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Contribuicao laboratorial para a diferenciacao eentolonizagao e

infeccao por leveduras em pacientes hospitalizados

RESUMO

O inicio da década de 1980 foi marcado pela emeigémas infecgcdes fungicas
hospitalares, principalmente em pacientes imunocometidos, resultando em
graves problemas de saude. As leveduras do g&aedida estdo entre os principais
agentes desse cenario. Entretanto, as espéciealln@ms surgem nao s6 como
colonizadores, mas como patdégenos responsavegagaes infeccoes. Em adicéo, os
tratos urinario (TU) e respiratorio (TR) sdo sitarsatdomicos colonizados por esses
microrganismos, 0s quais também s&o susceptivdiseacdes, podendo haver
disseminacdo hematogénica. Contudo, ainda existentrovérsias sobre a conduta
mediante um achado laboratorial de leveduras nastaas oriundas do TU ou do TR,
visto que os critérios utilizados para o diagn@stie micoses nesses sitios ndo estao
bem estabelecidos. O objetivo deste trabalho foipayar o perfil molecular d€.
tropicalis isoladas a partir de amostras provenientes tamtd Wl (urina e sangue),
como TR (biépsia e tubo endotraqueal) de pacidmispitalizados. Para tanto, DNA
gendmico destas amostras foram sequenciados,antiliz oligonucleotideos que
amplificaram as regides ITS. Em seguida, as se@g&nbtidas foram submetidas ao
banco de dados do NCBI, sendo o alinhamento relalizam o software ClustalW2.
Posteriormente, os resultados revelaram que ast@®ia TU apresentavam um

padrdo genotipico idéntico entre si, assim conoabBR.

Palavras-chave CandidemiaCandida tropicalis. Sequenciamento de DNA. Trato
urinario. Trato respinao.



Laboratorial contribution for differentiation betem colonisation and

infection caused by yeast in hospitalized patients

ABSTRACT

The beginning of 80s has been noticeable by hdsfpiteyal infections, mainly in
immunocompromised patients, resulting in serioualtheproblems. Yeasts from
Candida genera are among the most important agents frdm dbenario, and
especially noraelbicans species emerge not only as colonizers, but algmtmgens
responsible by severe infections. The urinary t(ddt) and respiratory tract (RT) are
anatomical sites colonized by these microorganismisch are also susceptible to
infections that could disseminate to bloodstrearowabays, yet there are some
controversies about the medical action towardstyleasratorial finding in urine or
pulmonary samples, once these criteria utilizednfigroses diagnosis in these sites
are still not clear and well established. The dibjecof this work was to compare the
molecular profile ofC. tropicalis isolated in samples from UT (urine and blood), and
in RT (biopsy and endotracheal tube) as well, flioospitalized patients. Thus, the
genomic DNA from these samples was sequenced, usliggnucleotides that
amplified ITS regions. After that, the obtained weaces were submitted to data bank
of NCBI, and alignment performed by using Clustal\&@tware. Therefore, the
results revealed that the samples from UT preseateddentical genetic pattern
between themselves, as well as the RT ones.

Keywords: CandidaemiaCandida tropicalis. DNA sequencing. Urinary tract.
Respiratory tract.
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CAPITULO |

A INFECQAO HOSPITALAR E O ENVOLVIMENTO DAS LEVEDURA S

Infeccdo hospitalar (IH) consiste numa das maiglkates e importantes
complicacbes nos pacientes submetidos a hospgabzaSegundo a instituicdo
americanaCenter of Diseases Control (CDC), a IH é definida como uma infeccao
localizada ou sistémica, a qual ndo existia no nmbonda admisséo do paciente no
hospital. Portanto, € consequéncia de uma reag&saddevido a presenca de um
agente infeccioso ou a producéo de suas toxinaR[E&R et al., 1996).

As IHs ocorrem no mundo todo, acometendo tantpaises desenvolvidos
como 0S emergentes, e representam importante pap@mbito da salude publica.
Portanto, constituem uma das principais causasaitera de aumento da morbidade
em pacientes hospitalizados, resultando assim,@sideraveis gastos econémicos
(PONCE-DE-LEON, 1991; WENZEL, 1995; PLOWMAN et a999).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em estudoleendo 47 hospitais,
originarios de 14 paises, representando quatrenemés do mundo, revelou que 3 a
21% dos pacientes hospitalizados apresentaram tciohalmente, os maiores
indices de infeccbes nosocomiais foram observadodJmidade de Tratamento
Intensivo - UTI (MAYON-WHITE et al., 1988).

Klevens et al. (2002) conduziram um estudo nosadést Unidos e
evidenciaram que o numero de infeccbes nosocorfuade aproximadamente 1,7
milhdes, com 98.987 6bitos atribuidos a IH.

No Brasil, as estimativas prevéem que aproximadeeména 15% dos
pacientes, durante o periodo de internacdo, contraljum tipo de infeccéo
hospitalar (MACHADO et al., 2001).

Até a década de 1970, infeccOes sistémicas pedilgas eram consideradas
raras; as leveduras ndo estavam entre o0s agembésgiebs mais isolados em
hospitais. A partir desse momento houve importeanienento da incidéncia e
frequéncia de IHs por leveduras. Espécie€alwida estdo sendo consideradas como
a quarta causa de infec¢cbes nosocomiais sistém@@gsentam sérios problemas,
além da alta taxa de mortalidade, e de questde®riocas, pelo aumento do tempo
de hospitalizagdo e, conseqientemente, aumentocukiss com tratamento do
paciente (KRCMERY e BARNES, 2002; EGGIMANN et &003).
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Ja no inicio da década de 1980, as infeccbes famgmergiam como as
principais causas de IHs, principalmente em pagsgenmunocomprometidos ou
agueles que se encontravam hospitalizados por dopgoiodos devido a sérias
doencas de base (VAZQUEZ et al., 1993; PAULA et24107).

As espécies d€andida compdem a microbiota de individuos sadios, e podem
encontrar-se amplamente disseminadas no meio am@bigsualmente, acredita-se
gue a maioria das pessoas apresenta uma Unicamegiferentes locais do corpo por
um longo periodo. Entretanto, h4 alguns individges possuem mais de uma cepa
ou espécies ao mesmo tempo, sendo este fato cormumieservado em pacientes
hospitalizados (ODDS, 1987; KLOTZ et al., 2007).

Por outro ladoCandida spp devem ser valorizadas, em virtude do potedeial
se tornarem patégenos. Um componente crucial destatilidade é justamente o fato
delas sobreviveram como comensais em diversostiatdsssitios anatdbmicos, cada
uma com seus estresses ambientais particularesJERDNE e FONZI, 2001).

Varios fatores de viruléncia produzidos por ess&sarganismos promovem
0 éxito da colonizacédo ou da infec¢do invasivatdosios do hospedeiro. Portanto, os
fatores mais investigados sao aqueles relacionadoarede celular, a adeséo, e a
producdo de enzimas extracelulares proteoliticas.pEmeiro lugar, porque que a
parede celular propicia o crescimento do patdgemomeio dos receptores de ligacao
presentes na superficie, 0s quais propiciam a iz@lgiio das células, bem como dos
tecidos do hospedeiro. Em segundo lugar, porquenasnas proteoliticas estao
envolvidas no processo de penetracdo do patogenoaeto que as biomoléculas,
neste caso as adesinas, conferem a capacidad€ématode aderéncia as superficies
de mucosa, podendo resultar em colonizagéo e #Bddedos tecidos do hospedeiro
(CALDERONE e BRAWN, 1991; CALDERONE e FONZI, 20004HITEWAY e
OBERHOLZER, 2004).

Em geral, os fungos patogénicos possuem a capacidad superar as
expectativas do sistema imunolégico do hosped®&iémios mecanismos de defesa
compartilhados sédo efetivos no combate aos fundesire eles a producédo ou
liberacdo de oxigénio reativo e peptideos antinbiemmos; a co-estimulacdo de
moléculas que estimulam a secrecédo de citocinasdesencadear a resposta imune; e
o recrutamento de células efetoras para os loeaiisfeccao através da acéo de sinais

inflamatorios, como a presenca de citocinas, quimas e componentes do sistema
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complemento (SHOHAM e LEVITZ, 2005). Desta formautréfilos, macréfagos e
monacitos sdo fundamentais células efetoras agifas.

Embora, Candida albicans possa infectar diversos sitios anatdmicos do
hospedeiro humano, ha indicios de que a protecénergeja do tipo sitio-especifico.
A candidiase orofaringea tem como fator de protasd@spostas imunes promovidas
pela célula T. Por outro lado, candidiase cutanedeecdes vaginais provavelmente
estejam associadas a resposta fagocitica, envavescdeutrofilos e os fagocitos
mononucleares (CALDERONE e FONZI, 2001).

Atualmente, nos Estados Unidos as espécies do@m€ardida sdo, em geral,
associadas a infeccdo nosocomial de corrente saay(MVEY et al., 1988; JARVIS,
1995; EDMOND et al.,1999). A estimativa anual deidéncia de candidemia é de 6
a 10 episddios para cada 100.000 pessoas (MORGANS5;2PFALLER e
DIEKEMA, 2007).

No entanto, a estimativa da incidéncia de candidesaria entre 0s paises. A
Finlandia detectou uma incidéncia de 1,9 casos pada 100.000 pacientes
hospitalizados ao ano (POIKONEN et al., 2003). Boa vez, na Dinamarca,
observou-se a mais elevada incidéncia: 11 casoas pada 100.000 pacientes
hospitalares ao ano (ARENDRUP et al., 2005).

A incidéncia da candidemia nosocomial foi estimen®a7,6 para cada 10.000
liberacdes do hospital. Sendo que grande parteakus de candidemia hospitalar foi
diagnosticada na UTI cirargica (CHENG et al., 2006)

Estudo realizado no norte de Taiwan detectou qu€aadida spp. sdo 0s
principais patdgenos de IHs da corrente sangUHS8BIEH et al., 2002).

De acordo conturveillance and Control of Pathogens of Epidemiological
Importance (SCOPE), num estudo realizado durante o periodd385 a 2002,
constatou-se qu€andida spp. foram a quarta causa mais comum de infeccdes
nosocomiais de corrente sangulinea, corresponden@®o adessas infecgbes. A
incidéncia de candidemia é mais elevada em UTlIstananidade, candidemia é
associada a 10,1% das infec¢bes sangiineas, emguegicdo na enfermaria foi de
7,9% (WISPLINGHOFF et al., 2004).

Em 2005, na Itdlia, um estudo também corroborou guieqiéncia da
candidemia é maior em UTIs, quando comparada aofosecirdrgicos ou as
enfermarias (LUZZATI et al., 2005). Os indices apregados foram de 15,8/10.000
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pacientes/dias em UTIs, enquanto que para a enf@rmgara os centros cirargicos
foram estimados em 0,15/10.000 e 0,69/10.000 pasiedias, respectivamente.

Diante disso, fica evidente que a candidemia halspiimplica em elevados
indices de morbidade e de mortalidade. Gudlaugstaal. (2003), reavaliando a
mortalidade decorrente da candidemia hospitalar atbs apdés um estudo
retrospectivo, demonstraram que a mortalidade baitde 61%, considerando uma
mortalidade atribuida equivalente a 49%, quandgp@vato com o grupo controle.

Falagas et al. (2006) também concluiram a exiséheium consideravel grau
de associacdo entre a candidemia e a mortalidaddeiida. Segundo os autores, 0
Obito ndo pode ser relacionado somente a presengaths comorbidades.

Entretanto, Pfaller e Diekema (2007), avaliandaxa tde mortalidade durante
0 periodo de 1991 a 2003, presenciaram um disatetméscimo associado a
candidemia ao longo deste tempo.

Uma vez que a candidemia esta relacionada comolgpgyiodo de
permanéncia em UTIs, implica em aumento considéendwecusto de manutencéo
deste paciente. Estima-se que nos Estados Unidgasstss com tratamentos sejam de
dois a quatro bilhdes de dolares anuais (WILSOMilgt2002). De acordo com
Olaechea et al. (2004), tanto a colonizacdo quantdeccado causadas pGandida
spp. demandam grande impacto econdmico, devidamgolperiodo em UTI e no
proprio hospital. Segundo os mesmos autores, dsmiaes que foram liberados do
hospital devido a colonizacao e a infeccao@amdida spp., resultaram num impacto
econdmico de €12.908,00 e €21.075, respectivamente.

Os aspectos clinicos da candidemia ndo sdo egpaci8egundo Aquino et al.
(2005), o principal sintoma clinico observado febre (87%), enquanto foram
detectadas especificamente lesbes cutaneas e escutan 13,1% e 3,9% dos
pacientes, respectivamente. Ja em outro estudea®a) os sintomas mais freqientes
foram febre com rigidez, taquicardia e hipoten&ZREGENZER et al., 1996).

No entanto, na prética clinica, ha alguns relatises 0 envolvimento de
diferentes orgdos em casos de candidemia, tais aorsstema nervoso central
(SNC), o qual apresenta elevada frequéncia em mEorm@Aematuros; o coracao,
desencadeando na infec¢do do tecido endocérdiatieslacdes, principalmente as
maiores, comumente mais observado em criancas;ameate o figado e o baco
(DIGNANI et al., 2003).
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A candidemia prolongada é grave, precisa ser tatatequadamente e é
confirmada por hemoculturas positivas que sugerepteaenca de foco ou fonte
persistente, como o0 catéter venoso central (CV@®scessos, tromboflebite;
endocardite (WINGARD, 1995).

Em geral, os fatores de risco para os episédianddidemia sdo neutropenia
severa; cirurgia prévia; insuficiéncia renal ag@RA); nutricdo parenteral; e 0 uso
de instrumentacao invasiva - como o CVC (MASCHMEYERO06; BASSETTI et
al., 2007; CHOW et al., 2008). Entretanto, a aerahsultivariada evidenciou em
estudo que o tempo de hospitalizacdo, a presenC&@e bem como os episddios de
bacteremia, o tratamento de nutricdo parenteraliresw#iciéncia renal aguda, sao
variaveis independentes associadas com o desemeniio de sepse por espécies de
Candida (BASSETTI et al., 2007)

Por outro lado, Chow et al. (2008) mostraram quamabesses riscos, 0
numero de dias de hemodialise, assim como cirungiasias, também constitue
importante variavel associada a candidemia causddas6 porCandida albicans,
mas também pelas outras espécies deste génermdBeggses autores, 0 numero de
dias com ventilacdo mecanica e numero de dias ca® @ram altamente
correlacionadas.

Tumbarello et al. (2007) detectaram que os fatdeesiscos mais comuns
estavam correlacionados com comorbidades, comec@nc 6rgdo soélido (40,1%),
seguida do diabetes mellitus (DM) (19,7%) e dasndas hepaticas (10,2%). Os
autores destacaram, ainda, o0 emprego da terapiangnta inadequada e a habilidade
de formacédo de biofilme pelas espéciesCdadida, como fortemente associados a
elevada mortalidade nestes pacientes.

Outros fatores atuam na inducéo de imunosupreaséiomn como a utilizacao
de corticosteroides, de imunomodeladores; a quarapta; a desnutricdo; a condi¢cao
de malignidade e o quadro de neutropenia; queimadtmmbém favorecem o
desenvolvimento de infeccao fungica (FRIDKIN e JARV1996).

Além disso, instrumentos médicos como as protesesnplantes, as sondas,
0s tubos endotraqueais, 0s marca- passos carcdtae®gliversos tipos de catéteres,
tém revelado capacidade de auxiliar no processcottmizacédo e na formacéo de
biofiimes (RAMAGE et al., 2005). Biofilmes formadogstes instrumentos exercem
a funcdo de reservatorio ou de fonte de leveduass futuras infeccbes continuas.

Devido a organizacdo estruturada e a fixacdo desig®organismos em matriz de
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material extracelular, pode gerar um impacto negatbbre o paciente, acarretando
insuficiéncia dos mesmos (DOUGLAS, 2002; RAMAGELk; 2005).

A infeccao fungica invasiva consiste no aumentdidenassa do patégeno, 0
qual coloniza determinado sitio anatémico. Portaatonfeccdo se agrava a medida
gue este patdégeno se dissemina do local iniciatalianizacdo, promovendo a sua
penetracdo em barreiras defensivas do hosped@nseGientemente, ocorrem danos
tissulares, e casualmente, desencadeia-se um goosetémico (MAGRYS et al.,
2005).

Entretanto, para ser considerada infeccdo, o oagoer pelo menos uma
dessas caracteristicas: a documentacdo de henragodisitiva com confirmacéo do
crescimento deCandida spp.; a verificacdo oftalmologica com endoftalmém
paciente que apresente quadro de sepse; o isoameQandida spp. de amostras
biologicas significativas (liquido pleural, liquidascitico, liquido pericardico) ou
provenientes da cavidade abdominal apés ato cbaI(@LAECHEA et al., 2004).

Segundo alguns pesquisadores, grande parte dasl@ans é originalmente
endogena, sendo, portanto adquiridas pela coldiwzagévia de locais anatémicos
gue atuam como reservatorios, tais como a cavidadle o trato gastrointestinal
(TGI), a vagina ou a pele. No entanto, ha tambédicios de que as infeccdes
exdgenas e as infecgbes cruzadas decorrentes ddigieénizacdo das maos de
profissionais da area médica possam ocorrer (AHM&AILRI., 2003; KHAN et al.,
2003; TIRABOSCHI et al., 2007). A transmissao depaniente infectado para outro
pode ocorrer em curto espaco de tempo, entretastogpas d€. albicans podem

sobreviver e resistir por um longo periodo foraodganismo (RODERO et al., 2000).

VIAS DE ACESSO A CANDIDEMIA

O trato urinario (TU) consiste no sitio anatdémica@isnpropicio para o
desenvolvimento de infeccbes em pacientes hogaithls, embora ainda permaneca
como um problema de duvidosa significancia (SCHABER al., 1991; GULER et
al., 2006). Ainda que a maioria dessas infec¢O@sdgeorigem bacteriana, estima-se
gue pelo menos 10% delas tenham como principategtioldgico os fungos, sendo
as espécies do géndrandida as mais isoladas (RIVETT et al., 1986; SOBEL &t al
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2000). Ha dados que evidenciam o isolament@alwlida em 22% das amostras de
urina proveniente de pacientes admitidos em UTLS/$REZ-LERMA et al., 2003).

As ultimas duas décadas foram marcadas pelo aurdastmfeccdes fungicas
nosocomiais do TU, possivelmente devido aos vdsitmses predisponentes, 0s quais
séo relacionados a ocorréncia de candiduria (SOB&L?).

O termo candiduria pode ser expresso como o crestinde leveduras do
géneroCandida em culturas de urina, coletadas por meio de téasnadequadas
(COLOMBO e GUIMARAES, 2007).

A recuperacao d€andida spp. em amostras de urina expde 0s clinicos a um
grande desafio em virtude da amplitude de possduks clinicas. Dentre elas,
destacam-se a pielonefrite; a cistite; a ocorrédei@ama propagacao hematogénica a
partir do cortex renal, favorecendo assim, o cudso candidiase disseminada
assintomatica ou sintomatica; e, por fim, fato estes provavel, a colonizacdo de
sitios anatdbmicos como a bexiga e o perineo, odaai presenca de um catéter
urinério. Portanto, nem a presenca de sintomashassde infec¢do, ou ainda a
contagem de colbnias na urina fornecem subsiditdentes para a interpretacédo da
importancia clinica da candiddria (LUNDSTROM e SQBR001; KAUFFMAN,
2005).

O curso natural da candiddria ainda ndo esta cirmmestabelecido. Por
outro lado, a colonizacdo do TU deve ser obsensadecompanhada com mais
atencdo, uma vez que € considerada um evento canupacientes hospitalizados
(NUCCI et al., 1998).

Os fatores de riscos associados com candidurialmente referem-se a
administracdo de antibidticos; a terapia imunossagiva; aos procedimentos
cirdrgicos prévios;, a idade avancada; ao sexo fewminao longo periodo de
hospitalizacdo; as comorbidades, em especial o ®Msl;utilizacdo de instrumentos
urindrios invasivos, tais como catéteres (LUNDSTRO& SOBEL, 2001;
BUKHARY, 2008). A andlise de regressao logisticdtivariada comprovou que o
uso de antibidticos e o nivel de glicose superid8@mg/dL isoladamente ja s&o
parametros associados a candidaria (PAUL et &.720

A primeira linha de defesa do corpo humano consiagebarreiras mecanicas,
como a pele e o epitélio das mucosas. A barresiaafido trato respiratorio (TR)
superior é o epitélio, o qual é responsavel palarporacédo dos potenciais patdgenos

em um muco e, a sua consequente eliminacdo. Hrtetama segunda linha de
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defesa é exigida quando essa mucosa perde a sgadatle, promovendo ndo so a
realizacdo de aclOes nado-especificas, como tambétivacdo do sistema imune.
Portanto, uma modificacdo em quaisquer mecanisn®sdefesa permite que
patdgenos oportunistas possam infectar o corpo FES e WEED, 1998).

Castellaniapud Morin et al. (1951) foi o primeiro a descrever uafaccao
broncopulmonar em trabalhadores de cha provenielatesgido Ceylon. A partir da
administracdo do p6 de cha no TR superior em resdmobaias” Cavia porcellus)
durante varios meses, 0 autor os induziu as lgaflewnares extensivas semelhantes
aguelas isoladas nos trabalhadores.

A colonizacdo do TR, desencadeada pelas espéciggmkroCandida, é
comum em pacientes que utilizam a ventilagdo-meaaM) por um periodo
superior a dois dias. Isto ocorre em virtude daetrsnacdo hematogénica pulmonar;
ou pela aspiracdo de conteudos colonizados de norigefaringea ou gastrica
(MURRAY et al., 1977). E importante, também, o pdd prolongado de
permanéncia na UTI, bem como de internagéo (AZOUIeAl., 2006).

Além disso, Delisle et al. (2008) demonstraram, aatip da analise de
regressao, que ha uma associacao significanteanti®nizacao do trato respiratorio
por Candida com a mortalidade hospitalar.

Frequentement&;andida spp. sdo encontradas no escarro e nos aspiragos do
tubos de secrec¢éo endotraqueal, embora o envoliordesses agentes infecciosos na
causa de doencas ainda permaneca um dilema clihicafeccdo porCandida é
confirmada histopatologicamente, e a invasdo puimarsualmente ndo apresenta
significancia clinica comum. Em alguns casos dekimento pulmonar extensivo, a
pneumonite ocorre comumente em pacientes termiDEBEVIUKES et al., 2003).

Rotter e Staib (1958) realizaram um estudo sobeaiponia causada p@.
tropicalis, abordando os aspectos clinicos bem como o trataméa na década de
1960, os estudos sobre candidiase pulmonar limtae a poucos, como 0s
conduzidos em paises como a Itdlia, a Alemanha Espanha, respectivamente
(BIDER e FIORA, 1965; SCHOCHY, 1966; LAMPE, 1967AKR et al., 1969).

Masur et al. (1977), num periodo de dois anos,iara@h 30 pacientes
provenientes do Memorial Hospital e New York Hospibs quais apresentavam
evidéncias histolégicas de infec¢cdo pulmonar destrarda poCandida. Os autores

concluiram que aproximadamente 33% das infecc@egiraim os pulmdes por meio
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da disseminacdo hematologica, enquanto que 54% fpeda aspiracdo. Aléem disso,
observou-se que a maioria dos pacientes possuigaoeoplasica maligna.

Rose e Sheth (1978), verificando a correlagdo caingé patoldgica da
candidiase pulmonar, conduziram um estudo prospectim periodo de 13 anos. A
candidiase pulmonar foi diagnosticada em 11 pagsentos quais nove apresentaram
disseminacdo hematoldgica, enquanto dois revelgsasumonia por aspiracao.
Adicionalmente, ressaltam que a candidiase pulmoeoanalmente surge a partir da
implantacdo de um foco infeccioso durante a dissagdio hematologica. Os mesmos
autores detectaram, ainda, que a utilizacdo deecaténoso constituiu a fonte para o
desenvolvimento da candidemia em seis pacientes.

Estima-se que em pacientes que apresentam neoptagia de 20% das
infec¢cBes nosocomiais fungicas sejam de origem @uém(JIANG et al., 2004).

Shen et al. (2005) avaliaram os fatores etiologioafiagnostico e a terapia da
infeccdo fangica pulmonar relacionados com as dmehematologicas. Os autores
observaram, entdo, a presenc&dalbicans em 71,42% dos casos estudados.

Xie et al. (2008) avaliaram o impacto da infeccéngica invasiva (IFI) em
pacientes cirirgicos doentes com sepse severaut@es observaram que 28,3% dos
pacientes avaliados apresentaram IFl, sendo aiespéalbicans a mais isolada
(58%), seguida po€. tropicalis (17%) eC. glabrata (15%). Em adigdo, também
revelaram que o 6rgédo mais acometido pela IFI fmilmao.

CENARIO MICROBIOLOGICO DAS ESPECIES DO GENERO Candida

Embora,C. albicans ainda permane¢a como umas das espécies maisasolad
(PATEL et al.,, 2005), ultimamente nota-se a emeagérde outras, comdC.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae e C. guillermondii
(GALVAN e MARISCAL, 2006). Tumbarello et al. (20Q7encontraram como
isolados mais frequentes de candidemias as espétiesopicalis (71,4%), C.
glabrata (23,1%),C. albicans (22,6%),C. parapsilosis (21,8%). Acompanhando as
alteracbes quanto as espécies, observam-se variagéesusceptibilidade aos
antifingicos (anfotericina B e derivados azolic@&)nseqientemente, este fato eleva
as complicacbes para a escolha do tratamentoastado inicialmente (KAO et al.,
1999; RANGEL-FRAUSTO et al., 1999; VISCOLI et d@999; TRICK et al., 2002;
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PAPPAS et al., 2003; WISHPLINGHOFF et al., 20043.rAzdes para essa inversao,
em relacdo a distribuicdo das espécies, aindaanamfcompletamente esclarecidas.
Vérios trabalhos conduzidos em diferentes hospita@sileiros também
detectaram uma mudanca na distribuicdo dos agetitédgicos nas IHs. Colombo et
al. (1999) revelaram que dos 145 episédios de dandas avaliados, apenas 37%
foram desencadeadas fgoralbicans, enquanto que os 63% restantes tiveram como
agente causal espécies radloicans. Em outro relato, as fungemias presenciadas em
pacientes oncoldgicos tiveram como espécie maigidrete C. tropicalis, enquanto

gueC. albicans representou apenas 15% desses casos (NUCCIEIg8),

DIAGNOSTICO LABORATORIAL PARA DETECCAO DE LEVEDURAS

Um problema freqlente enfrentado por clinicos &esiem determinar
guando a presenca de candiduria representa, de ifdexcdo do TU ou se
simplesmente é uma colonizacdo ou uma contamin@¢eaLM et al., 2004). Desta
forma, a distingdo entre uma infeccdo auténticana contaminagédo € complicada e
ainda carece de critérios padronizados.

A contaminacéo da urina € um evento normal e o@specialmente em duas
situacbes: quando a coleta ndo é adequada, fregiemte em pacientes sob
cateterizacdo urinaria, ou em mulheres, pela eevedlonizacdo da regido
vulvovaginal (LUSTROM e SOBEL, 2001).

Atualmente, ainda ndo ha metodologia fidedigna gurse para diferenciar
colonizacdo de infeccdo na presenca de uma caralidétectada em laboratorio
(BLOT et al., 2008). Para alguns, somente a simpliesenca de leveduras em
uroculturas ou o exame direto ja é suficiente pfenir infeccdo (SELLAMI et al.,
2006). No entanto, em alguns estudos a quantificeiy@a-se um dos critérios para a
obtencéo de tal definicdo, havendo ainda contr@&sra se estabelecer um valor-
padrdo. Alguns grupos de pesquisa acreditam quentagem referente a 1.000
UFC/mL (VOSS et al., 1994; LEU e HUANG, 1995; KAUARN et al., 2000;
SOBEL, 2000) é satisfatoria para o diagnostico aeditliria, enquanto que para
outros este valor pode ser igual ou superior a0DOWFC/mL (GUBBIS et al., 1993;
JACOBS et al., 1996; ALVAREZ-LERMA et al., 2003).
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No entanto, a infeccdo urinaria pode ser caracigaiz pela elevada
colonizacgéao, a partir de uma contagem superior.@000UFC/mL, demonstrando, no
maximo a presenca de duas espécies distintas. diEsn, alguns sintomas como a
febre, a urgéncia miccional, a polaquiuria, a disdu a tensdo na zona suprapubica,
também compdem o quadro clinico de infeccdo uangor Candida spp. (GUBBIS
et al., 1993).

O isolamento deCandida a partir de culturas de escarro, aspirados
endotraqueais, amostras broncoscopicas, aspiradpantdo percutanea do pulméo,
ou até mesmo de tecido pulmonar pode representaerge colonizacdo da arvore
traqueobronquica. Em adicdo, o valor de culturaantjiativas com amostras
originarias do TR para o diagnéstico de pneumagna,decorréncia das espécies de
Candida, ainda permanece desconhecido (EL-EBIARY et 8B7).

Normalmente, as culturas resultantes de mater@soco sangue, o liquido
encefaloraquidiano (LCR), o liquido sinovial, o edsso coletado esterilmente, ou
gualquer outro espécime cirargico estéril sdo cmmadas representativas para o
diagnostico de candidiase (PATEL et al., 2005) eAnbcultura ainda prevalece como
padrdo-ouro para o diagnéstico de candidemia. tamtice a sensibilidade deste
exame € de somente 50 a 60%, o que pode proproigiagndstico falso-negativo, e,
consequentemente, resultar numa subestimacgédo agtonga mesma (ZAOUTIS et
al., 2005; KLOTZ et al., 2007). Sendo assim, emagaocasiées o médico clinico é
forcado a conduzir um tratamento empirico com base fatores de riscos, e na
suspeita clinica. Em virtude dessas e outras razfiada hoje, nem sempre é
realizada a investigacdo laboratorial da candidemigue € lamentavel, pois, em
geral, as hemoculturas de amostras €malbicans, C. parapsilosis e C.tropicalis
tornam-se positivas num periodo de um a dois N&DA et al., 1995; ANAISSIE et
al., 2003). Assim sendo, considerando que a esaaltial do tratamento antifingico
€ de extrema importancia, dados relacionados cespécie e a susceptibilidade aos
antifangicos contribuiriam muito para a eficaciatel@apia (PATEL et al., 2005).

De fato, os recursos laboratoriais atualmente disqets sdo limitados, visto
gue a sensibilidade das hemoculturas é baixa, embg@a inquestionavel a sua
capacidade de definir infeccdo. Além disso, atuatmendo ha protocolos
padronizados que sejam reconhecidos e que possaecerf subsidios capazes de
predizer precocemente o risco da presenca de lmgedletectadas em amostras

provenientes do TU ou do TR, mesmo considerado abapilidade de uma
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colonizacao evoluir em infeccdes de alta morbidadeortalidade em determinados
casos clinicosEstudos prévios ja haviam demonstrado a importéateieolonizacéo
por Candida. Isto é elucidado pelo fato da patogénese dagateccausada por este
agente infeccioso, evoluir progressivamente arpdaticolonizagéo local, acarretando
em uma ampla disseminacédo e, consequentementsa\(RITTET et al., 1994,
RANGEL-FRAUSTO et al., 1999). Recentemente, Chengl.e(2006)observaram
que 79,5% dos casos de candidemia foram precepélasoloniza¢ao, considerando
gue as taxas mais elevadas de colonizacdo foraratdeas na urina (40%) e no CVC
(35%).

Portanto, a caracterizacdo da diversidade genddisdevedura€. albicans e
ndo-albicans torna-se importante, em virtude do conhecimentesdautura genética,
gue conseglentemente, ira auxiliar a equipe médadotar a terapia mais adequada
para cada paciente. Assim, a epidemiologia mole@ade também determinar se as
infeccdes detectadas sdo recorrentes ou se houwataminacdo por outra cepa.
Adicionalmente, os métodos de genotipagem sdo aemlos importantes na
identificacdo da fonte de contaminagdo, tais comimstrumentos invasivos, COmo 0
catéter; as maos dos profissionais que trabalhamhaspital; ou ainda os sitios
endogenos do corpo (CHONG et al., 2006).

Os marcadores moleculares consistem em sequéncissrgadas encontradas
em todos os géneros fangicos que apresentam daméniegides variaveis que
definem uma espécie, logo, sendo consideradas ampriadas para analises
filogenéticas. As regides denominadas comternal Transcribed Spacer (ITS)
referem-se a fragmentos de RNA né&o-funcional (GERB86), situado entre 0 RNA
ribossomal estrutural no precursor do RNA mensagdédicionalmente, a leitura
desse precursor de RNAr policistrénico possui uegiéncia transcrita externa na
extremidade 5’ (5’ETS), 18S RNAr, ITS1, 5.8S RNArS2, 28S RNAr e finalmente
a3 ETS (HIBBETT, 1992).

Os genes que codificam o RNAr e os espacadoreseotcem uma série
arranjada entandem que consistem em multiplas copias (DUBOUZET e SPIIM\,
1999). Cada uma é separada por regides de DNA radsctito, chamadas de
espacador inter génico nao-transcrito (IGS) e esfmqao- transcrito (NTS).

Desta forma, a comparacédo das sequUéncias refederggido ITS é muito
utilizada para estimar a variacdo e a distanciaétgsn entre diferentes espécies de

microorganismos devido a facil amplificacdo mesnpadir de pouca quantidade de
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DNA, bem como pela elevada variacdo entre espéniemamente relacionadas
(VILGALYS LAB, 2007).

Embora alguns profissionais da saude apresentemea@ypac¢do com as
possiveis doencas fangicas que possam estar mesemtambiente hospitalar, esta
realidade tanto em paises emergentes como em phEsesvolvidos ainda nao foi
bem estabelecida (WENZEL, 1995; PLOWMAN et al., 999

Um diagndstico correto propiciara o tratamentoqaddo para o paciente,
além de representar melhora no quadro das taxasodelidade decorrentes destas
infeccdes. Portanto, a padronizacdo de condutadarpar clinicos e laboratoristas
torna-se fundamental para a garantia do diagnésiequado, bem como da
gualidade de vida de pacientes criticos, sendspedisaveis 0s estudos que visem
contribuir para a valorizagéo dos quadros de coémdio por leveduras. Desta forma,
0S mesmos poderdo, em curto ou médio prazos, lbomtpara a implantacdo de
protocolos universais que proporcionem a rapiddi@epte tomada de decisGes

guanto ao manejo dos pacientes criticamente doentes

JUSTIFICATIVA

As infec¢cdes nosocomiais representam um importpagel no ambito da
saude publica, tendo em vista que sdo muito frdg8ertanto nos paises
desenvolvidos como nos emergentes. Constituem as@rihcipais causas de morte
e de aumento da morbidade em pacientes hospitatizagsultando assim, em
consideraveis gastos econémicos.

Considerando o carater do gén@andida como habitante normal da mucosa,
a confirmacdo de um processo infeccioso desencadead leveduras, ainda
apresenta pontos a serem esclarecidos.

Desta forma, o estabelecimento do correto diagr@spropiciara uma
tratamento adequado para a condicdo do pacieeta, d¢ representar uma melhora

no quadro das taxas de mortalidade e morbidaderéates destas infeccoes.
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OBJETIVOS

GERAL
Avaliar a contribuicdo da tecnologia molecular nderénciagdo entre
colonizacdo e processo infeccioso desencadeadoslepeduras em pacientes

hospitalizados.

ESPECIFICOS

Comparar o perfil molecular d€. tropicalis isoladas a partir de amostras
provenientes do trato urinario (urina e sangue)esgpiratorio (biépsia e tubo
endotraqueal) de pacientes hospitalizados, atdvégqlienciamento das regides ITS
(Internal Transcribed Spacer).

Realizar a andlise das seqUéncias obtidas, em dalecaados como o NCBI,
utilizando a plataforma Blastn.

Alinhar as sequéncias obtidas com bancos de dadigE@s, usando o programa
ClustalW2 (EMBL-EBI) para verificar a similaridad#estas amostras, através da

analise filogenética.
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Abstract

Candida spp. are usually found in normal microflora of human body, but they
are might be considered opportunist pathogens. Currently, nosocomial fungal
diseases had increased over the past decades. Even though, urinary tract is
involved with disseminated infection processes, an adequate valorisation of
yeast isolation from biological representative specimens remains
controversial. We report a case of candiduria due to Candida tropicalis, which
evolved to fatal candidaemia. DNA sequencing from collected urine and blood
samples were done. Obtained sequences were submitted to data bank of
NCBI and alignment conducted by using ClustalW?2 software. In summary, C.
tropicalis identified in samples, demonstrated an identical genotype pattern.
This fact leads to a plausible hypothesis that yeasts previously present in the

urinary tract evolved to haematogenous infection, causing the patient’'s death.

Keywords: Candiduria; colonisation; candidaemia; Candida spp.; DNA

sequencing.
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Introduction

Candida species are opportunist pathogens, generally found in the
microbiota of human body. Infections due to C. albicans and non-C. albicans
species (NAS) had increased significantly over the past decade, becoming the
main reason of nosocomial infections that result in serious health problems(1-
3). The term candiduria refers to the growth of Candida sp in urine cultures
collected through adequate techniques (4).

Annual incidence of nosocomial bloodstream infection in the United
States is estimated in 6 to 7 episodes per 100,000 inhabitants (5). Besides,
NAS, including C. tropicalis, are emerging as both colonisers and pathogens
causing fungal bloodstream infections (6).

Urinary tract (UT) is one of the most propitious anatomical sites for the
development of infections in hospitalized patients, even though it remains a
problem with suspicious significance (7-8).

In the last two decades the increase of nosocomial infections of UT has
been notable probably due to several predisponent factors, which are related
to the occurrence of candiduria (9).

On the other hand, a common dilemma faced by clinicians consists on
determining when the presence of candiduria represents in fact infection,
colonisation or contamination (10). Hence, this distinction between an
authentic infection and contamination is complex, once well established
criteria to distinguish these two situations are not accessible.

Recently, Candida colonisation was investigated as possible source for

candidaemia. However, in relation to C. tropicalis isolates, it was shown that
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samples from blood and urine were indistinguishable (11). Candidaemia was
strongly associated with candiduria, though microbiological data had not
proven that urine was the source of Candida bloodstream infection (12).

The purpose of this work was to report a case of candiduria due to C.
tropicalis that showed identical genotype pattern for the yeasts isolated from
different anatomical sites (urine and blood), and consequently, evolved to a
fatal candidaemia. In addition, factors related to this pathology were

discussed as well.

Case report

A 63 year-old male was presented to the emergency service of the
Hospital Universitario de Maringd due to acute obstructive abdomen and
enterorrhagia. This patient was submitted to a major abdomen surgery, being
then transferred to the surgical clinic unit. Prior the hospitalisation, his current
medical history included diagnosis of Diabetes mellitus and hypertension.
Empirical treatment with antibiotics started immediately, in the first day of
hospitalisation. Approximately 10 days after his major surgery, the patient
underwent to other five successive surgeries of the gastrointestinal tract, and
he was moved to the intensive care unit (ICU). After the second surgical
procedure, cefepime, ciprofloxacin and vancomycin were administrated for a
period of 10, 2 and 30 days, respectively. Urine sample was obtained under
aseptic conditions to conduct quantitative uroculture in Cystine-Lactose-
Eletrolyte Deficient agar, which resulted in exclusive development of yeast
with a colony-forming unit CFU/mL counting superior to 10°. Then,

confirmable urine culture was done from a sample collected 24h after
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vesicular probe switching. Cultures from faeces and surgical material were
negative to yeasts presence, but two blood samples were collected for
haemocultures and were submitted to Bactec system. All haemocultures
pointed out restricted development of yeasts; CHROMagar revealed colonies
of steel blue colour, without the presence of germinative tube in animal serum,
being then identified as C. tropicalis by the morphological, physiological and
biochemical characteristics (13). Antifungal susceptibility test was carried out
for both samples. Antifungal agents used were ketoconazole (Janssen
Pharmaceutical, Beerse, Belgium), amphotericin B (Bristol — Myers Squibb,
Princeton, NJ), fluconazole and voriconazole (Pfizer, Inc., New York, NY). All
procedures were done according to documents (14,15). Yeasts detected from
urine and blood samples presented similar minimum inhibitory concentration
for ketoconazole, amphotericin B, fluconazole and voriconazole, which were
0.03pg/mL, 0.25ug/mL, 1pg/mL and 0.03ug/mL, respectively. Thus, they were
considered susceptible to all tested drugs. When verified the presence of C.
tropicalis in urine and blood samples, treatment with vancomycin was
managed together with fluconazole and amphotericin B, for 8 and 33 days,
respectively. Later, vancomycin had been substituted by the combination of
piperacillin/tazobactam, which consequently, had been replaced by
meropenem. No corticosteroids were prescribed to the patient. Total
parenteral nutrition was carried during 42 days. Despite of all heath care given
to this patient, he died 63 days after the isolation of yeast in his blood, being
his death attributed by the physicians to candidaemia. Consequently, genomic
DNA from yeasts isolates from both urine and blood samples were obtained to

confirm their similarity.
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DNA extraction

Genomic DNA extraction was carried out according to Amberg (16)
with modifications. Firstly, yeast cells were washed twice by centrifugation
(1,0009) during 5 min with sterile Milli-Q H,0O, then resuspended in lysis buffer
(Tris-HCI pH 8.0; SDS 10%; CaCl, 0.5M). Glass beads were added to the
tubes, which later were homogenised up to 2 min, by using a vortex. The
supernatant was recovered, supplemented with 0.1mg mL™ proteinase K and
incubated for 2h at 52°C. Posteriorly, 300uL of ammonium acetate 7M (pH
7.0) was added, and another incubation at 65°C during 10 min was carried
out. The DNA was extracted utilizing chloroform, phenol/chloroform/isoamylic
alcohol (25:24:1), and chloroform/isoamylic alcohol (24:1) solutions,
interposing these steps with centrifugations (12,000rpm) at 4°C for 15 min.
The DNA was recovered with 2.5 volumes of cold absolute ethanol, which
was maintained overnight at -80°C. The samples were once more centrifuged,
and 1mL of cold ethanol 70% was added to the pellet, repeating the same
previously described centrifugation conditions. The supernatant was
discarded and the pellet was dried off ethanol at room temperature. Finally,

the DNA was resuspended in Tris — EDTA (pH 8.0) solution with RNAse.

PCR amplification and sequence analysis

PCR amplification was performed using the following primers forward
5-TCAACTTGTCACACCAGATT-3" and reverse 5-TTTTTGGTTAGACCTAA
GCC-3’, generating amplicons for sequencing. PCR amplification was

conducted in a GeneAmp model 9700 thermal cycler (Perkin Elmer Applied
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Biosystems, Foster City, Calif.), and PCR components were obtained from
Invitrogen®. The PCR mix contained 10mM concentrations of each
deoxynucleoside triphosphate, 2U of Taq DNA polymerase, 25mM
concentrations of each primer, 1.5mM MgCl,, 30ng of DNA, and the
appropriate amount of PCR buffer 1X to result in a final volume of 15uL.
Amplification was performed using a denaturation step of 94 for 3 min,
followed by 30 cycles of 94C for 30 s, 52T for 30 s, and 72T for 60 s. A
final extension step at 72T for 10 min was then used. Consequently, the
amplicons were visualized in a 1.5% agarose gel using Digi-Doc-It software
(Figure 1).

Sequencing reaction was performed using the DYEnamic ET Dye
Termination kit (GE®). Sequencing reaction consisted on 1pL of primers
forward and reverse previous utilized for the amplification but at a
concentration of 10pmols, 8uL of pre-mix, and 3uL of PCR products, resulting
in a final volume of 20uL. The obtained sequences were submitted to data
bank of National Center for Biotechnology Information (NCBI) through
BLASTn platform. Alignment was carried out using ClustalW2 (EMBL-EBI)

software for analysis.

Results

According to ClustalW2, analyzed sequences were considered
homologous. In addition, using the BLASTn platform and GenBank, a
similarity of these sequences was obtained with accession number

AB467295.1, which corresponds to C. tropicalis gene ITS1, strain NT1106
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(17). The E-value observed was 3.107°, whereas the maximum identity was
99%.

As consequence, the selected primers used for the PCRs had mainly
amplified the ITS1 region of C. tropicalis gene. It is important to point out that
the expected amplified products should be restricted to the region between
237 and 449bp, with a length that corresponds to 213bp.

Besides, an alignment of these sequences with the chosen ribosomal
DNA region of C. tropicalis was conducted, and it has been revealed that they

were in agreement (Figure 2).

Discussion

UT in hospitalised patients consists on a susceptible site to infections, and it
remains a controversial problem (7-8). Certain underlying patient factors, such
as age, diabetes or even catheterisation, have great impact on the aetiology
of urinary tract infection (UTI). Organisms considered less virulent are rarely
able to cause disease in anatomically or metabolically normal UT, except
upon the presence of abnormalities in the organs that compose this system
(18). Although, most of these infections have bacterial origin, yeasts also have
been valorised (19-21). In the last decades, the increase of nosocomial UTI
has been notable probably due to several predisponent factors, which are
related to candiduria (9).

Candida spp. recovery from urine samples exposes clinicians to a
great challenge because of colonised anatomical sites, such as bladder and

perineum or yet the presence of urinary catheter. Neither the presence of
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symptoms and infection signs, or yet the quantification of colonies from urine,
give substantial information for candiduria clinical interpretation (22-23).

There are several risk factors associated with candiduria (22,24),
especially recent antimicrobial therapy and plasma glucose level superior to
180mg/dL (25). This patient was diabetic, usually, UTI in diabetes are caused
by the same urinary pathogens found in other populations (26). Yet it seems
that yeasts are capable to grow faster in urine with increased glucose (27).
Micturition abnormalities, frequent in patients with longstanding diabetes,
increases residual urine and probably accounts for higher host morbidity and
susceptibility to infection (28).

Urine contamination is a normal event, and mainly occurs when the
sample is not correctly collected, as in catheterised patients; or in women with
high colonisation at perineum region (22). Generally, colonisation assigns to
Candida spp. presence in surveillance cultures, upon absence of any clinical
or infection symptoms (10). Hence, this distinction between an authentic
infection and a contamination is complex.

Nowadays, there is not a proper and safe technique to distinguish
colonisation and infection when candiduria is detected by the lab (29). For
some lab teams, the mere presence of yeast in uroculture or direct exam are
already enough to define an infection (30). Quantification could be used as
criterion to obtain such definition, but there are some dilemmas to establish a
standardized value. Few authors believe that 1,000 CFU/mL counting is
satisfactory for candiduria diagnosis (31-34), whereas this value could be
equal or superior to 10,000 CFU/mL for others (21,35,36). Further, there is

also the concept that counting must be allied to symptoms as fever, urgency,
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frequency, dysuria, or suprapubic tenderness, also related to urinary infection
condition caused by Candida spp. (37). Moreover, when uroculture is positive,
it is necessary to confirm by a second sample if yeast presence persists and
verify if the patient has pyuria. When pyuria is absent, colony counting inferior
to 1,000 CFU/mL could be ruled out by Candida infection. Detection of pyuria
usually supports infection by Candida only when co-existence of bacteria is
negative (24).

Candiduria natural course remains unclear. However, UT colonisation
should be observed and monitored with good care, since it is considered a
common event in hospitalised patients (38).

Molecular typing methods are important tools, since they are able to
distinguish Candida strains, and then, provide guidance for epidemiological
investigations (39). Prior studies had used epidemiological techniques, such
as RAPD and PFGE, and in most cases, identical genotype patterns for
isolated strains from blood and urine were established (40-42). Even so,
studies using these tools (11-12) had not revealed a significant association
between candiduria and candidaemia, especially to C. tropicalis. Thus, we
assume that our work seems to be one of the first reports revealing by
genomic DNA sequencing identical genotype pattern of C. tropicalis isolates,
from a Brazilian general hospital.

In this case, urine yeast finding was considered infection due to
repetitive quantification of C. tropicalis superior to 10° CFU/mL. Besides, great
similarity between yeasts isolated from both urine and blood samples, was

verified.
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Previous studying, confirmed the importance of colonisation by
Candida (43-44). It is known that infection pathogenesis, caused by this
pathogen, evolves progressively from local colonisation, resulting in ample
dissemination, and then, in invasion. Approximately 80% of candidaemia
cases were preceded from high colonisation rates in urine or central venous
catheter (CVC) (45).

Once our patient had several surgical processes, his immunological
system became debilitated. Hence, this fact leads us to believe that an
ascending infection was the route for UTI, since the introduction of organisms
may have occurred during the processes of gastrointestinal surgeries.
Consequently, tropism of C. tropicalis under the use of broad spectrum
antibiotics might have contributed for haematogenous infection (22). Thus,
fungi should receive a high priority for UTI differential diagnosis in patients
with altered immune status.

Risk factors for candidaemia engage several conditions as: previous
surgery; ICU length of stay; broad spectrum antibiotics (46-48) and particularly
number of days with CVC and mechanical ventilation (49,50).

Further, this scenario is compatible to emergence of others NAS,
including C. tropicalis (6). There are two concerns about candidaemia caused
by NAS. Firstly, significant mortality has been associated to the virulence and
pathogenicity of certain NAS, which represents an important issue for
immunocompromised host. Secondly, occurrence of species resistant to
present available antifungal drugs, is a serious clinical problem that implies in
high mortality and economic issue because of prolonged hospitalisation time.

Therefore, these factors complicate even more the choice for an initial
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adequate treatment (44,51-54), creating challenges for future empirical
therapeutic and prophylactic strategies.

C. tropicalis is one of the three most frequent NAS isolated (46,55-57)
and it seems to display a higher potential for dissemination, and this tendency
justify the reported relatively high mortality rate associated (58). In Brazilian
general hospital this yeast is a leading cause for candidaemia as well (57).

Once candidaemia is related to long length ICU stay, it ensures a
significant rise of patient maintenance cost. Annually, US invest about two
billion dollars with treatments (59). Both colonisation and infection caused by
Candida spp. have great economical impact due to hospitalisation period; and
were estimated in €12,908.00 and €21,075, respectively (60).

In summary, our results suggest that UT was the plausible source of a
fatal C. tropicalis candidaemia, since urine and blood samples had
demonstrated an identical genotype pattern. In addition, no obstruction of UT
and/or gastrointestinal tract was noticed, as it could suggest a contamination
or colonisation. Then, candiduria should be better interpreted and valorised,

since it might represent signs of a disseminated Candida infection.
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Figure 1. Amplicons after PEG purification. Line 1: loading 100 bp

(InvitrogenO); Line 2: blood sample; Line 3: urine sample.

Urine =  —————mmmmmmm e e TTGCGCCCTTTGGTATT 17

Blaggd, — = 0 =soesioems e aieos gibos g some ginae AACGCACATTGCGCCCTTTGGTATT 25

DNAr TGAATTGCAGATATTCGTGAAT CATCGAATCT TTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATT 60

FEXEFTEXTTEXTTXIEFF

Urine CCAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCARACCCCCGGGTTTGGTGTTGAGC 77

Blood CCRAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCARACCCCCGGGTTTGGTGTTGAGC 85

DNAr CCAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCARACCCCCGGGTTTGGTGTTGAGC 120
e e e e e e e e e e o e i i gl o ol o e e g e e i e g e e e e o et e it ol e e i . i e e e et e e o ol o e gl o i e 3

Urine AATACGCTAGGTTTGTTTGAAAGAATTTAACGTGGARACTT——————————————————— 118

Blood AATACGCTAGGTTTGTTTGAAAGAATT TAACGTGGAAACTTATTTTAAGCGACTTAGGTT 145

DNAr AATACGCTAGGTTTGTTTGAAAGAATTTAACGTGGAAACTTATTTTARGCGACTTAGGTT 180
bl b b b e e e e e e e e e e e e i ol e e i o ol i e e o o e

Urine @ -—————————

Blood b 150

DNAr TATCCAAARACGCTTATTTTG 201

Figure 2. Alignment of the sequences obtained from urine and blood samples
with the ribosomal DNA region of Candida tropicalis, using the ClustalWw?2
program (EMBL-EBI). The “*” indicates that nucleotides are identical for all
aligned sequences.
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Dear Editor,

We would like to show that even when using the most advanced
diagnosis tools, difficulty upon results interpretation endures, and this type of

technology was not enough for a patient’s diagnosis conclusion.

Health professionals still deal with some difficult dilemmas, especially
to determine when a patient has only yeast colonization or infection. This is a
reason why pulmonary candidiasis is so hard to be diagnosed. Usually, lungs
are involved with disseminated infection processes, and so far, the necessary
attention to yeast isolating from representative biological specimens of
respiratory tract is not given, once they tend to carry contaminant
microorganisms. Hence, Candida species and their role as a probable cause

of pulmonary disease is an usual clinical impasse.
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We would like to share our past experience with an Intensive Care Unit
patient who probably developed pneumonia due to Candida tropicalis, but the

results were not considered because of the rough interpretation of them.

Firstly, endotracheal tube direct exam showed development of yeast,
which was characterized as C. tropicalis. Doctors were communicated, but the
yeast finding was ignored, since it was considered colonization. In the next
day, it was done a biopsy from the right hemithorax anterolateral area that
showed a lesion, and a culture was carried out with this material on agar
blood. Morphological, physiological and biochemical characteristics from
biopsy culture were examined by standardized methods used for yeast
taxonomy, and gave excellent identification for C. tropicalis. To confirm that
yeasts isolated from endotracheal tube and biopsy were similar, genomic

DNAs were analyzed throughout sequencing.

Genomic yeast DNA extraction was conducted according to Amberg et
al. (2004) with modifications. Isolates were differentiated by amplification of
regions ITS1, 5.8S and ITS2, with the following primers: forward 5'-
TCAACTTGTCACACCAGATT-3 and reverse 5'-TTTTTGGTTAGACCTAAG
CC-3". Sequencing reaction was performed using the DYEnamic ET Dye
Termination kit (GE). Posteriorly, sequences obtained were submitted to data
bank of NCBI, whereas the alignment was carried out using the ClustalW?2
(EMBL-EBI) software.

Alignment had shown that the analyzed sequences were considered
homologous (Figure 1). Hence, the yeast isolated from the endotracheal tube
showed to be similar to the one also identified in the biopsy. In addition, it was

revealed a 100% of similarity of these sequences with accession number
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AB467295.1, which corresponds to C. tropicalis gene ITS1, strain NT1106
(Chen, 2008). The observed E-value was 3.10™°. However, the doubt of
antifungal treatment necessity persisted evidences to determine the cause of
pneumonia or even diagnosis of pulmonary candidiasis are still misty. This
fact is explained by the lack of complete information and integration between
physicians and lab professionals, requiring then, a standardized protocol
action to guarantee adequate diagnosis. This will represent not only a
decreasing on mortality and morbidity rates due to these infections, but also
improve life quality for the patients. Throughout studies related to yeast
finding valorization, in short or medium term they might provide universal
protocols with efficient and fast decisions about management of critically ill

patients. This work was approved by Ethical Committee from UEM.
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Figure 1. Alignment of the sequences obtained from endotracheal tube and

biopsy samples with the ribosomal DNA region of Candida tropicalis, using

the ClustalW2 program (EMBL-EBI). The “*” indicates that nucleotides are

identical for all aligned sequences.
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

O presente trabalho realizados com amostras daifibh(e sangue) e do TR (bidpsia
e tubo endotraqueal), provenientes de pacientgstalbizados, permitiu concluir que:

1) Os pares de isolados da espé€xiwopicalis, identificados genotipicamente atraves

do sequienciamento, apresentaram grande similaretdadesi.

2) Ambos trabalhos propiciaram a discussao solwersatilidade da€andida spp.,
bem como a valorizacdo do seu envolvimento em psosede colonizacéo/infeccao

do trato urinario e respiratério.

3) Destacou a importancia das medidas destinadasiauicdo dos fatores de riscos
gue promovem a colonizagéo e a infec¢cao tantoado trrinario, quanto respiratorio

por Candida spp.

4) Apontou sobre a importancia da interacdo ergrenédicos e os laboratoristas no
sentido ndo apenas de identificar um agente paiemente patogénico, mas também
de tentar definir se 0 achado € originério apeeasnda situacdo de colonizacéo, ou é

consequéncia de um processo infeccioso.
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PERPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados apresentados, a caractesizi@erfil molecular dos
isolados do géner€andida de diferentes sitios anatémicos, provenientes rde u
mesmo paciente, poderdo ser empregados no estudguatiro de candidiase,
investigando se a mesma foi ou n&o precedida pgraoesso de colonizagao.

Em adicdo, a verificacdo da presenca dos geneswddid SAPT gecrete
aspartic proteinases), em isolados d€. tropicalis, também podera auxiliar no estudo
sobre a viruléncia, uma vez que auxiliam na al&abpem como na destruicdo da
integridade da membrana celular do hospedeiro.

Considerando que a espédie glabrata, assim comoC. tropicalis, esta
diretamente relacionada a candidiase sistémicasamiando elevada resisténcia aos
agentes antifungicos, bem como taxa de mortalidadéidos futuros poderdo
comparar essas duas espécies, a fim de verifiaas genes conferem a propriedade
de aumentar o grau de viruléncia. Assim sendo, rego de diferentes ferramentas
moleculares irdo assistir na confirmacéo do grasimdaridade desses isolados, bem

Como 0s possiveis mecanismos de viruléncia.
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