e a terapia antifungica
inadequada e conclui que elevada producdo de biofiime pelas leveduras estaria
associada a um aumento na mortalidade destes pacientes, uma vez que o biofilme
aumentaria a dificuldade de eliminagdo do agente pelo organismo. Foi encontrada
significancia estatistica para producdo de biofime e aumento na mortalidade
(p<0,05) para C. albicans e C. parapsilosis, nao apresentando relevancia para as C.
tropicalis e C. glabrata. Além disso, o estudo mostra o aumento do risco de
mortalidade nos pacientes que demoram mais que 24 horas, apés uma hemocultura

positiva, para iniciar o tratamento antifungico.

5.4 FATORES ASSOCIADOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE CANDIDEMIAS

5.4.1 Principais Fatores

A presenca do cateter venoso central (93,9%),uso de antimicrobianos
(93,9%) e antifungicos (79,6%), utilizacdo de nutricdo parenteral (60,2%) e
ventilagdo mecénica (73,5%) foram os fatores associados para o desenvolvimento
de candidemia mais encontrados neste estudo (tabela 6). Os pacientes
transplantados (2%), HIV+ (2%) e os neutropénicos (0%) foram os fatores
associados menos encontrados, o que nao significa que estes dados ndo sejam
importantes, uma vez que, ndo havendo grupo controle, estes resultados podem

representar uma falsa impresséo.
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Tabela 6 - Fatores associados ao desenvolvimento de candidemias. HC/FMB, 2000-2006

Fator Numero de o
casos

Uso de Antimicrobianos 92 93,9
Cateter Ven. Central 92 93,9
Trato. Antifungico 78 79,6
Ventilagdo Mecanica 72 73,5
Nut. Parenteral 59 60,2
Prematuridade 36 36,7
Cirurgia 34 34,7
Doenca Intestinal 26 26,5
Doenca Renal 20 20,4
Doenga Hematologica 14 14,3
Cancer Solido ou Quimio 12 12,2
Doencga Hepatica 11 11,2
Corticoides 9 9,2
Diabetes Mellitus 7 7.1
Terapia Imunossupressora 7 71
Transplante 2 2,0

HIV 2 2,0

Neutropenia 0 0
Mortalidade 52 53,1

Sexo (M) 51 52
Menor de 1 ano 44 449

Quando se observam os resultados de trabalho conduzido por Colombo et
al. (2007), em quatro hospitais terciarios na cidade S&o Paulo, encontram-se
resultados semelhantes quanto ao uso de antimicrobianos com 94%, utilizacdo do
cateter venoso central com 86% e da ventilagdo mecanica com 61%. Porém, foi
encontrada uma diferenca importante em relagdo ao uso da nutricdo parenteral com
apenas 30% dos casos desse trabalho contra 60,2% do presente estudo, talvez pelo
fato deste incluir muitos pacientes abaixo de 1 ano de idade e prematuros, enquanto

Colombo observou somente pacientes da idade adulta.

Em estudo de Franga et al. (2008) as condigbes associadas mais
frequentemente encontradas nos episddios de candidemia foram uso de antibiéticos

(97%), presenca de cateter venoso central (77%), utilizacdo de bloqueador H2
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(57%), nutricdo parenteral total (49%), internagcdo em unidade de terapia intensiva
(41%), uso de corticosteroide (39%) e realizagao de cirurgia do aparelho digestivo
(35%). E importante destacar a pequena (10%) taxa de pacientes com neutropenia
nesse estudo, o que corrobora com os presentes dados. Em outro trabalho, de
Hinrichsen et al. (2008), foi verificado que as condigbes associadas mais
encontradas nas candidemias foram uso de antimicrobianos (90%), internamento na
unidade de terapia intensiva (62%), presenca de cateter venoso central (57%), uso
de corticoesterdide (52%), nutricdo parenteral total (24%), bloqueador de H2 (14%) e
uso de imunossupressor (4,8%).

Em estudo de caso-controle conduzido por Wey et al. (1988), foram
identificados os seguintes fatores associados para desenvolvimento de candidemia
em pacientes hospitalizados.: uso de antimicrobianos, colonizagao por Candida spp.

em diferentes sitios, hemodialise e uso de cateter venoso central.

Sendo assim, o uso de antimicrobianos e cateter venoso central foram os
fatores associados para desenvolvimento de candidemia mais encontrados na
maioria dos estudos pesquisados e portanto, com os dados presentes obtidos em
Botucatu-SP corroboram com os deles. Vale destacar que o estudo do uso de
bloqueador H2 n&o foi analisado nesta pesquisa por dificuldades técnicas na reviséo
retrospectiva dos prontuarios.

Outro estudo obtido por Colombo et al. (2003) confirma que, no ambiente
hospitalar, candidemia também é uma complicagcdo infecciosa encontrada em
pacientes portadores de diferentes doengas degenerativas ou neoplasicas,
internados por periodos prolongados e submetidos a procedimentos invasivos,

antimicrobianos de amplo espectro e quimioterapicos.

Vale ressaltar que, como medida de prevencao a candidiase invasiva,
deveria ser minimizada a exposicdo dos pacientes a procedimentos de risco e
invasivos, além de atuar no processo de racionalizagdo da antibioticoterapia, bem
como no seu uso prolongado, além do controle efetivo das doencas de base de cada

paciente.

Um dos principais fatores associados para candidemia identificado neste
trabalho € a utilizacido de cateter venoso em posi¢ao central, particularmente se

acompanhada da administracdo de nutricdo parenteral. Recomenda-se a indicacao
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racional destes procedimentos invasivos e sua remogado logo que as condigdes

clinicas permitam (Wey et al.,1997).

Uma outra condicdo de risco que merece atengdo é a utilizagdo de
multiplos antibidticos por periodos prolongados. Sabendo-se que o uso de
antibidticos aumenta a colonizacdo intestinal por espécies de Candida,
potencializando o fenbmeno de translocagdo, o uso prudente e racional destes
agentes pode constituir medida eficaz de prevencao de candidemia (Wey et al.,1997;
Alexander et al.,1990). Muitos dos episédios de candidemia ocorrem em pacientes
em estado grave com diversas comorbidades, situagdo onde o julgamento sobre a
resposta clinica do paciente e 0 momento correto para suspensao da terapéutica

antimicrobiana sdo motivos de controvérsia.

De maneira geral, sdo multiplas as razbes que levam os médicos a
utilizarem antibioticos por tempo prolongado: a falha em classificar a gravidade da
infeccdo e na distingdo quanto a uso profilatico e terapéutico, a limitagdo de estudos
avaliando a duragao do tratamento antibidtico nas diferentes sindromes, o medo
injustificado de faléncia do tratamento e a pressdo da industria farmacéutica
(Banerjee et al.,1991)

Pappas (2006) publicou trabalho sobre os principais fatores de risco em
adultos para o desenvolvimento de candidiase invasiva. O autor citou o tempo de
internacdo em UTls; a faléncia renal; o uso de hemodialise; o uso de antimicrobianos
de largo espectro; a utilizagdo do catetr venoso central; a nutricado parenteral; o uso
de imunossupressores; presenca de cancer ou imunoterapia; presenca de
pancreatite severa; cirurgia, transplantes e colonizagdo em multiplos sitios, além de
pacientes com doengas crbnicas como os principais fatores. Nas criangas foram
citados a prematuridade; o baixo APGAR ao nascimento, as ma formacodes
congénitas. Além disso ele cita a maior prevalénicia de Candida parapsilosis, acima
de 30% do total das hemoculturas em criangas, quando comparado a populagao

adulta que néo passa de 15%.

Fatores que aumentem a colonizagdo intestinal por Candida (uso de
antibidticos, ileo paralitico, oclusdo intestinal) ou determinem atrofia ou lesdo de
mucosa intestinal (jejum prolongado, nutricdo parenteral total, hipotensao,
quimioterapia) podem potencializar o fenémeno de translocacdo no tubo

gastrointestinal. Infeccdes hematogénicas por Candida spp. também podem ser
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adquiridas através do contato das maos de profissionais de saude com pacientes
portadores de cateteres vasculares em posicao central e implante de proteses
contaminadas. Na maioria das vezes a candidemia € uma complicagédo infecciosa
encontrada em pacientes portadores de diferentes doengas degenerativas ou
neoplasicas, internados por periodos prolongados e submetidos a procedimentos

invasivos, antibidticos de amplo espectro e quimioterapicos.

5.4.2 Candida albicans X Candida nao albicans

Ao se analisarem os fatores associados aos grupos C. albicans e Candida
nao-albicans, verifica-se que o0s principais fatores associados para o
desenvolvimento de candidemia por Candida albicans e que tiveram resultados
significantes foram cirurgia, céncer soélido, doenga intestinal, Diabetes Mellitus,
terapia imunossupressora, além da média de idade mais alta nesses pacientes.
Esses resultados corroboram com os dados da literatura (Kao et al., 1999; Almirante
et al., 2005), onde esse grupo (C. albicans) de Candida atinge mais os adultos. Ja
em relacdo aos fatores associados para o desenvolvimento de candidemia por
Candida nao albicans e que tiveram significado estatistico, encontra-se os pacientes
menores que um ano, os prematuros, aqueles que utilizaram tratamento antifungico
e nutricdo parenteral, o que também corrobora com os dados de Matsumoto et al.,
2002, que aponta C. nao albicans como principal agente de candidemias em

individuos menores que um ano ou prematuros (tabela 7).

Alguns outros estudos mostram que espécies nao albicans estéao
classicamente associadas a neoplasia, neutropenia e o uso prévio de fluconazol,
entre outros (Nguyen et al.,1996; Viudes et al.,2002; Abi-Said et al. ,1997).

Quando se observam os resultados da tabela 7, claramente percebe-se
que as cepas de Candida nao albicans tém uma maior incidéncia, justamente
naquele pacientes menores de 1 ano de vida e que os fatores de risco estado
associados a eles. Prematuridade, nutrigdo parenteral e tratamento antifungico s&o
fatores que, na maioria das vezes, acometem pacientes nessa faixa etaria e,

portanto, se justificam os resultados obtidos. Em contrapartida, as infecgées por
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Candida albicans aparecem com significancia naqueles pacientes adultos e que os
fatores de risco estdo associados a eles como a idade mais avangada, obviamente,
as cirurgias, tumores solidos, doencas intestinais, diabetes mellitus e terapia
imunossupressora. Com tudo isso, deve-se lembrar que os pacientes menores de 1
ano de vida apresentam como maior prevaléncia as cepas de Candida parapsilosis e

os adultos com Candida albicans.

Tabela 7 - Fatores associados ao desenvolvimento de candidemias por C. albicans (CA) e C. nao-

albicans (CNA)
Fator CA % + CNA % + P
Menor de 1 ano 15,1 60,0 < 0,001
Prematuridade 9,0 50,8 < 0,001
Idade (média em anos) 40,9 14,8 < 0,001
Cirurgia 51,5 26,2 0,01
Cancer Sdlido ou Quimio 24,2 6,2 0,01
Trato. Antifungico 66,6 86,2 0,02
Nut. Parenteral 45,4 67,7 0,03
Doenca Intestinal 39,3 20,0 0,04
Diabetes 15,1 3,1 0,04
Terapia Imunossupressora 15,1 3,1 0,04
Doenca Hepatica 15,1 9,2 0,28
Doenca Hematoldgica 18,1 12,3 0,30
Uso de Antimicrobianos 90,9 954 0,32
Corticoides 12,1 7,7 0,35
Doenca Renal 24,2 18,5 0,50
Transplante 3,0 1,5 0,56
HIV 3,0 1,5 0,56
Cateter Ven. Central 93,9 93,8 0,67
Mortalidade 545 52,3 0,83
Ventilagdo Mecénica 72,7 73,8 0,90
Neutropenia 0,0 0,0 —
Tempo de internacdo (média em dias) 38,7 36 0,35

Alessandro Lia Mondelli



342

343

344

345
346
347

348
349
350
351
352
353
354
355

356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366

367
368
369
370
371
372
373

5 Resultados e Discussao 58

5.5 FATORES ASSOCIADOS A MORTALIDADE

Dentre os fatores que tiveram associagcdo estatisticamente significante
com Obito, encontra-se o0 uso da ventilagdo mecanica, e o Cancer sélido ou

quimioterapia além da maior prevaléncia em mulheres.

Os outros fatores estudados nao tiveram relagao com a taxa de obitos dos
pacientes. Em relacdo a ventilagdo mecanica, € importante ressaltar que 70,8% dos
pacientes que fizeram seu uso acabaram por ir a obito, sendo assim, deve-se
lembrar que quanto mais se evite de colocar o paciente no ventilador ou quanto mais
rapido acontecer o desmame, melhor podera ser o resultado para o paciente. Deve-
se ainda lembrar que o uso de ventilacdo mecanica como fator associado para o
desenvolvimento de candidemia, neste trabalho, foi de 73,5% dos casos e por isso
muito importante dentro do contexto geral.

Apesar do uso de antimicrobianos com 93,9%, cateter venoso central com
93,9%, tratamento antifungico com 79,6% e nutricdo parenteral com 60,2% terem
sido considerados os fatores associados mais prevalentes para desenvolvimento de
candidemia, eles n&o tiveram significado estatistico para a taxa de mortalidade dos
pacientes, porém, o resultado estatistico do cateter venoso central mostrou
tendéncia significativa, o que talvez justifique uma atitude profilatica e assistencial
correta e atuante em relagao a esse tipo de condicdo. O mesmo se aplica para o
cancer solido, que teve significado estatistico, que deve ter um cuidado redobrado
em sua assisténcia. A explicacdo quanto a maior taxa de mortalidade em relagcédo as
mulheres se da ao fato de algumas comorbidades serem encontradas nesses

pacientes, como por exemplo, o Diabete Mellitus.

Na tabela 8, observa-se a taxa de 6bito verificada em cada fator de risco
estudado e que tiveram significancia estatistica. Ventilagdo mecanica com 70,8%
dos casos evoluindo ao ébito chama atencgao pelo fato do grande uso desse tipo de
procedimento nas UTls. Além disso, 4 fatores (cateter venoso central; tratamento
antifungico; nutricdo parenteral e prematuridade) que nao obtiveram resultado
estatistico, porém com uma tendéncia, devem ser lembrados como importantes, pois

a mortalidade nessas situagdes foi alta.
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374 Tabela 8 - Fatores associados a mortalidade por candidemia
Fator Obito P
n %
Ventilagdo Mecénica (n=72) 51 70,8 <0,001
Sexo (F) (n=47) 33 70,2 0,002
Cancer Sdlido ou Quimio (n=12) 10 83,3 0,05
Cateter Ven. Central (n=92) 51 55,4 0,06
Trato. Antifungico (n=78) 38 48,7 0,08
Nut. Parenteral (n=59) 36 61,0 0,08
Prematuridade (n=36) 23 63,9 0,1
Corticéides (n=9) 2 22,2 0,11
Transplante (n=2) 0 0,0 0,12
Terapia Imunoss (n=7) 5 71,4 0,17
HIV (n=2) 2 100,0 0,17
Doenga Renal (n=20) 13 65,0 0,23
Diabetes (n=7) 5 71,4 0,3
Menor de 1 ano (n=45) 22 50 0,44
Uso de Antibiot. (n=92) 48 52,2 0,49
Cirurgia (n=34) 19 55,9 0,6
Doencga Intestinal (n=26) 13 50,0 0,7
Doenga Hematolégica (n=14) 7 50,0 0,8
375
376

377 5.6 FATORES ASSOCIADOS EM RELAGCAO A FAIXA ETARIA
378

379 Agrupando os pacientes por faixas etarias (< que 1 ano e > 60), observa-
380 se certos fatores mais associados a algumas faixas (Tabelas 9 e 10 ). Nos pacientes
381 acima de 60 anos (Tabela 9), mais uma vez encontra-se como os principais fatores
382 associados para o desenvolvimento de candidemia o uso do cateter venoso central
383 (100%) e o uso de antimicrobianos (88,9%). Outro fator com destaque é a alta
384 utilizagdo de ventilagdo mecanica. A taxa de mortalidade nesse grupo etario de
385 pacientes foi de 83,3%, maior que a mortalidade total dos pacientes (53,4%), talvez
386 pelo fato desses pacientes, na maioria deles, apresentarem um maior numero de
387 comorbidades associadas e um sistema imunolégico mais debilitado e

388 comprometido.
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Quanto aos menores de 1 ano, os fatores associados as candidemias
(tabela 10) foram o uso do cateter venoso central, de nutricdo parenteral e de
antimicrobianos. Também foi encontrada uma taxa de 50% de o&bitos nesses
pacientes, além de que a prematuridade isoladamente também pode ser

considerada um fator associado importante.

A doencga envolvendo multiplos 6rgdos é comum em RN. A frequéncia de
envolvimento de outros 6rgaos, como rins, meninges, olhos, 0ssos e articulacdes, é
muito variavel nos pacientes com candidemia e, por isso, deve ser sistematicamente
investigada (Makhoul et al., 2001; Chapman et al., 2003).

A candidemia no periodo neonatal € uma condigdo muito grave,
relacionada a elevada morbi-mortalidade, especialmente nos recém-nascidos com
muito baixo peso. Os avangos na terapia intensiva neonatal levaram a uma maior
sobrevida dos recém nascidos com peso de nascimento <1500g ou gravemente
doentes, os quais sao submetidos a procedimentos invasivos e consequente
elevagao do risco de infecgdo nosocomial, incluindo as fungemias. A prevencao das
infecgdes hospitalares nesta situacdo € um desafio, visto que a imunidade desta
populacao € imatura e a barreira cutanea, ineficaz e despreparada (Richtmann et al.,
2005).
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408 Tabela 9 - Fatores associados aos casos de candidemias com >60 anos (n=18)
Fator Sim %
Diabetes 5 27,8
Cancer solido 6 33,3
Cirurgia 9 50,0
Cateter 18 100,0
Uso de antibioticos 16 88,9
Doenca renal 8 444
Doenca intestinal 6 33,3
Obito 15 83,3
Ventilagdo Mecanica 15 83,3
Outras complicagbes* 9 50,0

*AVC, Pneumonia, pneumonia + tumor cerebral, DPOC, pneumonia,
pneumonia, abdomen agudo inflamatério, hemodialise, pneumonia +
AVE + Chagas

409
410
411 Tabela 10 - Fatores associados as candidemias em pacientes com idade <1 ano (n=44)
Sim
Fator
n %
Cateter 42 95,5
Nutricdo Parenteral 39 88,6
Antibidticos 41 93,2
Doenca Intestinal 8 18,2
Prematuro 33 75,0
Obito 22 50,0
412
413
414 5.7 TESTES LABORATORIAIS
415
416
417 A utilizacdo de diferentes metodologias para identificagdo e teste de

418 sensibilidade para as leveduras permite verificar a qualidade desses resultados com
419 maior exatiddo. Quando se compara testes de identificacdo de Candida spp.,

420 verifica-se que, normalmente, os testes mais eficazes sdo os mais trabalhosos e
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demorados, o mesmo acontecendo com os testes de sensibilidade aos antifungicos.
Por isso, a oportunidade de correlacionar testes e compara-los se faz importante na
hora da escolha de um teste para a rotina laboratorial. No presente estudo foram
comparadas trés metodologias de identificagdo de Candida, uma manual e mais
trabalhosa (morfologica e bioquimica), considerada por muitos anos como a de
referéncia em identificagdo, antes da introdugdo da biologia molecular; outra
metodologia utilizando aparelho de automacao (Vitek-Biomerieux (Durham NC,
USA)), que possibilita um resultado mais rapido e menos laborioso; finalmente, outra
metodologia manual de identificagdo, denominada mista neste trabalho, que muitos
laboratérios se utilizam na rotina, porém, também trabalhosa, na qual é utilizada
meios cromogénicos de identificacdo de espécies e testes de producédo de tubo

germinativo para diagnostico de Candida albicans.

Em relacdo a identificagdo de Candida pela metodologia de referéncia,
encontra-se nas 98 amostras o seguinte resultado: Candida parapsilosis com 37
identificacdes; Candida albicans com 33; Candida spp. com 12; Candida tropicalis
com 7; Candida glabrata com 4; Candida guilliermondii com 3 e Candida lusitaneae
com apenas 2 identificagdes.

Também neste estudo foram avaliados quatro diferentes métodos de
avaliacdo da sensibilidade ao fluconazol. A microdiluigdo em caldo, que apresenta
os melhores resultados e é considerada como padrdo ouro de realizagdo, porém
muito trabalhosa, é utilizada somente em laboratérios de pesquisa; a microdiluicao
em agar (Etest®), que utiliza a difusdo da droga no agar através de diferentes
concentracdes e que, apesar de resultado rapido e satisfatorio, apresenta um alto
custo; o teste do disco difusdo em agar com leitura 24 e 48 horas é considerada
rapida e menos trabalhosa e considerada uma boa alternativa para a utilizacdo na

rotina laboratorial, pelo seu custo beneficio.

Os resultados encontrados dentre essas 98 amostras de Candida pela
metodologia, considerada como padrao ouro, a microdiluicdo em placas, foram: 89
cepas consideradas sensiveis para o fluconazol; 6 cepas com resultado

intermediario e 3 cepas consideradas como resistentes (tabela 16).

Quando sdo comparadas as trés metodologias utilizadas, considerando o

padrdo ouro o0 método da microdiluicdo (MIC), observa-se maior concordancia dos
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resultados do Etest®, seguido pelo disco difusdo com leitura de 24 horas e depois
para o disco difusdo com leitura em 48 horas.

Trabalho de Pfaller et al. (2008) mostra que leitura dos resultados em 24
horas, tanto para microdiluicdo e disco difusdo, apresentaram melhores

concordancias do que 48 horas.

Rex et al. (2001) tém proposto futuras modificagbes no método M27-A
para melhorar a correlacédo entre MIC e resposta in vivo, como a reducéo de 48 para
24 horas no tempo de leitura para amenizar o problema do fenbmeno trailing, que
tende a ser mais frequentemente observado apos tempo de incubagdo mais longo.
Este fato pode levar a erros na determinagcdo da CIM (Odds, 1992), alteragdo no
critério para determinagcdo do endpoint, para a mais baixa concentragdo da droga
capaz de produzir 50% de inibicdo do crescimento e ndo 80%, como € estipulado
atualmente para a microdiluicdo (Rex et al., 1998) e agitacdo mecanica das placas
antes da leitura (Anaissie et al., 1996).

Classicamente, o termo resisténcia em um microorganismo é descrito
como a persisténcia ou progressao de uma infecgdo no hospedeiro, mesmo que se
obtenha maxima concentragdo da droga no sitio da infec¢gdo. O sucesso da resposta
clinica ao tratamento depende n&o somente da suscetibilidade do patégeno
envolvido, mas também de fatores do hospedeiro, como o sitio da infec¢ao, resposta
imunoldgica do hospedeiro, viruléncia da cepa, presencga de corpo estranho no local

da infecgao e farmacocinética da droga (Perfect e Cox et al., 1999).

A resisténcia a antifungicos tem sido tradicionalmente classificada como
intrinseca, presente antes da exposi¢ao a droga, ou adquirida, a qual desenvolve-se
apés a exposicdo ao antifungico devido a alteragdes genéticas estaveis ou
transitorias. (Perfect e Cox et al., 1999). Em um grande trabalho de prevaléncia e
suscetibilidade (de drogas antifungicas) realizado no Brasil por da Matta et al.
(2007), foram estudados 1000 amostras de candidemia isoladas em quatro hospitais
terciarios e foi observada uma sensibilidade ao fluconazol de 100% para C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis; 93% para C. glabrata e 96% para C. guiliiermondii.

As espécies de Candida que avaliadas apresentaram alguma taxa de

resisténcia total (R) ou intermediaria (1) ao fluconazol foram C. albicans (2 amostras
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R e 2 amostras |); C. glabrata (3 amostras 1); a C. tropicalis (1 amostra R) e Candida

spp. (uma amostra ).

Quando se observa um grande estudo multicéntrico de Pfaller et al.
(2007), a suscetibilidade ao fluconazol e voriconazol pelo método do disco difusao,
no qual estudaram 205.329 amostras, de varios sitios e realizados em mais de 40
diferentes paises observou-se uma sensibilidade ao fluconazol de 97,9% para C.
albicans; 68,9% para C. glabrata; 90,4% para C. tropicalis; 93,3% para C.
parapsilosis € 9,2% para C. krusei.

Com a padronizacio dos resultados de succetibilidade pode-se obter uma
boa correlagdo com o método de referéncia (Espinel-Ingroff et al., 1996, Pfaller et al.,
1996), embora menos de 50% de concordéncia possa ocorrer para C. tropicalis e C.
glabrata com relagdo ao fluconazol (Sewel et al., 1994). A prevaléncia de 65% de
Candida nao-albicans neste estudo em relagado a C. albicans talvez seja explicada
pelo alto numero de criangas menores que 1 ano de idade (45,92%), o que favorece
o aparecimento alto de C. parapsilosis (37,76%). Outro fator importante encontrado
no estudo foi o fato da C. parapsilosis ter sido a primeira colocada entre todas as

especies estudadas e identificadas.

Quando se analisam os diversos tipos de erros que podem ser
encontrados nas diferentes metodologias, deve-se conceituar que o minor error ou
erro menor € aquele no qual a metodologia padrdo ouro (MIC) da um resultado
intermediario e as outras metodologias dao resultados de sensiveis ou resistentes. O
major error ou erro maior seria aquele no qual a metodologia ouro (MIC) nos da um
resultado sensivel e a outra metodologia afere como resistente. O very major error
ou erro muito maior seria aquele no qual a metodologia ouro (MIC) da um resultado
de resistente e a outra metodologia afere um resultado de sensivel. O documento
M23-A2 do NCCLS considera como inaceitaveis valores iguais ou acima a 1.5% de
very major errors; valores iguais ou acima a 3% para major errors e valores acima de

10% para minor errors.

Na tabela 11, pode-se visualizar os diversos tipos de erro encontrado nas
metodologias dos testes de sensibilidade de acordo com o resultado padrao de cada
teste. Os conceitos de Minor error, Major error e Very major error séo estabelecidos

segundo os dados apresentados nessa tabela.

Alessandro Lia Mondelli



516
517

518

519

520
521
522
523
524

525

526

527

528
529
530
531
532

533
534

5 Resultados e Discussao 65

Tabela 11 - Tipos de erro na comparagédo de métodos de identificagdo da resisténcia (NCCLS M23-

A2, 1981)
Tipos de erro Resultadq do método ResultacIo de outros
padrao ouro métodos

I SouR
Minor error S I
R I
Major error S R
Very major error R S

Na tabela 12, pode-se comparar os diferentes valores percentuais dos 3

tipos de erro (Minor error; Major error e Very major error) em cada metodologia
avaliada pelo estudo. Claramente, visualiza-se resultados diversos para cada
metodologia, o que facilita uma analise mais criteriosa para recomendacgao de cada

método ou teste.

Tabela 12 - Erros dos testes % (controle = microdiluicao)

Disco-difusao

Concordancia Etest®
24 horas 48 horas
Concordante 92,8 81,6 72,4
Minor error 4.1 10,2 10,2
Erros  Major error 0,0 5,1 14,3
Very major error 3,1 3,1 3,1

Quando se comparam estes resultados pela metodologia da microdiluigao

MIC (padrao ouro) contra o método do Etest® observa-se uma concordancia de
92,8% dos testes. Também é verificado que o very major error encontrado foi de
apenas 3,1%, o major error foi de 0% e o minor error foi de 4,1%, o que justifica

plenamente a utilizagdo do método do Etest® na rotina laboratorial.

Na tabela 13, ao se correlacionar os resultados de dois testes de

sensibilidade (MIC e Etest®), observa-se concordancia 92.8% entre os métodos,
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porém com uma pequena discrepancia nos resultados dos sensiveis (89 e 95
amostras); nos intermediarios (6 e 3 amostras) e nos resistentes (3 e 0 amostras).

Tabela 13 - Correlagéo entre resultados do MIC e Etest® para fluconazol

. o Etest® _
Microdiluicao - - — Totais
Sensivel Resistente Intermediario
Sensivel 89 0 0 89
Resistente 3 0 0 3
Intermediario 4 0 2 6
Total 95 0 3 98

Taxa de concordancia = 91 (92,8%)

O Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia) € um sistema comercial para testar
a suscetibilidade antifungica, baseado na difusdo em meio solido de diferentes
concentragdes de uma droga incorporada em tiras plasticas, e que permite a
definigdo mais rapidamente da CIM da droga, tanto para bactérias como para fungos
leveduriformes. Este método atualmente vem sendo muito utilizado pelos
laboratérios, mostrando-se como uma prova mais rapida e de facil realizagdo em

relacdo aos outros métodos ja existentes (Colombo et al., 1995).

Um trabalho de Alexander et al. (2007) comparou a suscetibilidade a
varias drogas antifungicas, em 212 espécimes de Candida, utilizando o método do
Etest®, uma metodologia automatizada (Sensititre) e a microdiluicdo em caldo com
48 horas de incubagdo e observou uma concordancia entre os métodos Etest® e
microdiluicdo em caldo para o fluconazol de 92%, sendo assim, os dados presentes

corroboram com os deles.

Quando se comparam as metodologias da microdiluigao MIC (padrao
ouro) e disco difusdo (com leitura em 24 horas), verifica-se uma concordancia de
81,6% entre os métodos, com um percentual de very major error de 3,1%, de major
error de 5,1% e 10,2% de minor error. Dentre essas trés cepas que apresentaram o
very major error, vale ressaltar que foram as mesmas que apresentaram o mesmo

tipo de erro no teste de concordancia para o Etest®.
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Ao se correlacionar os resultados de dois testes de sensibilidade (MIC e
disco-difusdo em leitura em 24 horas), observa-se uma concordancia 81.6% entre os
métodos (tabela 14), sem apresentar discrepancia nos resultados dos sensiveis (89
e 89 amostras); uma pequena diferenga nos intermediarios (6 e 4 amostras) e outra

pequena diferenga nos resistentes (3 e 5 amostras).

Tabela 14 - Correlagéo entre resultados de microdiluigdo e disco-difusao (em leitura em 24 horas)
para fluconazol

Disco-difusao (24 horas)

Microdiluicao - — Totais
Sensivel Resistente Intermediario
Sensivel 80 5 4 89
Resistente 3 0 0 3
Intermediario 6 5 0 6
Total 89 5 4 98

Taxa de concordancia = 80 (81,6%)

Como essas mesmas trés cepas, duas de C. albicans e uma de C.
tropicalis apresentaram-se resistentes no MIC e sensiveis ao Etest®, disco difusdo
24 horas e 48 horas, mereceriam um estudo mais aprofundado, talvez uma analise
por biologia molecular dos mecanismos de resisténcia dessas Candida, para se

poder conhecer melhor as caracteristicas dessas trés cepas.

Com isso, os resultados apresentados pelo teste de disco difusao 24
horas e do Etest® podem ser considerados adequadas para a rotina laboratorial,
mesmo apresentando 3,1% de very major error, o que ultrapassa os 1,5%
recomendado pela literatura, uma vez que as mesmas trés cepas apresentaram
alteracao nas trés metodologias estudadas (Etest®, disco difusdo 24 e 48 horas).
Em relagdo ao major error, apesar destes resultados de 5,1% estarem acima dos 3%
preconizados pela literatura, recomenda-se o uso e padronizacédo do teste uma vez
que duas amostras observadas nesse tipo de erro apresentaram MIC relativamente
altos e com caracteristicas especificas daquela espécie, como no caso, as Candida
tropicalis. Além disso, o major error € um tipo de erro importante, porém, que nao

condenaria o paciente a utilizar uma droga com resultado de falsa sensibilidade.

Alessandro Lia Mondelli



586
587
588
589
590
591

592
593
594
595
596
597
598

599
600
601
602

603
604
605
606
607
608
609
610
611
612

613
614
615
616
617
618

5 Resultados e Discussao 68

Um estudo global importante (ARTEMIS) de Pfaller et al. (2004), no qual
foram avaliados 2949 cepas de Candida, comparando-se o teste da microdilui¢cao e
o teste de disco difusdo, verificou uma taxa de concordancia entre os métodos de
92,8%, que supera os presentes resultados. Ainda nesse estudo as taxas de very
major error, de major error e minor error foram de 0,4%, 3,4% e 5,8%

respectivamente.

Estudo de Barry et al. (2002) compararam trés metodologias diferentes
para suscetibilidade ao fluconazol (microdiluicdo; Etest® e disco-difusdo) em 495
amostras clinicas. Foi observada uma concordéncia de 96% do Etest® com a
microdiluicdo sendo que a maioria das discrepancias foram em relacdo aos minor
error. Também foi observada uma concordéncia de 97% do disco difusdo com a
microdiluicdo, sendo que os melhores resultados foram obtidos apds leitura de 24

horas do disco difusao.

Em outro estudo de Pfaller et al. (2003), onde foram comparadas as
metodologias do Etest® e do disco difusdo com a microdiluicdo para o fluconazol
envolvendo somente C. glabrata, foi verificada concordancia de 91% para o Etest® e

96% para o disco difusdo, onde a maioria das discrepancias se deu a minor errors.

Quando se comparam o teste da microdiluicdo MIC (padrdo ouro) com o
do disco difusdo de leitura de 48 horas, verifica-se uma concordancia entre os testes
de 72,4% (tabela 15). Analisando a taxa de erros, observa-se um very major error de
3,1%; 14,3% de major error € 10,2% de minor error. Diante desses resultados, ndo
seria aconselhavel a utilizagdo dessa metodologia na rotina laboratorial, uma vez
que houve uma taxa muito acima dos 3% recomendada na literatura como taxa
maxima para o major error (NCCLS, M23-A2). O proprio documento M23-A2 (CLSI)
cita que, apds alguns estudos, ficaram evidenciados os melhores resultados de
leitura por disco difuséo para fluconazol apds as 24 horas de incubagao em vez das
48 horas.

O documento do CLSI afirma que resultados que se tornaram resistentes
na leitura apds 48 horas, quando os mesmos eram considerados sensiveis na leitura
apos 24 horas, deveriam ser alterados para sensiveis. Estudo de Salgado-Parrefio et
al. (2006) fez uma comparagdo entre leituras com 24 horas e 48 horas de
observagado para suscetibilidade ao fluconazol e outros antifungicos utilizando-se

como metodologias o Etest®, o disco-difusdo e uma metodologia automatizada
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(Sensititre). A leitura em 24 horas foi melhor avaliada que a de 48 horas para todas

as drogas testadas, mesmo utilizando somente a C. dubliniensis.

Na tabela 15, ao se correlacionar os resultados de dois testes de
sensibilidade (MIC e disco-difusdo em leitura em 48 horas), observa-se uma
concordancia de 72,4% entre os meétodos, apresentando discrepancia nos
resultados dos sensiveis (89 e 77 amostras); sem diferenga nos intermediarios (6 e 6

amostras) e outra grande diferenga nos resistentes (3 e 15 amostras).

Tabela 15 - Correlagéo entre resultados de microdiluigdo e disco-difusdo (com leitura em 48 horas)
para fluconazol

Disco-difusao (48 horas)

Microdiluicao : — Totais
Sensivel Resistente Intermediario
Sensivel 70 14 5 89
Resistente 3 0 0 3
Intermediario 4 1 1 6
Total 77 15 6 98

Taxa de concordancia = 71 (72,4%)

Quando se comparam as diferentes metodologias de identificacdo das
Candida spp. (técnica manual x técnica automatizada — Vitek-Biomerieux (Durham
NC, USA), Vitek), observa-se uma concordancia global de 80,6%. A Candida
glabrata (n = 3) e a Candida guilhermondii (n = 2) apresentaram concordancia de
100%, apesar do numero de amostras ser considerado baixo. A C. albicans teve
uma concordancia de 78,57%, a C. parapsilosis teve uma concordancia de 86,49%,
enquanto C. tropicalis teve uma concordancia de 77,78% e a C. lusitanae obteve
uma taxa de concordancia de 66,67%. Esses dados permitem dizer que a
metodologia semi automatizada do sistema Vitek-Biomerieux (Durham NC, USA)

pode ser incorporada na rotina laboratorial.
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As peculiaridades apresentadas por diferentes espécies de Candida spp.,
do ponto de vista epidemiologico e terapéutico, justificam a necessidade de
identificar-se as leveduras ao nivel de espécie quando tais microorganismos estao
associados a doengas sistémicas. Este procedimento é fundamental para permitir a
escolha da melhor abordagem terapéutica a ser instituida no paciente infectado.
Isolados de C. krusei sao completamente resistentes a fluconazol e amostras de C.
glabrata, com frequéncia, s&o resistentes ou necessitam doses maiores de azdis
para possibilitar sucesso terapéutico. Da mesma forma, acredita-se que doses
maiores de anfotericina B devam ser utilizadas na terapéutica de infec¢des invasivas
por C. krusei e C. glabrata. Isolados clinicos de C. lusitaniae podem ser resistentes a
anfotericina B (Sanglard et al., 2002; Pfaller et al., 2001).

Quando se comparam as taxas de concordancia pela técnica manual
(padrao ouro) vs. identificagcdo mista realizada dentro do laboratério de microbiologia
do HC-FMB verifica-se uma baixa concordancia entre os numeros (62,2%), o que
inviabiliza sua utilizacdo na rotina laboratorial. Nao foi verificada nenhuma

concordancia de 100% entre todas as espécies estudadas.

Quando observamos os cruzamentos de sensibilidade ao fluconazol pelo
MIC versus a mortalidade, encontramos significancia naqueles casos de 6bitos em
resultados sensiveis = 50,6%; resultados intermediarios = 100% e resultados de

resisténcia = 33,3%.

A dificuldade em estabelecer um cruzamento de resultado de MIC e
mortalidade se da em raz&o de varios outros fatores que podem influenciar mais na
resposta clinica do paciente. Pode-se citar, como exemplo, a farmacocinética da
droga, a imunidade do hospedeiro, propiedades inerentes ao paciente como uso de

cateteres etc, e a prépria viruléncia do organismo (Espinel-Ingroff et al.,1996).

Ao se comparar a distribuicdo dos resultados dos testes de sensibilidade
encontrados pelas quatro metodologias avaliadas e visualizados na tabela 16,
percebe-se que a maioria das 98 amostras se apresentaram sensiveis (entre 77 e 95
amostras); outras obtiveram resultados intermediarios (entre 3 e 6 amostras);
algumas apareceram como resistentes (entre 0 e 15 amostras), de acordo com a

metodologia utilizada.
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Grafico 3 - Distribuicdo da sensibilidade ao fluconazol pelos trés métodos analisados

Tabela 16 - Distribuicdo da sensibilidade ao fluconazol pelos trés métodos analisados

Método Sensivel Intermediario Resistente
Microdiluicao 89 6 3

Etest® 95 3 0

DD 24h 89 4 5

DD 48h 77 6 15

Na tabela 17, observa-se que Candida parapsilosis, lusitaneae e

guilliermondii foram 100% sensiveis ao fluconazol. Dentre a Candida albicans 87,8%
apresentaram-se sensiveis. Ja em Candida ftropicalis e a Candida glabrata a
sensibilidade foi de 85,7% e 25% respectivamente. A Candida spp. isolada sem

identificacdo apresentou sensibilidade de 91,6%.
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Tabela 17 - Sensibilidade das espécies de Candida

Numero (%) de amostras

Espécie ; - :
Sensivel Intermedidrio Resistente

C. parapsilosis 37 (37,8) 0 0

C. albicans 29 (29,6) 2 (2) 2 (2)
C. glabrata 1(1) 3(3,1) 0

C. tropicalis 6 (6,1) 0 1(1)
C. lusitaneae 2(2) 0 0
C. guilliermondii 3(3,1) 0 0
Candida spp. (ndo identificada) 11 (11,2) 1(1) 0

Na tabela 18, sdo apresentadas as mesmas 3 amostras que foram
resultantes de Very major error nas 3 metodologias avaliadas ( MIC; Etest®; DD 24 e
48 horas). Os MICs e os diametros dos halos sdo representados nessa tabela, além
das espécies envolvidas. Deve-se lembrar que o Very major error € um tipo de erro
importante na validagdo de uma metodologia, que podera afetar substancialmente o
paciente do ponto de vista clinico.

Tabela 18 - Amostras com very major error nas trés metodologias estudadas MIC x Etest® x DD 24 e

48 horas
Identificagéo MIC Etest® DD 24 horas DD 48horas
Candida R S S S
albicans >64 ug/mL 1,5 pg/mL 34 mm 30 mm
Candida R S S S
albicans >64 ug/mL 1,0 ug/mL 32 mm 32 mm
Candida R S S S
tropicalis >64 pg/mL 0,38 pug/mL 26 mm 24 mm

MIC: microdiluigdo em caldo; DD: disco-difuséo; R: resistente; S: sensivel

Na tabela 19, encontram-se discriminadas as 5 amostras com Major error
em relacdo a metodologia DD 24 horas. Os Mics e os didmetros dos Halos séo
representados nessa tabela, além das espécies envolvidas. Deve-se lembrar que o
major error € um tipo de erro importante na validacdo de uma metodologia, porém

um erro que dificilimente afetara o paciente do ponto de vista clinico.
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Tabela 19 - Amostras com major error MIC x DD 24 horas

Identificagéo MIC DD 24 horas
C. albicans 0.12 ﬁg L 6 r|:m
C. albicans 0.25 ig L 6 rim
C. albicans 0.25 ig L 5 rim
C. tropicalis 3 pg?/mL 6 rim
C. tropicalis 5 pg?/mL 6 rim

MIC: microdiluicdo em caldo; DD: disco-difuséo; R: resistente; S: sensivel

Na tabela 20, visualiza-se as 14 amostras com Major error em relagéo a
metodologia DD 48 horas. Os MICs e os diametros dos Halos s&o representados
nessa tabela, além das espécies envolvidas. Deve-se lembrar que essas 14
amostras representam 14,3% dos casos com major error, 0 que significa que esse

valor ultrapassa os 3% preconizados como erro ideal do teste.
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715 Tabela 20 - Amotras com major error MIC x DD 48 horas
Identificagéo MIC DD 48 horas
S R
C. albi
albicans 0,25 ug/mL 6 mm
S R
C. albi
albicans 1 pg/mL 6 mm
S R
C. albi
albicans 2 yg/mL 6 mm
S R
C. albi
albicans 2 ug/mL 6 mm
. S R
C. albicans 0.25 pg/mL 6 mm
S R
C. albi
albicans 8 pg/mL 14 mm
S R
C. albi
albicans 0,5 ug/mL 6 mm
. S R
C. albicans 0.12 pg/mL 6 mm
S R
C. albi
aibicans 8 pg/mL 6 mm
S R
. albi
C. albicans 0,25 ug/mL 6 mm
S R
C. albi
albicans 0,5 ug/mL 6 mm
S R
C. tropicali
ropicats 0,25 pg/mL 6 mm
C. tropicalis S R
2 ug/mL 6 mm
C. parapsilosis S MS
- parap 1 ug/mL 16
MIC: microdiluicdo em caldo; DD: disco-difus&o; R: resistente; MS: moderadamente sensivel; S:
sensivel
716
717
718 Na tabela 21, consegue-se ter uma idéia da taxa de concordancia entre

719 as principais espécies de Candida para cada metodologia de identificacdo (a
720 manual, considerada de referéncia, e a automatizada, do sistema Vitek). Observa-se

721  uma concordancia global de 79 amostras (80,6% dos casos). Quando se analisam
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espécie por espécie percebe-se que para Candida parapsilosis a discordancia dos
resultados aconteceu para 5 amostras, ou seja, em 13,5% dos casos. Essas 5
amostras foram identificadas erroneamente , pelo sistema Vitek, como sendo: 1
Candida glabrata e 4 Candida spp. Para Candida albicans a discordancia ocorreu
em 9 amostras, ou seja, em 27,2% dos casos. Essas 9 amostras foram identificadas
como 3 Candida parapsilosis e 6 como Candida spp. Para Candida glabrata a
discordancia ocorreu em apenas 1 amostra, porém com um percentual de 25%, que
foi identificado pelo Vitek como sendo Candida parapsilosis. Em relacdo a Candida
tropicalis, a discrepancia ocorreu em 2 amostras, ou seja, 22,2% dos casos e foram
identificadas como Candida parapsilosis e Candida spp. As cepas de Candida
lusitaneae e C. guilliermondii apresentaram discordancia em apenas 1 amostra, ou
seja, 33,3% dos casos e foi identificada como sendo uma Candida Parapsilosis e
outra Candida spp. Para finalizar, as cepas de Candida spp., apresentaram uma
discrepancia entre 11 amostras, ou seja, em 91,6% dos casos, que foram
identificadas como sendo 6 Candida albicans, 4 Candida parapsilosis e 1 Candida
tropicalis.

Alessandro Lia Mondelli



Tabela 21 - Comparacéo entre identificagdo manual e automatizada (Vitek 1)

Vitek
Identificagéo Candid Totais
andida spp.
manual C. C. albicans C. glabrata  C. tropicalis  C. lusitaneae G - andiaacs PP Cr.
parapsilosis guilliermondii  (nZo identificada) neoformans
C. parapsilosis 32 3 0 1 1 0 0 0 37
C. albicans 0 33 0 0 0 0 0 0 33
C. glabrata 1 0 3 0 0 0 0 0 4
C. tropicalis 0 0 0 7 0 0 0 0 7
C. lusitaneae 0 0 0 0 2 0 0 0 2
C. guilliermondii 0 0 0 0 0 2 1 0 3
Candida spp.
(ndo identificada) 4 6 0 1 0 0 v 1 12
Total 37 42 3 9 3 2 1 1 98

Taxa de concordancia = 79 (80,6%)
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Na tabela 22, consegue-se ter uma idéia da taxa de concordancia entre
as principais espécies de Candida para cada metodologia de identificagdo (a
manual, considerada de referéncia, e da identificagdo mista). Observa-se uma
concordancia global de apenas 61 amostras ou 62,2% dos casos. Quando se
analisam espécie por espécie, percebe-se que para Candida parapsilosis a
discordancia dos resultados aconteceu para 17 amostras, ou seja, em 45,9% dos
casos. Dessas 17 amostras, 8 foram identificadas erroneamente , pelo sistema
misto, como sendo leveduras nido especificadas; 2 como Candida spp; 4 como
Candida albicans e 1 como sendo Candida tropicalis, C. lusitaneae e C.
guilliermondii. Para Candida albicans a discordancia ocorreu em 5 amostras, ou seja,
em 14,2% dos casos. Essas 5 amostras foram identificadas como levedura néo
especificada. Para Candida glabrata a discordancia ocorreu em 3 amostras, ou seja,
em 75% dos casos e foram identificadas como sendo 1 Candida parapsilosis e 2
leveduras nao especificadas. Em relacdo a Candida tropicalis, a discrepancia
ocorreu em apenas 1 amostra, ou seja, 14,2% dos casos, e foi identificada como
Candida albicans. As Candida lusitaneae e guilliermondii apresentaram discrepancia
em 1 amostra cada, sendo identificadas como sendo Candida spp. e levedura nao
especificada respectivamente. Para as Candida spp., houve uma discrepancia em 9
amostras, ou seja, em 75% dos casos, e foram identificadas como sendo 1 Candida

parapsilosis; 2 Candida albicans e 6 leveduras nao especificadas.
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Tabela 22 - Comparagéo entre identificagdo manual e resultado liberado pelo Lab clinico (identificagdo mista)

Mista

Identificagédo :

manual parap%i/osis a Ibigéns C. glabrata C. tropicalis C. lusitaneae C. guilliermondii (nécc??ci:: chZF;a) I;eSV;:CL:friian déao Totais
C. parapsilosis 20 4 0 1 1 1 2 8 37
C. albicans 0 28 0 0 0 0 0 5 33
C. glabrata 1 0 1 0 0 0 0 2 4
C. tropicalis 0 1 0 6 0 0 0 0 7
C. lusitaneae 0 0 0 0 1 0 1 0 2
C. guilliermondii 0 0 0 0 0 2 0 1 3
(Cruaéngc?éj:n?f)igéda) 1 2 0 0 0 0 . 6 12
Total 22 35 1 7 2 3 6 22 98

Taxa de concordancia = 61 (62,2%)
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Na tabela 24, pode-se compreender a dificuldade em estabelecer
relagcbes entre os resultados dos testes de sensibilidade ao fluconazol e a
mortalidade. Pode-se verificar nessa tabela, onde o resultado estatistico foi
significante p < 0,05, que é justamente onde esperariamos encontrar uma taxa de
mortalidade diminuida, principalmente pelo valor dos sensiveis e intermediarios e o
que se vé é o contrario, com a taxa de mortalidade aumentada nos dois casos
(50,6% e 100%) em relacao a dos resistentes (33,3%). Talvez esse fato se justifique
pela dificuldade em determinar a verdadeira causa que levou aquele individuo ao
obito. A causa multifatorial pode ser que leve a resultados incompreensiveis, como
parece ser esse caso, € remete a uma reflexdo de que varios sao os fatores

envolvidos no 6bito daquele doente com candidemia.

Tabela 24 - Avaliagédo da sensibilidade ao fluconazol pela mortalidade

Comparagao p

obito Sens = 50.6%;
Sensibilidade ao fluconazol (microdiluicao) 0,05 obito interm = 100.0%
Obito res = 33.3%

Sensibilidade ao fluconazol (Etest®) 0,63
Sensibilidade ao fluconazol (DD 24h) 0,82
Uso de fluconazol em cepas sensiveis pelo MIC 0,88

Nas Tabelas 25, 26 e 27, sdo cruzados os resultados comparativos das
duas metodologias para determinacdo da sensibilidade, tendo como referéncia a
microdiluicdo em caldo. As leituras de 24 e 48 horas para disco-difusdo também sao
apresentadas. Nessas trés tabelas é possivel verificar os diversos tipos de erros dos

métodos.
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Tabela 25 - Comparagéo entre os resultados da microdiluigdo em caldo (referéncia) e teste de disco-difusdo com leitura a 24 horas, para o fluconazol

Microdilui¢&o
>32 Concordante Very Major Error 1 1 1
32 c Minor Error 1
16 Minor Error 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 2 1 1 2
4 1 1 2 1 2 1 1
2 1 1 1 1 13 1 3 6 1 3 1 2
1 1 1 2 2 4 1 1 3 2 3 3 1
05 Maijor Error 1 1 )
0,250 2 1 Concordante 2 1 2 1 2 2
0,125 1 2 1
DD 24h 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Didmetro (mm) dos halos de inibicéo



Tabela 26 - Comparagéo entre os resultados da microdiluigdo em caldo (referéncia) e teste de disco-difusdo com leitura a 48 horas, para o fluconazol

Microdilui¢do
>32 Concordante Very Major Error 1 1 1
32 1 :
Minor Error C Minor Error
16 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1 1 1 2
4 1 1 1 2 1 1 2
2 3 1 1 1 4 3 6 3 1 1 1
1 2 . 2 1 4 1 2 4 3 3 1 1
Major Error
0,5 2 1 1
0,250 4 1 1 4 2 1
Concordante
0,125 1 1 1 1
DD 48h 6 789 10 11 12 13 14:15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Didmetro (mm) dos halos de inibicdo



Tabela 27 - Comparagao entre os resultados da microdiluicdo em caldo (referéncia) e E-test®, para o fluconazol

Microdiluigao )
Very Major Error
>32 1 1
32 1
16 1 Minor Error 2 1 Concordante
8 1 2 1 2 1 2 1
4 1 1 2 4 1
2 1 1 7 5 5 1 3 1 1
1 1 2 2 7 2 4 2 1 2 1 Major Error
0.5 2 1 1Concordante
0,250 1 2 4 3 2 1
0,125 1 2 1
E-test 0,025 0,05 0,075 009 0125 019 025 038 05 0,75 1 1,5 2 3 4 6 12 16, 32 64
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6 CONCLUSOES

Os fatores associados mais prevalentes para o desenvolvimento de
candidemia foram: o uso de antimicrobianos, antifungicos, utilizagdo do cateter

venoso central, a presenga de ventilagdo mecanica e nutricdo parenteral.

A mortalidade geral do estudo foi de 53,1%, sendo que a Candida
glabrata teve o maior indice de mortalidade do estudo, seguida pela C. tropicalis e a

C. albicans.

Pacientes com candidemia em uso de ventilagdo mecanica tem uma

maior probabilidade de ir a ébito.

As principais espécies de Candida encontradas foram as C. n&o albicans
(66,33%), sendo a C. parapsilosis (37,76%) a mais frequente. As cepas de Candida

albicans somaram 33,67% dos casos.

Os testes de sensibilidade ao fluconazol recomendados para utilizagcao

na rotina laboratorial foram:

e Disco difusdo com leitura visual e disco CECOM (Sao Paulo, Brasil)

apos 24 horas;

e Teste da microdiluicao em agar pelo Etest® com leitura visual em 24

horas;

O teste de sensibilidade ao fluconazol nao recomendado para utilizagao

na rotina laboratorial foi:

e Disco difusdo com leitura visual e disco CECOM (Sao Paulo, Brasil)
apods 48 horas.
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O sistema de identiicacdo de Candida recomendado para utilizagdo na

rotina laboratorial foi:

e O sistema automatizado Vitek-Biomerieux (Durham NC, USA), com
cartdo de identificagao.

O sistema de identiicacao de Candida nao recomendado para utilizagao

na rotina laboratorial foi:

e O sistema de identificagdo mista de Candida realizado com tubo
germinativo e Chromagar Candida (Difco, Sparks, MD-EUA).
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ANEXOS

ANEXO A
Identificagdo Testes de Sensibilidade ao Fluconazol*
Entrada Ano . mi-automatizada Microdiluigdo DD 24h DD 48h
Manual (IB) Mista (FMB) Se (L\I,ti(t)ek)t ad (pg/mL)g (Eptge/rsnt(LFD) (mm) (mm)

H- 179/00 2000 Candida sp. Levedura C. tropicalis 8 6 32 32
H- 827/00 2000 Candida sp. Levedura C. albicans 8 1.5 40 40
H- 2484/00 2000 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.75 30 26
H- 2278/00 2000 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 4 12 18 16
H- 1223/01 2001 C. parapsilosis C. albicans C. albicans 1 2 32 30
H- 1759/01 2001 C. parapsilosis C. guilliermondii C. parapsilosis 80% 1 2 18 18
H- 1060/01 2001 Candida sp. Levedura C. albicans 2 3 32 32
H- 2964/01 2001 Candida sp. Levedura C. albicans 4 2 38 38
H- 2174/01 2001 Candida sp. C. albicans C. parapsilosis 8 4 20 18
H- 2961/01 2001 C. albicans Levedura C. albicans 0.25 0.75 36 36
H- 2976/01 2001 Candida sp. Levedura C. neoformans 2 1.5 34 32
H- 2880/01 2001 Candida sp. Candida sp. C. parapsilosis 2 1 34 30
H- 2876/01 2001 Candida sp. Candida sp. C. albicans 2 1.5 38 36
H- 1062/01 2001 Candida sp. Levedura C. albicans 4 2 30 30
H- 1153/01 2001 C. lusitaniae Candida sp. C. lusitaniae 2 1.5 32 32
H- 194/02 2002 C. parapsilosis Candida sp. C. parapsilosis 2 0.38 40 40
H- 1526/02 2002 C. albicans C. albicans C. albicans >64 1.5 34 30
H- 1628/02 2002 C. parapsilosis Candida sp. C. parapsilosis 2 0.5 34 30



ANEXO A (continua)

Identificagdo Testes de Sensibilidade ao Fluconazol*
Entrada Ano Manual (IB) Mista (FMB) Semi-a(l\j/ti?:()atizada MIC(LZO/I:LUS“ Etgelsr:(LR)) D(Ianfn‘t)h D(IrJn:LB)h
H- 1562/02 2002 C. albicans Levedura C. albicans 4 0.25 34 34
H- 1522/02 2002 Candida sp. Candida sp. C. parapsilosis 2 0.5 40 38
H-917/02 2002 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 0.5 0.38 40 40
H- 1549/02 2002 C. albicans C. albicans C. albicans 4 2 30 30
H- 1663/02 2002 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 0.5 34 32
H- 1074/02 2002 C. albicans Levedura C. albicans 4 2 36 36
H- 611/02 2002 C. glabrata Levedura C. glabrata 16 32 30 24
H- 1573/02 2002 C. albicans Levedura C. albicans 8 0.125 40 40
H- 2269/02 2002 C. albicans C. albicans C. albicans 16 1.5 38 38

47% C. guilliermonddi/

H- 2524/02 2002 C. guilliermondii Levedura 529%C. famata 8 3 22 20
H- 35751/03 2003 C. parapsilosis C. albicans C. parapsilosis 0.25 0.38 34 30
H- 32424/03 2003 C. albicans C. albicans C. albicans >64 1 32 32

H- 272/03 2003 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 1 0.25 24 26
H- 35821/03 2003 C. albicans Levedura C. albicans 0.25 0.5 34 32
H- 489/03 2003 C. glabrata Levedura C. glabrata 32 16 22 18
H- 35749/03 2003 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 0.38 30 24
H- 32202/03 2003 C. tropicalis C. albicans C. tropicalis 1 0.75 24 22
H- 32415/03 2003 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis >64 0.38 26 24
H- 415/03 2003 C. albicans C. albicans C. albicans 16 0.5 42 42

H- 194/03 2003 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 0.38 34 34



ANEXO A (continua)

Identificagdo Testes de Sensibilidade ao Fluconazol*

Entrada Ano Manual (IB) Wista (FMg)  Semi-automatizada Mlc;:]c;oll::lul-l)gao Etesto D(lralrl r2n4)h D(lralrl :tns)h
H- 31181/03 2003 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 0.25 36 34
H- 31063/03 2003 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 8 1.5 24 22
H- 30448/04 2004 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 4 0.38 36 28
H- 31777/04 2004 C. albicans C. albicans C. albicans 1 4 32 30
H- 31562/04 2004 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 0.25 26 22
H- 32675/04 2004 C. albicans C. albicans C. albicans 2 0.25 32 30
H- 32859/04 2004 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.25 32 28
H- 31781/04 2004 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 4 0.38 40 38
H- 32353/04 2004 C. parapsilosis C. albicans C. albicans 0.12 0.5 34 34
H- 33712/04 2004 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 0.25 36 32
H- 31235/04 2004 C. guilliermondii C. guilliermondii C. guilliermondii 2 0.25 36 32
H- 32092/04 2004 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.38 36 34
H- 31193/04 2004 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 1 0.38 26 24
H- 31437/04 2004 C. parapsilosis C. tropicalis C. tropicalis 8 0.38 26 26
H- 31526/04 2004 Candida sp. C. albicans C. albicans 16 1.5 22 20
H- 31269/04 2004 C. parapsilosis C. albicans C. albicans 8 0.5 24 24
H- 33339/04 2004 C. albicans C. albicans C. albicans 1 0.25 34 34
H- 3222/05 2005 Candida sp. C. parapsilosis C. parapsilosis 2 0.38 31 26
H- 30413/05 2005 C. glabrata C. parapsilosis C. parapsilosis 2 6 21 15
H- 3845/05 2005 C. guilliermondii C. guilliermondii C. guilliermondii 2 0.38 34 26
H- 30917/05 2005 C. lusitaniae C. lusitaniae C. lusitaniae 1 0.5 27 26



ANEXO A (continua)

Identificagdo Testes de Sensibilidade ao Fluconazol*

Entrada Ane S d Microdiluiga Etest® DD 24h DD 48h
. emi-automatizada icrodiluicao es
Manual (IB) Mista (FMB) (Vitek) (ug/mL) (ng/mL) (mm) (mm)

H- 2516/05 2005 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.25 36 18
H- 4070/05 2005 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.19 37 36
H- 3611/05 2005 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 8 4 17 14
H- 4652/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 2 0.25 29
H- 2298/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 1 0.05 25
H- 30273/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 0.12 0.38 30 26
H- 3887/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.025 36
H- 30924/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 1 1,5 29
H- 4760/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.75 31 32
H- 4270/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.38 0 0
H- 30959/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 1 0.25 26 25
H- 2521/05 2005 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.25 34 26
H- 3549/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 2 0.25 24 6
H- 3338/05 2005 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 1,0 28 30
H- 30919/05 2005 C. parapsilosis C. lusitaniae C. lusitaniae 1 0.5 23 25

H- 65/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 0.5 0.125 40 38
H- 1571/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.12 0,25 0 0
H- 2498/06 2006 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 4 0.075 24 20
H- 1936/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.5 18 0
H- 4869/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.25 33 30
H- 2739/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.25 30 30



ANEXO A (continua)

Identificagdo Testes de Sensibilidade ao Fluconazol*

Entrada Ano ) Semi-automatizada Microdiluicao Etest® DD 24h DD 48h
Manual (IB) Mista (FMB) (Vitek) (ug/mL) (ng/mL) (mm) (mm)

H- 3838/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.38 32 30
H- 5332/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.5 0.125 27 0
H- 2343/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 0.125 30 34
H-2471/06 2006 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 0.38 0 0
H- 5480/06 2006 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 0.5 25 22
H- 3220/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.12 0.38 30 32
H- 782/06 2006 C. glabrata C. glabrata C. glabrata 16 3 20 0
H- 5580/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 0.094 35 26
H- 4630/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.25 26 22
H- 2750/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.125 34 38
H- 2681/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.5 28 26
H- 5666/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.125 36 34
H- 4720/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 0.38 0 0
H- 3564/06 2006 C. albicans C. albicans C. albicans 0.5 0,5 22
H- 2428/06 2006 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 2 0.5 0

H- 40/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.5 26 20
H- 174/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 0.19 30 22
H- 806/06 2006 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 0.5 30 26



ANEXO A (continua)

Controle ATCC 22019 4 1
Controle ATCC 6258 32 32

30 26
10 6

*Pontos de corte (CLSI, 2005): Microdiluigdo e Etest®: < 8 yg/mL, sensivel; 16 a 32 ug/mL, Sensibilidade Dose Dependente; = 64 ug/mL, Resistente. Disco-
difusdo: < 14 mm, resistente; 15-18 mm, moderadamente sensivel; 19 mm, sensivel.

MIC90 (Microdiluigdo em caldo): 8 ug/mL; MIC50: 2 pg/mL.
MIC90 (Etest®): 2 ug/mL; MIC50: 0,38 ug/mL.
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ANEXO B - Dados microbioldgicos dos 98 casos de candidemia analisados

Identificagao

Amostra | Ano | RG 'fwea“:if:ia(fé;’ ':'n‘f:tt:'(‘l’:aw‘-‘;g‘)’ autosn‘i’a';:;a 4 Micro-diluigio | Etest® | DD 24h DD 48h
(Vitek)
H- 2484/00 2000 | 412255 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.75 | S 30 S 26 S
H- 827/00 2000 79373 Candida sp. Levedura C. albicans 8 S 15 | S | 40 S 40 S
H- 179/00 2000 | 387115 Candida sp. Levedura C. tropicalis 8 S 6 S | 32 S 32 S
H- 2278/00 2000 | 410780 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 4 S 12 S 18 I 16 I
H- 2961/01 2001 | 276520 C. albicans Levedura C. albicans 0.25 S 075 | S | 36 S 36 S
H- 2880/01 2001 432955 Candida sp. Candida sp. C. parapsilosis 2 S 1 S 34 S 30 S
H- 2976/01 2001 433644 Candida sp. Levedura C. neoformans 2 S 15| S 34 S 32 S
H- 2876/01 2001 432813 Candida sp. Candida sp. C. albicans 2 S 15| S 38 S 36 S
H- 1153/01 2001 413961 C. lusitaniae Candida sp. C. lusitaniae 2 S 15| S 32 S 32 S
H- 1223/01 2001 422020 C. parapsilosis C. albicans C. albicans 1 S 2 S 32 S 30 S
H- 1759/01 2001 426296 C. parapsilosis C. guilliermondii | C. parapsilosis 80% 1 S 2 S 18 I 18 I
H- 2964/01 2001 433747 Candida sp. Levedura C. albicans 4 S 2 S 38 S 38 S
H- 1062/01 2001 | 412780 Candida sp. Levedura C. albicans 4 S 2 S | 30 S 30 S
H- 1060/01 2001 | 422086 Candida sp. Levedura C. albicans 2 S 3 S | 32 S 32 S
H- 2174/01 2001 428890 Candida sp. C. albicans C. parapsilosis 8 S 4 S 20 S 18 I
H- 1573/02 2002 | 256952 C. albicans Levedura C. albicans 8 S 013 | S | 40 S 40 S
H- 1562/02 2002 | 407930 C. albicans Levedura C. albicans 4 S 025| S| 34 S 34 S
H- 917/02 2002 | 384184 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 0.5 S 038 | S 40 S 40 S
H- 194/02 2002 | 434059 C. parapsilosis Candida sp. C. parapsilosis S 038 | S 40 S 40 S
H- 1628/02 2002 | 442815 C. parapsilosis Candida sp. C. parapsilosis 2 S 05 | S 34 S 30 S
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Manual (IB) Mista (FMB) (Vitek)

H- 1522/02 2002 | 439144 Candida sp. Candida sp. C. parapsilosis 2 S 0.5 S 40 S 38 S
H- 1663/02 2002 | 440190 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 S 0.5 S 34 S 32 S
H- 2269/02 2002 | 210741 C. albicans C. albicans C. albicans 16 SDD 1.5 S 38 S 38 S
H- 1526/02 2002 | 441514 C. albicans C. albicans C. albicans >64 1.5 S 34 S 30 S
H- 1549/02 2002 8268 C. albicans C. albicans C. albicans 4 2 S 30 S 30 S
H- 1074/02 2002 | 385352 C. albicans Levedura C. albicans 4 2 S 36 S 36 S
H-2524/02 | 2002 | 445128 | C. guilliermondii Levedura | 77 G gUIVSZRC. | g s 3 | s |20 s |20 s
H-611/02 2002 | 436563 C. glabrata Levedura C. glabrata 16 SDD 32 | SDD | 30 S 24 S
H- 272/03 2003 | 455114 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 1 S 0.25 S 24 S 26 S
H- 31181/03 2003 | 461095 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 S 0.25 S 36 S 34 S
H- 35751/03 2003 | 473440 C. parapsilosis C. albicans C. parapsilosis 0.25 S 0.38 S 34 S 30 S
H- 35749/03 2003 | 455231 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 S 0.38 S 30 S 24 S
H- 194/03 2003 | 454228 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 S 0.38 S 34 S 34 S
H- 32415/03 2003 | 447910 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis >64 R 0.38 S 26 S 24 S
H- 35821/03 | 2003 | 191827 C. albicans Levedura C. albicans 0.25 S 0.5 S 34 S 32 S
H- 415/03 2003 3462 C. albicans C. albicans C. albicans 16 SDD 0.5 S 42 S 42 S
H- 32202/03 2003 17340 C. tropicalis C. albicans C. tropicalis 1 S 0.75 S 24 S 22 S
H- 32424/03 | 2003 | 159058 C. albicans C. albicans C. albicans >64 1 S 32 S 32 S
H- 31063/03 2003 | 459808 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 8 S 1.5 S 24 S 22 S
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H- 489/03 2003 | 443160 C. glabrata Levedura C. glabrata 32 SDD 16 | SDD | 22 S 18 I
H- 32859/04 | 2004 | 421424 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.25 S 32 S 28 S
H- 33339/04 | 2004 | 483333 C. albicans C. albicans C. albicans 1 S 0.25 S 34 S 34 S
H- 31562/04 2004 348101 C. parapsilosis Levedura C. parapsilosis 2 S 0.25 S 26 S 22 S
H- 32675/04 2004 | 485380 C. albicans C. albicans C. albicans 2 S 0.25 S 32 S 30 S
H- 33712/04 2004 | 490069 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 S 0.25 S 36 S 32 S
H- 31235/04 2004 | 280016 C. guilliermondii C. guilliermondii C. guilliermondii 2 S 0.25 S 36 S 32 S
H- 32092/04 2004 | 481696 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.38 S 36 S 34 S
H- 31193/04 2004 | 476721 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 1 S 0.38 S 26 S 24 S
H- 30448/04 2004 | 475539 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 4 S 0.38 S 36 S 28 S
H- 31781/04 2004 | 480804 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 4 S 0.38 S 40 S 38 S
H- 31437/04 2004 | 457547 C. parapsilosis C. tropicalis C. tropicalis 8 S 0.38 S 26 S 26 S
H- 32353/04 2004 | 98028-5 C. parapsilosis C. albicans C. albicans 0.12 S 0.5 S 34 S 34 S
H- 31269/04 2004 | 476454 C. parapsilosis C. albicans C. albicans 8 S 0.5 S 24 S 24 S
H- 31526/04 2004 202171 Candida sp. C. albicans C. albicans 16 SDD 1.5 S 22 S 20 S
H- 31777/04 2004 | 480046 C. albicans C. albicans C. albicans 1 S 4 S 32 S 30 S
H- 3887/05 2005 | 457547 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.03 S 36 S 0 R
H- 2298/05 2005 | 504475 C. albicans C. albicans C. albicans 1 S 0.05 S 25 S R
H- 4070/05 2005 510820 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.19 S 37 S 36 S
H- 2516/05 2005 504836 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.25 S 36 S 18 I
H- 30959/05 2005 | 391169 C. albicans C. albicans C. albicans 1 S 0.25 S 26 S 25 S
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H- 2521/05 2005 | 237634 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.25 S 34 S 26 S
H- 4652/05 2005 | 345408 C. albicans C. albicans C. albicans S 0.25 S 29 S R
H- 3549/05 2005 | 507054 C. albicans C. albicans C. albicans S 0.25 S 24 S 6 R
H- 30273/05 | 2005 | 486847 C. albicans C. albicans C. albicans 0.12 S 0.38 S 30 S 26 S
H- 4270/05 2005 | 505565 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.38 S 0 R 0 R
H- 3222/05 2005 | 507597 Candida sp. C. parapsilosis C. parapsilosis S 0.38 S 31 S 26 S
H- 3845/05 2005 | 462045 C. guilliermondii C. guilliermondii C. guilliermondii 2 S 0.38 S 34 S 26 S
H- 30917/05 | 2005 | 496511 C. lusitaniae C. lusitaniae C. lusitaniae 1 S 0.5 S 27 S 26 S
H- 30919/05 2005 | 496470 C. parapsilosis C. lusitaniae C. lusitaniae 1 S 0.5 S 23 S 25 S
H- 4760/05 2005 72869 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.75 S 31 S 32 S
H- 3338/05 2005 | 508059 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 1 S 28 S 30 S
H- 30924/05 | 2005 | 397383 C. albicans C. albicans C. albicans 1 S 1.5 S 29 S 6 R
H- 3611/05 2005 | 508627 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 8 S 4 S 17 I 14 R
H- 30413/05 2005 | 494609 C. glabrata C. parapsilosis C. parapsilosis 2 S 6 S 21 S 15 I
H- 2498/06 2006 9022 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 4 S 0.08 S 24 S 20 S
H- 5580/06 2006 | 340252 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 S 0.09 S 35 S 26 S

H- 65/06 2006 | 514112 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 0.5 S 0.13 S 40 S 38 S
H- 5332/06 2006 | 532169 C. albicans C. albicans C. albicans 0.5 S 0.13 S 27 S 0 R
H- 2750/06 2006 | 522458 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.13 S 34 S 38 S
H- 5666/06 2006 | 531334 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.13 S 36 S 34 S
H- 2343/06 2006 | 522254 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 S 0.13 S 30 S 34 S
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Identificacdo

Identificacdo

Identificagdo semi-

Amostra Ano RG Manual (IB) Mista (FMB) autorr!atizada Micro-diluicéo Etest® DD 24h DD 48h
(Vitek)

H- 174/06 2006 90266 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.19 S 30 S 22 S
H- 1571/06 2006 | 518308 C. albicans C. albicans C. albicans 0.12 S 0.25 S 0 R 0 R
H- 4869/06 2006 | 228974 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.25 S 33 S 30 S
H- 2739/06 2006 | 246825 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.25 S 30 S 30 S
H- 4630/06 2006 | 528824 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.25 S 26 S 22 S
H- 3220/06 2006 16370 C. albicans C. albicans C. albicans 0.12 S 0.38 S 30 S 32 S
H- 3838/06 2006 51708 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.38 S 32 S 30 S
H- 4720/06 2006 | 522563 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.38 S 0 R 0 R
H- 2471/06 2006 | 522453 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 8 S 0.38 S 0 R R
H- 1936/06 2006 | 488326 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.5 S 18 I R
H- 2681/06 2006 | 113481 C. albicans C. albicans C. albicans 0.25 S 0.5 S 28 S 26 S
H- 3564/06 2006 | 263375 C. albicans C. albicans C. albicans 0.5 S 0.5 S 22 S 0 R
H- 5480/06 2006 160959 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 1 S 0.5 S 25 S 22 S
H- 40/06 2006 112180 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 1 S 0.5 S 26 S 20 S
H- 2428/06 2006 | 522643 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis 2 S 0.5 S 0 R 0 R
H- 806/06 2006 | 515869 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis 2 S 0.5 S 30 S 26 S
H- 782/06 2006 | 516255 C. glabrata C. glabrata C. glabrata 16 SDD 3 S 20 S 0 R




ANEXO B - Dados microbiologicos dos 98 casos de candidemia analisados (continua)

Controle ATCC 22019 4 1 30 26
Controle ATCC 6258 32 32 10 6

*Pontos de corte (CLSI, 2005): Microdiluigdo e Etest®: < 8 ug/mL, sensivel; 16 a 32 ug/mL, Sensibilidade Dose Dependente; = 64 pg/mL, Resistente. Disco-
difusdo: < 14 mm, resistente; 15-18 mm, moderadamente sensivel; 19 mm, sensivel.

MIC90 (Microdiluigdo em caldo): 8 yg/mL; MIC50: 2 pg/mL
MIC90 (Etest®): 2 ug/mL; MIC50: 0,38 ug/mL
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