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Another day has gone. I'm still all alone.

How could this be? You're not here with me.

You never said good-bye. Someone tell me, why?
Did you have to go? And leave my world so cold?

Everyday I sit and ask myself.
How did love slip away?
Something whispers in my ear and says:

That you are not alone. I am here with you.
Though you're far away. I am here to stay.

You are not alone. I am here with you.

Though we're far apart. You're always in my heart.
You are not alone...

Alone, alone.
Why? Alone!

Just the other night. I thought I heard you cry.
Asking me to come. And hold you in my arms.
I can hear your prayers. Your burdens I will bear.
But first I need your hand. Then forever can begin.

Everyday I sit and ask myself.
How did love slip away?
Something whispers in my ear and says:

But you are not alone. I am here with you.

Though you're far away. I am here to stay.

You are not alone. I am here with you.

Though we're far apart. You're always in my heart.
You are not alone...

Oh...whisper three words and I'll come running.
Fly...and girl you know that I'll be there.
I'll be there...

But you are not alone. I am here with you.

Though you're far away. I am here to stay.

You are not alone. I am here with you.

Though we're far apart. You're always in my heart.
You are not alone...

You Are Not Alone
(R. Kelly)
Michael Jackson



RESUMO

A candidiase ¢ uma micose oportunista primaria ou secundaria, endégena ou exdgena,
causada por leveduras do género Candida. As lesdes podem variar de superficiais a
profundas, se comportando como doenga aguda ou crdnica; envolvendo localizagdes Uinicas
ou em multiplos sitios. Espécies desse género residem como comensais fazendo parte da
microbiota normal do trato digestorio de 80% dos individuos sadios. O estabelecimento da
candidiase depende de uma imunodepressao especifica ou geral, inata ou adquirida do
hospedeiro; carga parasitaria e viruléncia fungica. Das quase 200 espécies, aproximadamente
10% sdo consideradas agentes etiologicos de candidiase, sendo de maior interesse clinico C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii ¢ C.
lusitaniae, porém casos de espécies emergentes como C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C.
famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua, C. viswanathii, dentre outras,
estdo sendo relatadas devido a alta freqiiéncia que colonizam o hospedeiro humano. O
diagnostico laboratorial classico da candidiase baseia-se essencialmente na presenca de
blastoconidios no exame direto e observagao da cultura leveduriforme de coloragao creme e
aspecto pastoso em agar Sabouraud. Quanto as manifestacdes clinicas, podemos dividi-las em
cutaneo-mucosas, sistémicas e alérgicas. As lesdes determinadas pelo fungo sdo umidas e
recobertas por uma pseudomembrana esbranquicada que, ao ser removida, apresenta fundo
eritematoso, quando em mucosas; e lesdes satélites eritematosas de aspecto descamativo,
quando cutineas. A retirada dos fatores predisponentes e o restabelecimento da imunidade,
combinada com derivados azolicos ou poliénicos, sdo as principais formas de tratamentos da
candidiase. Nosso objetivo foi a identificacdo das espécies de Candida a partir de casos
clinicos em humanos suspeitos de candidiase cutdnea. Apos a coleta do material clinico
procedeu-se o exame direto; cultura em 4gar Sabouraud e dgar Mycosel; cultura em BHI
acrescido de cloranfenicol; plaqueamento em &4gar Sabouraud; estoque em &agua destilada
estéril; cultura em Chromagar Candida; prova do tubo germinativo; cultura em &agar
Sabouraud hipertonico; cultura em agar Sabouraud entre 42-45°C e bioquimica no sistema
VITEK® 2 Compact. Entre novembro de 2008 e agosto de 2009, no setor de Diagnostico
Micologico Humano e Veterindrio MIP/UFF, foram coletadas 65 amostras oriundas de 56
pacientes com suspeita de candidiase cutanea, onde confirmadas 58 amostras em 51 pacientes,
sendo 38 mulheres e 13 homens, com faixa etaria predominante entre 47 ¢ 60 anos e maioria
donas de casa, aposentados, professoras e serventes, estes apresentaram 45 infecgdes simples
e 6 infecgdes mistas distribuidas em 58 espécimes da levedura: 11 C. parapsilosis; 11
Candida spp.; 9 C. famata; 6 C. albicans; 6 C. haemulonii; 5 S. ciferrii; 4 C. lipolytica; 3 C.
guilliermondii e 3 C. tropicalis. Os dados do presente estudo corroboram a importancia de
esforgos direcionados ao diagnodstico micologico ao nivel de espécie.

Palavras-chave: Candidiase cutanea. Diagnostico laboratorial. Candida parapsilosis. Candida
spp.



ABSTRACT

Candidiasis is a secondary or primary opportunistic mycosis, endogenous or
exogenous, caused by yeasts of the genus Candida. It can vary from superficial to deep
lesions, behaving as an acute or a chronic disease; involving single or multiple sites. Species
of this genus reside as commensals taking part of the normal microbiota of the gastrointestinal
tract in 80% of healthy individuals. The establishment of candidiasis depends on a specific or
a general host immunosuppression, innate or acquired; parasitic load and fungal virulence.
Out of the nearly 200 Candida species, approximately 10% are considered etiological agents
of candidiasis, and the highest clinically relevant are C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii and C. lusitaniae, but cases of emerging
species such as C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C.
norvegensis, C. inconspicua, C. viswanathii, among others, are being reported due to their
high frequency of isolation as human colonizer. The classical laboratory diagnosis of
candidiasis is mainly based on the presence of blastoconidia on direct examination and the
observation of a cream color yeast culture with doughy aspect on Sabouraud agar. The clinical
manifestations can be divided in mucocutaneous, systemic and allergic. The lesions
determined by fungus are moist and covered with a whitish pseudomembrane which, when
removed, show an erythematous background, while mucous and erythematous satellite
lesions, with scaly aspect, are seen in the cutaneous forms. Removal of the predisposing
factors and the restoration of immunity, combined with azole or polyene drugs, are the main
treatments for candidiasis. Our objective was the identification of Candida species from
human clinical subjects affected by cutaneous candidiasis. After the collection of clinical
material, diagnosis was performed by direct examination; culture on Sabouraud and Mycosel
agar; culture in BHI plus chloramphenicol; Sabouraud agar on Petri plate; stock in sterile
distilled water; culture on CHROMagar Candida; germ tube test; culture on hypertonic
Sabouraud agar; culture on Sabouraud agar between 42-45°C and VITEK®™ 2 Compact.
Between november 2008 and august 2009, at the Human and Veterinary Mycological
Diagnostic sector MIP/UFF, we were able to collected 65 samples from 56 patients with
suspected cutaneous candidiasis, and to confirm 58 positive samples for Candida spp.in 51
patients. Thirty-eight were women, predominantly aged between 47 e 60 years and mostly
housewives, pensioners, teachers and servants. Forty-five simple infections and 6 mixed
infections were detected, distributed in 58 yeasts specimens: 11 C. parapsilosis; 11 Candida
spp; 9 C. famata; 6 C. albicans;, 6 C. haemulonii; 5 S. ciferrii; 4 C. lipolytica; 3 C.
guilliermondii and 3 C. tropicalis. Data from this study confirm the importance of efforts
directed towards mycological diagnosis to species level.

Keywords: Cutaneous candidiasis. Laboratory diagnosis. Candida parapsilosis. Candida spp.
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1 INTRODUCAO

Doengas causadas por fungos passaram a receber maior aten¢do no século passado,
principalmente nas duas décadas finais, com o advento da AIDS, avancos nas terapéuticas de
doencas de base, maior uso de antibacterianos, aprimoramento de técnicas de transplantes,
enfim, com a maior sobrevida de pacientes portadores de variadas enfermidades. A descoberta
de que a redugdo da populacio dos linfocitos T CD4" predispde os pacientes a varias
infeccdes fungicas flagrou uma nova area na susceptibilidade do hospedeiro a tais infecgdes.
Dentre os fungos responsaveis por doencas em individuos imunodeprimidos, € mesmo entre
aqueles aparentemente sadios, encontramos as espécies do género Candida (NAGLIK,

CHALLACOMBE, HUBE, 2003).

1.1 Candidiase

Candidiase ou candidose ¢ uma micose causada por leveduras do género Candida,
classificada como leve ou grave, aguda ou cronica, superficial ou profunda, podendo
apresentar amplo espectro clinico. O principal agente das candidiases ¢ a C. albicans, isolada
em 60% das amostras clinicas. Uma vez que tal levedura faz parte da microbiota humana, a
micose por este agente ¢ considerada oportunista. No entanto, frequentemente na literatura
sao descritos isolamentos de outros agentes de candidiase: C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei, C. guilliermondii, C. glabrata, C. kefyr, C. lusitaniae, C. viswanathii, C. famata dentre
outras, todos isolados a partir de casos clinicos humanos (CHAVES, CAVALCANTI,
PORTO, 2003; MENEZES et al., 2004).

Pelo acima exposto, quando h4a uma ruptura no equilibrio da microbiota ou com o

sistema imune do hospedeiro, as espécies do género Candida tendem a determinar
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manifestagdes clinicas, tornando-se patogénicas. A origem pode ser endégena quando oriunda
da microbiota; ou exdgena como, por exemplo, adquirida via ato sexual (NAGLIK,

CHALLACOMBE, HUBE, 2003; MONGE et al., 2006).

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia com que
colonizam o hospedeiro humano. Sdo encontradas na por¢do gastrointestinal em 80% da
populacdo adulta saudavel. Entre as mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizac¢ao
vaginal por Candida e, em hospitais, o género Candida responde por cerca de 80% das
infecgdes fungicas documentadas, representando um grande desafio aos clinicos de diferentes
especialidades, devido as dificuldades diagnoésticas e terapéuticas. Infec¢des por Candida
envolvem um espectro amplo de doengas superficiais e invasivas oportunistas, acometendo
pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de risco. Infeccoes/lesdes de pele e
mucosas podem ser documentadas em pacientes sauddveis, mas com pequenas alteragdes
locais de resposta do hospedeiro. Por outro lado, infec¢des sistémicas por Candida podem
comprometer visceras como resultado de disseminagdao hematogénica, complicacdes
infecciosas estas geralmente documentadas em pacientes criticos, portadores de doengas

degenerativas e/ou neoplasicas (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

1.2 Morfologia e ciclo celular (modelo C. albicans)

C. albicans ¢ uma levedura diploéide com histéria de dimorfismo fliingico inverso,
enquanto outros fungos patogénicos dimdrficos se encontram na natureza na forma miceliana

causando doencas no homem na forma leveduriforme (FORCHE et al., 2003).

A biologia de C. albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles, a habilidade de se
apresentar com diferentes morfologias (Figura 1). A fase unicelular leveduriforme pode gerar
um broto e formar hifas verdadeiras. Entre esses dois extremos, brotamento e filamentagao, o
fungo ainda pode exibir uma variedade de formas durante seu crescimento, podendo gerar
pseudohifas, que, na verdade, representam leveduras alongadas unidas entre si. A mudanga na
morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser induzida por uma variedade de
condi¢gdes ambientais como variagao de temperatura e de pH (SUDBERY, GOW, BERMAN,
2004).
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Figura 1: Morfologia de células leveduriformes, hifas e pseudohifas de C. albicans. (a) Brotamentos de
células leveduriformes logo apds inoculagdo de células de leveduras sem brotamento. (b) Tubos germinativos
sdo mais estreitos e uniformes do que os brotos de pseudohifas (e), que tem uma constricdo no local do
brotamento. Entretanto, ¢ dificil obter uma populagdo que consiste somente de pseudohifas; cerca de 25% das
estruturas constituem-se de hifas, exemplos dessas estdo indicadas por setas e “Hif”. (¢) Hifas que apresentam
paredes com lados paralelos, sem qualquer constrigdo ou ramificacdo. (d) Micélio de hifa maduro. (e, f)
pseudohifas. (g) Duas longas pseudohifas que lembram vagamente uma hifa. (h) Micélio de pseudohifa maduro.
Todas as formas de pseudohifas lembram superficialmente hifas, mas possuem constri¢des na posi¢do do septo
(setas) e mostram ramifica¢des regulares. As imagens em (d) e (h) sdo de células tratadas com Calcofltor, que
evidencia a quitina nas paredes e septos. Barras = 10 um (adaptado de SUDBERY, GOW, BERMAN, 2004).
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A mudanca nas formas celulares ¢ um fendmeno genético, que reflete no aspecto
macromorfologico leveduriforme, que quanto a cor pode ser do branco ao creme, com
aparéncia pastosa brilhosa ou ceracea. Porém, o estado leveduriforme pode evoluir para
filamentoso ou, at¢ mesmo, uma mescla de células fungicas leveduriformes e filamentosas

(SUDBERY, GOW, BERMAN, 2004; MENEZES et al., 2005).

O critério para a diferenciacdo entre hifa verdadeira e pseudohifa estd na observacao
da formacdo de tubo germinativo. A partir da célula leveduriforme, na formacdo da hifa
verdadeira ndo ha a constricdo entre a célula mae e o filamento, ja pseudohifas, possuem a
constricdo entre a célula mae e continuidade a partir do broto formado (SUDBERY, GOW,
BERMAN, 2004; WHITEWAY, BACHEWICH, 2007).

Diferenca maior entre a hifa verdadeira e a pseudohifa esta ligada na organizacao de
seus ciclos celulares (Figura 2). Em C. albicans, o termo hifa e tubo germinativo sdo
considerados freqiientemente sindbnimos. A hifa que se projeta do primeiro ciclo celular, antes
da formacao do septo ¢ chamada de tubo germinativo, servindo para descrever o alongamento
que desenvolve a hifa. O termo hifa refere-se a toda ndo ramificacdo e filamentos que contém
mais de um septo e auséncia de constri¢des. No primeiro ciclo celular da pseudohifa o anel do
septo aparece entre a célula mae e a célula filha antes do surgimento do broto. O processo de
mitose se inicia € quando se completa, as células se separam com a formacdo de um septo
composto principalmente de quitina. Em se tratando de ciclo celular de pseudohifa e levedura,
ndo existem muitas diferencas com excec¢do do alongamento (para pseudohifa) e separagdo da
célula por completo, permitindo a formagao do septo, sendo que na pseudohifa as formagodes
do septo e da constricdo coincidem no mesmo ponto. A formagao da hifa verdadeira ¢ mais
distinta, a partir da fase leveduriforme surge o tubo germinativo antes do ciclo celular, logo ha
a formacgao do primeiro septo entre o alongamento do broto e ndo entre a célula mae e a célula
filha como nas leveduras e pseudohifas. A primeira divisdo nuclear nao ocorre entre a célula
mae e a célula filha como nas leveduras e pseudohifas, pois o nicleo migra para fora da célula
mae e se divide no prolongamento (hifa verdadeira, tubo germinativo), finda a mitose, se

instala o septo no tubo germinativo (hifa verdadeira) (SUDBERY, GOW, BERMAN, 2004).
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Figura 2: Representacio esquematica do ciclo celular de levedura, pseudohifa e hifa de C. albicans. (a)
Ciclo celular de levedura e o primeiro ciclo celular de hifas e pseudohifas induzidos a partir de células
leveduriformes sem brotamento. Observamos tubos germinativos que emergem antes da transicdo G1/S com
auséncia de constri¢do; maior comprimento dos cabos de actina em pseudohifas, o que proporciona o seu
alongamento quando comparados as leveduras; e, diferenga na divisdo nuclear de pseudohifas e hifas quanto a
posicdo da migragdo dos cromossomos, entre célula-mide e célula-filha em leveduras e pseudohifas, ¢ no interior
do tubo germinativo em hifas. (b) Ciclos celulares em pseudohifa a partir de células leveduriformes sem
brotamento. Nota-se a sincronia do brotamento em pseudohifas e alongamento do tubo germinativo em hifas
(adaptado de SUDBERY, GOW, BERMAN, 2004).
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Em C. albicans, a orientagdo do tubo germinativo em estado leveduriforme e
pseudohifa ¢ determinando pelo polarissoma que ¢ um complexo de proteinas envolvidas na
orientagdo do crescimento do tubo germinativo, enquanto que na formagdo do tubo
germinativo de hifa verdadeira a orientacdo ¢ determinada tanto pelo polarissoma como pelo
“spitzenkorper” (estrutura responsavel pelo crescimento e desenvolvimento polarizado
encontrado apenas em hifas verdadeiras) (CRAMPIN et al., 2005, WHITEWAY,
BACHEWICH, 2007).

Os clamidosporos sdo estruturas de resisténcia em C. albicans, esses elementos sido
formados quando o fungo se encontra em um local onde ndo ha todos os nutrientes
necessarios para seu desenvolvimento, como por exemplo, meios de cultura feitos a base de
arroz ¢ milho, como o industrializado “corn meal”. A formagdo de clamidosporos sob
condi¢des especificas ¢ uma das maneiras eficientes de se distinguir C. albicans de C.

dubliniensis (WHITEWAY, BACHEWICH, 2007).

O fenomeno de “switching” tem sido muito investigado nos ultimos anos em C.
albicans. O fendmeno de “switching” entre células brancas e opacas, inicialmente identificado
como uma transicdo celular, estd limitado a apenas algumas linhagens. As células
leveduriformes “brancas” sdo de formato ovoide e formam colonias geralmente de cor creme.
As células leveduriformes “opacas” sdo alongadas e formam col6nias mais acinzentadas.
Recentes evidéncias estabeleceram que este fendmeno esta ligado a “sexualidade” de C.
albicans onde requer genes homozigotos para o locus MTL. A diferenca nao fica somente na
morfologia, células leveduriformes “brancas” possuem estilo de vida fermentativo, enquanto
que células leveduriformes “opacas” mostram caracteristicas de metabolismo oxidativo

(SOLL, LOCKHART, ZHAO, 2003a ¢ b; WHITEWAY, BACHEWICH, 2007).

1.3 De comensal a patdégeno

Numerosos fatores contribuem para as infec¢des fungicas, onde podemos destacar: o
rompimento da barreira cutdnea e mucosa, disfuncdo dos neutrdfilos, defeito na imunidade
mediada por células, desordem metabodlica, exposi¢ao direta aos fungos, extremos de idade

(recém nascidos e idosos), desnutricio aguda, longo tratamento com antibidticos,
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quimioterapia, transplantes, resisténcia a antifungicos, dentre outros (PFALLER, DIEKEMA,
2007).

Os microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram reducdo na
eficiéncia dos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras
anatomicas secundarias como queimaduras ou procedimentos médicos invasivos. Alteragdes
dos mecanismos de defesa do hospedeiro podem ser decorrentes de mudangas fisiologicas
caracteristicas da infancia (prematuridade) e envelhecimento ou mais freqlientemente,
associadas a doencas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas

e imunodepressio induzida por iatrogenia (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

C. albicans tem sucesso em ambos 0s casos, como comensal € como patdogeno em
hospedeiros humanos e outros animais, podendo colonizar em larga extensao diferentes sitios
anatomicos. A transi¢ao do estado comensal para “parasita” requer um hospedeiro suscetivel,
mas também um processo de ativagdo. A expressao génica de C. albicans ¢ regulada por uma
interacao entre hospedeiro e patdogeno. Programas transcricionais associados a transformacgao
de estado leveduriforme para estado filamentoso contribuem também para a invasdo no
hospedeiro. Isto ndo € apenas o primeiro passo para a transi¢do de comensal a “agressor”’, mas

também prepara a Candida para subseqiientes passos da infeccdo (Figura 3) (HUBE, 2004).

Apesar de uma morfologia flexivel ser uma contribuicdo para a viruléncia fingica,
nenhum dado molecular deixou claro e estabelecido que a morfogénese fingica junto com
outros fatores de viruléncia, nem as formas especificas de Candida deva ser considerada
absolutamente indicativa de saprofismo ou parasitismo em determinado sitio no hospedeiro. A
adaptagao do fungo “in vivo” provavelmente reflete sua variabilidade frente a microambientes

€ a natureza em que esses oportunistas sobrevivem (ROMANI, BISTONI, PUCCETTI, 2003).

Enquanto que a hifa ¢ o estado morfoldgico que melhor transpde barreiras, devido ao
seu desenvolvimento filamentoso; a fase leveduriforme, por sua morfologia arredondada, ¢ a
melhor para a disseminagdo. Em geral, a fase leveduriforme predomina durante a colonizagao
no hospedeiro sadio, enquanto que as hifas surgem numa deficiéncia do sistema imune.
Portanto, ambas as formas sdo de grande importancia na patogénese, uma vez que elas sao

requeridas em diferentes situacdes no hospedeiro (BROWN, GOW, 1999).
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Figura 3: Quatro caminhos possiveis onde C. albicans progride do comensalismo para infec¢cdo. (a) A
doenca ocorre somente quando a imunidade estd diminuida, com pouca ou nenhuma alteracdo no perfil do
patdgeno. (b) C. albicans altera de comensal a patégeno devido um programa genético distinto. (¢) Interagdo
permanente entre hospedeiro e patdgeno que regula a expressdo génica de C. albicans. (d) Permanente interagdo
e um programa genético regulam a expressdo génica de C. albicans. As pontas das setas simbolizam um
processo ativo em termos de expressdo de genes. A chave afilada simboliza a susceptibilidade do hospedeiro
incluindo a resposta deste e a flora microbiana. O Inicio de uma infecgdo também depende do tecido do
hospedeiro onde pode incluir uma reagéo exacerbada do mesmo, por exemplo, durante candidemias (adaptado de
HUBE, 2004).

A patogénese da candidiase ¢ facilitada por varios fatores de viruléncia envolvidos em
fungdes tais como: 1) aderéncia as células do hospedeiro pelas chamadas adesinas, como por
exemplo, a familia do gene ALS (agglutinin-like sequence) em C. albicans, que codifica
diferentes glicoproteinas de superficie celular que estdo implicadas no processo de adesdo em
superficies do hospedeiro (CALDERONE, FONZI, 2001; BISWAS, DIJICK, DATTA, 2007);
2) morfogénese (dimorfismo flngico), levedura, pseudohifa, hifa verdadeira e
clamidoconidios (SUDBERY, GOW, BERMAN, 2004); 3) variacdo fenotipica, tipo
conjugante sexuado, fenomeno de “switching” (SOLL, LOCKHART, ZHAO, 2003a ¢ b); 4)
sobrevivéncia dentro de fagocitos (JONG et al., 2001); 5) modulacdo do sistema imune,

mananas € manoproteinas sdo capazes de regular (ativar e desativar) a acdo das defesas do
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hospedeiro (CHAFFIN et al., 1998); 6) adaptagdo ao ambiente oxidativo, determinado pelo
genoma selvagem de C. albicans, onde genes sdo temporariamente induzidos ou reprimidos
em funcdo do 6xido nitrico (HROMATKA, NOBLE, JOHNSON, 2005); 7) seqiiestro de
ferro, principalmente na candidiase hematogénica, onde ¢ capaz de adquirir (C. albicans) o
ferro a partir da tranferrina (KNIGHT et al., 2005); 8) variacdo de temperatura e pH,
componentes cruciais para adaptacdo a diferentes sitios no hospedeiro (ODDS, 1993;
BERNARDIS et al., 1998); 9) candida-toxina (BUZZINI, MARTINI, 2001); e 10) enzimas
hidroliticas, as principais enzimas produzidas sdo as proteinases, que hidrolisam ligagdes
peptidicas, e as fosfolipases, que hidrolisam os fosfoglicerideos (CALDERONE, FONZI,
2001).

Sabe-se que nenhum fator de viruléncia ¢ dominante, ou seja, a patogénese depende de
uma expressao coordenada de multiplos genes de uma forma apropriada para as condi¢des do
sitio de infecgdo e fatores ligados ao hospedeiro (Figura 4). Considerando-se que as condigdes
diferem muito nos diversos sitios de infeccdo, ¢ bem provavel que selecionados genes
associados a viruléncia sejam importantes durante tipos especificos de candidiase. Mas essa
hipdtese ndo tem sido muito avaliada. Além disso, a extensdo para os quais os chamados
fatores de viruléncia contribuam para a colonizagdo ou para o processo de doenca ndo esta

definitivamente esclarecida (CHENG et al., 2005).

1.4 Espécies do género Candida

Nos ultimos anos, vem aumentando o nimero de micoses causadas por espécies de
Candida ndo-albicans. Em 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida como
causadoras de doencas em humanos, incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
stellatoidea (C. albicans var stellatoidea) e C. guilliermondii. No artigo de COLOMBO &
GUIMARAES (2003), foi relatado que até aquele momento eram conhecidas cerca de 17
espécies de Candida (género que se conhece quase 200 espécies) causadoras de micoses
superficiais ou invasivas em seres humanos. As principais espécies de interesse clinico sdo: C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C.
lusitaniae. Entretanto, tem sido progressivo o relato de casos de doengas superficiais e

invasivas relacionadas a espécies emergentes de Candida, envolvendo isolamentos de C.
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dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C.
inconspicua, dentre outras (ZIARRUSTA, 2002; COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

Estagio 1: Colonizagao.
Adesao epitelial.
Aquisi¢do de nutrientes.

Estagio 2: Infeccdo superficial.
Penetracao epitelial.
Degradagao de proteinas do hospedeiro.

Estagio 3: Infecgdo profunda.
Penetragao tecidual.

Invasao vascular.

Escape do sistema imune.

Estagio 4: Infeccdo disseminada.
Adesao endotelial.

Infecgdo de outros tecidos do hospedeiro.
Ativacao da coagulacio, e

Cascatas de coagulos sanguineos.

Figura 4: Esquema ilustrando a contribuicao de diversos fatores de viruléncia atribuida a patogenia de C.
albicans. Comumente coloniza a superficie epitelial (estagio 1) ¢ causa infec¢des superficiais (estagio 2), mas
sob condigdes onde o hospedeiro se encontra comprometido, o fungo estabelece infecgdes profundas (estagio 3)
avancando para o interior do tecido epitelial. Ocasionalmente, C. albicans pode causar infecgdes disseminadas
(estagio 4), onde o fungo coloniza e infecta outros tecidos do hospedeiro. Este processo infeccioso envolve
numerosos fatores de viruléncia: estdgio 1: adesinas, enzimas hidroliticas, dimorfismo, fendmeno de “switching”
e mimetismo molecular; estdgio 2: enzimas hidroliticas e dimorfismo; estagio 3: enzimas hidroliticas,
dimorfismo, mimetismo para com o hospedeiro e imunomoduladores; estdgio 4: adesinas, enzimas hidroliticas,
dimorfismo, fendmeno de “switching”, antioxidantes e imunomoduladores. Observe que enzimas hidroliticas e o
dimorfismo estdo envolvidos nos quatro estidgios de infeccdo (adaptado de NAGLIK, CHALLACOMBE,
HUBE, 2003).
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As espécies do género Candida, segundo a taxonomia se localizam em: Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae (GUARRO, GENE, STCHIGEL, 1999). A seguir descrevemos um

resumo das principais espécies patogénicas, incluindo as emergentes.

1.4.1 Candida albicans

C. albicans ¢é, sem duvida alguma, a espécie mais frequentemente isolada de infeccgoes
superficiais e invasivas em diversos sitos anatdmicos e em causas de candidiase em todas as
partes do mundo. E a espécie de Candida com maior conhecimento patogénico devido a
diversidade de fatores de viruléncia descobertos. Habitualmente se considera que a origem de
C. albicans causadora de infecgdes seja a microbiota do digestorio humano (organismo
comensal), porém diversos casos tém se relatado de forma horizontal. C. albicans foi o
primeiro fungo zoopatogénico que teve o seu genoma sequenciado (organismo diploide com
oito pares de cromossomos), o que possibilita uma variedade de experimentos e, por
conseguinte, um grande avanc¢o na biologia deste fungo, principalmente, na expressao dos
genes. Esta espécie € naturalmente sensivel a todas as drogas antifingicas de uso sistémico,
mas casos de resisténcia adquirida a azodlicos sdo conhecidos em pacientes que foram expostos
prolongadamente a estes medicamentos. Quanto a resisténcia a anfotericina B os relatos sao
minimos (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; MAGEE, MAGEE, 2005; TIRABOSCHI et al.,
2007).

1.4.2 Candida ciferrii

C. ciferrii ¢ uma levedura, cujo estado teleomorfo corresponde ao Stephanoascus
ciferrii. A assimilacdo de inositol ¢ uma caracteristica quase exclusiva desta espécie,
compartilhada com poucas deste mesmo género, como Candida curvata e Candida hellenica
(leveduras de origem ambiental), e com outros géneros como Cryptococcus e Trichosporon,
dos quais se diferencia facilmente pela hidrélise da uréia nas provas bioquimicas. C. ciferrii
pode ser isolada do solo e animais, sendo que a primeira descricdo dessa levedura foi
realizada em 1965. No ser humano ja foram descritos casos de onicomicoses, candidemias,

infec¢cdes em imunodeprimidos e uma forma disseminada em um paciente com leucemia
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mieloide aguda. Relatos de casos demonstram que C. ciferrii ¢ resistente ao fluconazol

(FURMAN; AHEARN, 1983; GUNSILIUS et al., 2001; GARCIA-MARTOS et al., 2004).

1.4.3 Candida dubliniensis

C. dubliniensis (identificada em 1995 em Dublin, Irlanda) ¢ uma espécie de levedura
patogénica que ¢ fenotipicamente, geneticamente, e filogeneticamente semelhante a C.
albicans. Apesar de serem bem préximas, C. albicans ¢ significantemente bem mais
patogénica. C. dubliniensis ¢ comumente associada a mucosa oral, pacientes com infecgdes
pelo HIV, e paciente diabéticos, embora seja identificada como comensal em cavidade oral de
uma minoria de individuos saudaveis. Todavia pacientes com infecgdes sistémicas por C.
dubliniensis tenham se recuperado, este incidente por C. albicans estd bem longe de
acontecer. C. dubliniensis € responsavel por cerca de 2% das candidemias. As razdes pela
grande diferenca entre a viruléncia de C. dubliniensis e C. albicans sao alvos de investigacdes
detalhadas em modelos de estudo com animal. Recentemente se observou que C. dubliniensis
tem a capacidade reduzida de produzir hifas, resultando assim em menores niveis de
colonizagdo e invasao tecidual (SULLIVAN et al., 1999; MORAN et al., 2004; McMANUS
et al., 2008).

Em estudo realizado com 548 amostras armazenadas no banco de leveduras do
Laboratério Especial de Micologia, UNIFESP, verificou-se que 2% das amostras
armazenadas originalmente como C. albicans eram na verdade C. dubliniensis. A diferenca
entre ambas as espécies se faz por provas de assimilacao de carboidratos, temperatura de
crescimento, coloracdo das colonias no meio CHROMagar Candida (para alguns autores
diferentes tons de verde sugere a distin¢ao entre elas), producdo de clamidosporos, diferencas
antigénicas e por sequéncias de DNA, dentre outras. C. dubliniensis tem maior facilidade em

desenvolver resisténcia a azolicos (BRENA et al., 2004; COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

1.4.4 Candida famata

C. famata também conhecida como Torulopsis candida e o teleomorfo Debaryomyces

hansenii ¢ usualmente encontrada em alguns alimentos, incluindo laticinios. C. famata ¢ um
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patdgeno oportunista que habita a cavidade oral do homem como comensal. Antes se pensava
que C. famata nao fosse patogénica para os seres humanos, todavia, casos clinicos desta
levedura tém sido relatados como onicomicoses, fungemias, alveolites, peritonites,
endoftalmites (retinopatias), infecgdes no mediastino e sistema nervoso central. Diferentes
pesquisas em fungemias humanas revelaram que C. famata ¢é responsavel por 0,2 a 2% do
total de casos. Em comparacdo com C. albicans, C. famata ¢ menos susceptivel aos azélicos
(CARRASCO et al., 2005; GUPTA et al., 2006; PISA et al., 2007, DESNOS-OLLIVIER et
al., 2008).

1.4.5 Candida glabrata

C. glabrata pode ser considerada como saprofita e ndo patogénica na microbiota
normal de individuos sadios, porém nas duas tltimas décadas como conseqiiéncia de drogas
imunodepressoras ¢ o advento da AIDS, C. glabrata aumentou significativamente infecc¢oes
em seres humanos, chegando a ser o segundo ou terceiro patdgeno em casos de candidiases,
principalmente em ambientes hospitalares. Comparando-se a mortalidade entre outras
espécies de Candida nao-albicans, C. glabrata ¢ relativamente alta. Mais especificamente a
mortalidade ¢ em torno de 50% em pacientes com cancer e 100% quando em complicagdes de
transplante de medula 6ssea. Surpreendentemente, apesar de uma alta taxa de mortalidade, C.
glabrata demonstra uma baixa viruléncia em modelos de infec¢gdes com animais. C. glabrata
emerge como um notdvel agente patogénico de mucosa oral e pode promover infec¢ao
concomitante com C. albicans e, em paciente com cancer ou HIV positivos, associada a
infec¢do orofaringeana, pode ser mais severa e mais dificil de ser tratada do que infecc¢des por

C. albicans (BARCHIESI et al., 2005; LI, REDDING, DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007).

C. glabrata, em relagdo a outras espécies de Candida, nao ¢ um fungo dimorfico, se
apresenta como blastoconidio tanto no ambiente como quando patéogeno, € especialmente nao
forma pseudohifas em temperaturas acima de 37°C. Os blastoconidios de C. glabrata sdo
menores que os de C. albicans, porém quando em meio de Sabouraud formam coldnias
homogéneas, brilhantes, de coloragdo creme como qualquer outra espécie de Candida

(FIDEL-JR, VAZQUEZ, SOBEL, 1999).
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Isolados clinicos de C. glabrata apresentam menor sensibilidade ao fluconazol,
conseqiientemente, um aumento nos indices de colonizagdo e infeccdo por C. glabrata tem
sido observado em diferentes grupos de pacientes com exposi¢cdo prolongada ao fluconazol.
Além dos problemas terapéuticos de infecgdes por C. glabrata associados aos azdlicos,
estudos mostram uma menor sensibilidade também para anfotericina B. Na verdade, ja havia
sido descrito que infecgdes por C. glabrata podem ocorrer em pacientes previamente expostos
a anfotericina B. Outro aspecto sobre a epidemiologia deste patdogeno ¢ sua maior ocorréncia
em pacientes idosos (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; PEMAN et al., 2004; RAY et al.,
2007).

1.4.6 Candida guilliermondii

Infecgdes por C. guilliermondii, levedura haploide e comensal humana, nao sdo ainda
freqiientes, porém ¢ um agente de candidiase que vem sendo descrito como emergente.
Muitos casos de infec¢do por C. guilliermondii (teleomorfo Pichia guilliermondii) estdo
associados a onicomicoses, pacientes com cancer, neutropénicos, pacientes acometidos de
cirurgias, transplantes, e em pacientes em tratamento intensivo. Muitas linhagens de C.
guilliermondii sao morfologicamente e bioquimicamente semelhantes a C. famata, e métodos
baseados em acido nucléico sao utilizados para distinguir as duas espécies. Recentemente C.
guilliermondii foi subdividida em mais duas espécies, C. fermentati e C. carpophila, sendo
que estas trés espécies sdo bioquimicamente indistinguiveis. Globalmente, C. guilliermondii
ocorre em 2% dos casos de candidemia, todavia em determinadas regides geograficas como a
Italia, India e Brasil, este indice pode chegar a 10% dos casos (LAN, XU, 2006; PFALLER et
al., 2006b; MEDEIROS et al., 2007; DESNOS-OLLIVIER et al., 2008).

O tratamento pode apresentar problemas, principalmente para imunodeprimidos, pois
uma grande porcentagem de linhagens vem diminuindo a sensibilidade para varias classes de
agentes antifungicos, principalmente o fluconazol e o itraconazol. Para alguns autores C.
guilliermondii demonstra semelhanca com C. lusitaniae “in vitro” na resisténcia para o
fluconazol e a anfotericina B. Caspofungina e micafungina sao fungicidas que pouco se
conhece sua atividade contra C. guilliermondii (CANTON et al., 2006; GIRMENIA et al.,
2006).
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1.4.7 Candida haemulonii

C. haemulonii foi originalmente descoberta em 1962, a partir do intestino de
Haemulon scirus, um trematodeo. Na seqiiéncia, esta espécie foi isolada da pele de golfinhos
e da dgua do mar da costa de Portugal, e esteve associado com uma epidemia em laboratorios
que mantinham adultos de Ornithodoros moubata, um é4caro, na Republica Tcheca. O
primeiro isolado humano foi em 1984, do sangue de um paciente que dependia de hemodidlise
devida sua insuficiéncia renal, e que faleceu apesar de terapia com anfotericina B e 5-
fluorocitosina. Posteriormente, dois casos de fungemia por C. haemulonii foram reportados
em pacientes com cancer na Franga em 1986 e anemia megaloblastica na Argentina em 2002.
Recentemente, isolou-se este fungo do sangue e cateter de um paciente pediatrico com cancer
e de pacientes diabéticas e ndo-diabéticas com candidiase vaginal. ApoOs estes relatos, C.
haemulonii tem sido identificada como responsavel por onicomicoses, paroniquias e
candidiase vaginal em pacientes debilitados em geral. A identificacdo de C. haemulonii ¢é
complicada devido a semelhanca fenotipica com C. famata e C. guilliermondii. Os isolados de
C. haemulonii demonstraram um aumento na resisténcia para fluconazol, itraconazol e
anfotericina B, porém sdao suscetiveis ao voriconazol, 5-fluorocitosina e caspofungina

(RODERO et al., 2002; KHAN, et al., 2007).

LEHMANN et al. (1993) estudaram 25 isolados clinicos de C. haemulonii e
descreveram dois grupos geneticamente distintos com base no perfil isoenzimatico,
parentesco ao nivel de DNA e caracteristicas fisiologicas, sugerindo assim um complexo C.
haemulonii. Recentemente, SUGITA et al. (2006) descreveram uma espécie nova, C.
pseudohaemulonii, que foi isolada do sangue de um paciente na Tailandia, isolado este que foi
resistente a anfotericina B e aos derivados azdlicos. KHAN et al. (2007) descreveram
fungemias por C. haemulonii em sete neonatos no Kuwait, resistentes a anfotericina B,
fluconazol e itraconazol. Estes dois ultimos demonstram a alta emergéncia de C. haemulonii

como patdgeno oportunista em pacientes imunodeprimidos.
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1.4.8 Candida inconspicua

C. inconspicua ¢ relatada em pacientes imunodeprimidos com infec¢des virais,
infec¢des orais ou esofagicas, infeccdes vaginais e em pacientes com diabetes mellitus. C.

inconspicua ndo esta associada a pacientes com cancer (D’ANTONIO et al., 1998).

MAJOROS et al. (2005a, b e ¢) em trés diferentes trabalhos com isolados de C.
inconspicua, testaram fluconazol, anfotericina B, 5-fluorocitosina e caspofungina por
diferentes métodos. Para o fluconazol observou-se uma alta susceptibilidade para os diversos
métodos empregados. Para a anfotericina B, a maioria dos resultados foi resistente. Para a 5-
fluorocitosina todos os isolados foram susceptiveis, e para a caspofungina observou-se uma

Otima susceptibilidade.

1.4.9 Candida kefyr

C. kefyr, antigamente conhecida como C. pseudotropicalis, ¢ comumente encontrada
em certos produtos industrializados, principalmente laticinios. Como nativo da microbiota
humana e como patdégeno ¢ extremamente rara, podendo causar fungemias, esofagites, e
ocorrer em pacientes imunodeprimidos com cancer, doencas hematogénicas e leucemias
(MORGAN, WILKOWSKE, ROBERTS, 1984; KOBAYASHI et al., 1994; MUNSON et al.,
2002; SENDID, LACROIX, BOUGNOUX, 2006).

1.4.10 Candida krusei

C. krusei tem sido reconhecida como um patdégeno fungico que € resistente a um
amplo repertorio de antifingicos, principalmente devido a sua resisténcia intrinseca ao
fluconazol combinada com a baixa sensibilidade para anfotericina B e a 5-fluorocitosina.
Muitos autores t€m reportado um avanco em infeccdes por C. krusei entre pacientes que
receberam terapia com fluconazol e anfotericina B. O fendtipo de multiresisténcia exibido por
C. krusei ¢ um problema para o tratamento de pacientes em geral, principalmente grupos
comprometidos (neutropénicos, com hanseniase, com leucemia, HIV positivos, dentre outros)

e fungemias. O voriconazol ¢ usado com sucesso em infecgdes por C. krusei, € o grupo de
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antifingicos equinocandinas tais como a caspofungina, anidulafungina e micafungina, tém
demonstrado excelente atividade “in vitro”. Todavia, autores vém relatando uma diminui¢ao
da sensibilidade para o voriconazol e as equinocandinas. C. krusei apresenta uma plasticidade
com respeito a desenvolver resisténcia a antifungicos, e assim como C. glabrata, sdo
consideradas importantes espécies a serem monitoradas com relagdo a resisténcia antifingica
(SHEMER et al., 2001; REICHART et al., 2002; HAKKI, STAAB, MARR, 2006; VOS et al.,
2006; PFALLER et al., 2008).

1.4.11 Candida lipolytica

C. lipolytica ndo ¢ um agente freqliente de infec¢do oportunista. Organismo ubiquo
tem sido isolado de carnes refrigeradas, derivados de petréleo, materiais de agricultura,
plantas e solo. Quando patdégeno ¢ encontrado na cavidade oral, pulmodes (secrecdo de
bronquios), urina, esdfago, trato genital feminino, e intestinos. C. lipolytica pode causar
candidemia, associada a cateter, e estudos comparativos de viruléncia feitos em camundongos
observou-se auséncia de mortalidade e de lesdes viscerais com C. albicans, demonstraram que
C. lipolytica possui menor viruléncia, podendo gerar infec¢des assintomaticas. Estudos
prévios demonstram que C. lipolytica € susceptivel a anfotericina B e aos derivados azoélicos
(WALSH et al., 1989; RAJAGOPALAN, MATHEWS, JACOB, 1996; D’ANTONIO et al.,
2002).

1.4.12 Candida lusitaniae

C. lusitaniae ¢ uma espécie de levedura que nao ¢ freqiientemente encontrada como
comensal humana, e quando encontrada (pele, trato respiratorio, gastrointestinal e urogenital)
¢ cerca de menos de 1% isolada de amostras nosocomiais, chegando a 2% das fungemias.
Desenvolve resisténcia a anfotericina B (alguns autores sustentam que a elevada resisténcia a
anfotericina B seja uma das formas de se distinguir C. lusitaniae de outras espécies de
Candida) durante terapias, € o0 mecanismo genético deste fenomeno ainda ¢ desconhecido,
porém esta espécie € sensivel ao fluconazol. O fendmeno de “switching” ¢ encontrado em C.
lusitaniae, assim como em outras espécies de Candida como C. albicans e C. glabrata,

possibilitando assim o organismo adaptar-se a diferentes sitios no hospedeiro e também
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selecionar genes dos quais podem estar relacionados a resisténcia antifingica (FAVEL et al.,

2004; MILLER, DICK, MERZ, 2006).

NOEL et al. (2003) em um estudo “in vitro” observou uma interagdo entre a 5-
fluorocitosina ¢ o fluconazol em 60 isolados clinicos de C. [lusitaniae. As amostras
demonstraram ser resistentes a 5-fluorocitosina e sensiveis ao fluconazol em experimentos
separados. A resisténcia ao fluconazol ocorreu somente na presenca de altas concentracdes de
S-fluorocitosina. Quando as células resistentes ao fluconazol na presenca de 5-fluorocitosina
foram expostas somente ao fluconazol a sensibilidade foi restabelecida. A hipotese dos
autores foi que a S5-fluorocitosina se comportou como um inibidor competitivo do
transportador do fluconazol, e que este mecanismo pode se manifestar em outras espécies do

género Candida.

C. lusitaniae ¢ uma das espécies haploides do género Candida que se conhece o seu
ciclo sexuado. A morfologia e fisiologia de C. lusitaniae ¢ comparada com C. pulcherrima, e
isto ndo ¢ incluido no banco de dados de sistemas de identificacdo, logo muitas espécies

identificadas como C. lusitaniae possam ser de C. pulcherrima (NOEL et al., 2005).

1.4.13 Candida norvegensis

Infec¢des por C. norvegensis ndo ¢ comum. O primeiro isolado foi na Noruega, em
trés pacientes com asma aproximadamente 70 anos atras. O primeiro caso verificado de
infec¢do clinica apareceu em 1990 (NIELSEN et al., 1990), quando um caso de doenca
invasiva em um paciente imunodeprimido devido ao transplante renal, culminou em
peritonite. Dois novos casos (de um total de sete pacientes) de infeccdo por C. norvegensis
apareceram em 1996. Trinta e cinco isolados de C. norvegensis num periodo de 25 anos foram
identificados na Dinamarca, espécies de C. norvegensis sao mais isoladas frequentemente
(trato respiratério, orofaringe e genital) na Dinamarca e Noruega do que em outros locais

(SANDVEN et al., 1997).

C. norvegensis pode ser dificil de identificar quando em presenca de C. inconspicua e
C. krusei. De acordo com a bioquimica C. norvegensis hidrolisa a esculina, enquanto que C.

inconspicua ¢ C. krusei ndo. A identificacdo por métodos tradicionais pode ser contraditoria,
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salvo por analise de DNA. Estudos mostram que C. norvegensis pode se tornar resistente a
anfotericina B, a 5-fluorocitosina, ¢ a maioria dos derivados azolicos (AHEARN et al., 1984;

MAJOROS et al., 2003).

1.4.14 Candida parapsilosis

C. parapsilosis € um microrganismo ubiquo comumente isolado do solo, agua e
plantas (LUPETTI et al., 2002). Esta espécie emerge como um importante patdogeno
nosocomial (comensal quando em individuo sadio) associada a cateteres, com manifestagoes
clinicas que incluem fungemias, endocardites, endoftalmites, artrites e peritonites, e estas
infeccdes usualmente ocorrem em associagdo com procedimentos invasivos ou dispositivos
prostéticos. Em alguns hospitais infantis, C. parapsilosis torna-se predominante em
candidemias. Esta espécie ¢ mais frequente em infeccdes na corrente sanguinea,
principalmente em neonatos, pacientes transplantados, associados a cateteres, € pacientes que
recebem nutricdo parenteral e prévia terapia antifungica. A habilidade de producdo de
biofilmes estd intimamente ligada a doenga, e ¢ morfologicamente diferente de C. albicans.
Em estudos recentes C. parapsilosis pode se dividir em trés grupos distintos (C. parapsilosis,
C. orthopsilosis e C. metapsislosis) baseados em diversos critérios, incluindo analise de DNA,
eletroforese de isoenzimas, eletroforese de cariotipos, morfotipos, sequéncias de DNA
mitocondrial, habilidade de producdo de biofilmes, dentre outras. Isolados clinicos desta
espécie sdo sensiveis a anfotericina B e aos derivados azolicos (COLOMBO, GUIMARAES,
2003; LAFFEY, BUTLER, 2005; LOGUE, et al., 2005; GULLU et al., 2008; KOCSUBE et
al., 2007).

1.4.15 Candida rugosa

Embora seja raro caso de infec¢do fungica invasiva, C. rugosa ¢ citada como um
possivel patogeno fungico emergente. Fungemia devido a esta espécie de Candida foi
reconhecida antes de 1985, quando um episdédio por meio de cateter foi relatada em duas
diferentes instituicdes nos Estados Unidos. Em sequéncia, 15 episodios de candidemia por C.
rugosa foram relatados em pacientes que recebiam tratamento topico com nistatina em outro

hospital dos Estados Unidos, episddios estes que se mostraram resistentes a nistatina e
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tiveram a sensibilidade a anfotericina B e ao fluconazol diminuidas. Recentemente seis
episodios de candidemia causada por C. rugosa foram reportados no Brasil, e em sequéncia
44% de 32 consecutivos episodios de fungemia foram localizados em hospitais brasileiros. C.
rugosa coloniza frequentemente pacientes de alto risco e exibe uma reducao da sensibilidade
a poliénicos e ao fluconazol, podendo ser transmissivel de pessoa a pessoa no ambiente
hospitalar, e endémica em certas instituigdes (HERNANDEZ et al., 2004; PFALLER et al.,
2006a).

Lipases de C. rugosa (antigamente conhecida como C. cylindracea) sdo versateis
biocatalisadores que catalisam hidrélises, alcodlises, reagcdes de esterificagdo e
transesterificacdo de triacilglicerdis em outros ésteres hidrofobicos. Isto ¢ amplamente
aplicado em uma variedade de biotecnologias na industria farmacéutica, e de alimentos como

agentes flavorizantes (SCHMITT et al., 2002; BROCCA et al., 2003; JAMES et al., 2003).

1.4.16 Candida stellatoidea

C. stellatoidea ¢ vista por alguns autores como sinonima de C. albicans, enquanto que
para outros ¢ apenas uma variagdo dentro da mesma espécie. Estudos mostram que C.
stellatoidea ¢ dividida em dois cariotipos (tipos I e II) possuindo assim propriedades similares
aos sorotipos B e A de C. albicans respectivamente, dentre uma dessas propriedades
semelhantes temos a produ¢do de mananas (OKAWA, GOTO, 2006). C. albicans difere de C.
stellatoidea por trés nucleotideos e um aminodcido na seqiiéncia do gene do citocromo b

(BISWAS et al., 2001).

Outros autores dividem C. albicans em quatro sorotipos, A, B, C e D, sendo que o
sorotipo C ¢ formado pela unido dos sorotipos A e B, e que o sorotipo D na verdade ¢ C.
dubliniensis. Uma correlagdo entre a sensibilidade antifingica também ¢ vista neste grupo (C.
albicans, C. stellatoidea e C. dubliniensis), gerando assim comportamentos semelhantes

(McCULLOUGH, CLEMONS, STEVENS, 1999).

Isolados de C. stellatoidea podem ser encontrados em vaginites sintomaticas ou
assintomaticas, cavidade oral, urina, pacientes que sofreram procedimentos cirurgicos € em

pacientes com endocardites. Antes da descoberta dos dois sorotipos de C. stellatoidea, esta
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espécie era diferenciada de C. albicans pela perda da assimila¢do da sacarose. O sorotipo II de
C. stellatoidea ¢ considerada sacarose negativa, e para alguns autores um mutante de C.
albicans, e somente o tipo I seria considerado C. stellatoidea. Ha autores que nao concordam
com o status de espécie para C. stellatoidea, pois em seus estudos esta diferenca seria em
apenas dois pares de bases (KWON-CHUNG et al., 1990; McCULLOUGH, CLEMONS,
STEVENS, 1999).

1.4.17 Candida tropicalis

Recentes estudos comprovam que C. tropicalis, levedura diploide de reproducdo
assexuada, ¢ a segunda ou terceira na causa de candidemias em adultos, especialmente em
pacientes com linfoma, leucemia, complicagdes hematoldgicas malignas, diabetes mellitus e
cancer. Em contraste, € raro encontrar esta espécie em neonatos (colonizagdo mucocutanea),
porém o potencial de transmissdao nosocomial ¢ considerado. Diferente de C. albicans, que
estd associada a microbiota, a deteccdo de C. tropicalis € associada a infec¢do. C. tropicalis se
apresenta mais virulenta que C. albicans em pacientes com complicagdes hematoldgicas
malignas, e infec¢des disseminadas, assim com uma alta taxa de mortalidade. Entre adultos
com ou sem cancer, infecgdes sistémicas por C. tropicalis esta associada com altas taxas de
mortalidade e disseminacdo do que por infecgdes devido a C. parapsilosis. C. tropicalis ¢
freqiientemente sensivel a derivados poliénicos e azolicos, porém frequentemente resistente a

5-fluorocitosina (ZAUGG et al., 2001; ROILIDES et al., 2003; VANDEPUTTE et al., 2005).

1.4.18 Candida utilis

C. utilis ¢ uma levedura amplamente empregada na industria, principalmente em
reacdes de fermentacdo ndo-alcodlica, resultando assim em diversos compostos organicos
(certos aminoacidos e enzimas), como por exemplo, o acetaldeido. C. utilis ¢ capaz de utilizar
alcoois como fonte de carbono. Como patodgeno ¢ extremamente raro em fungemias (de baixa
viruléncia, ndo acomete individuos imunocompetentes, podendo ser encontrada no trato
digestivo de pacientes hospitalizados), e em cultura gera um distinto aroma que se assemelha
ao de péra (BOUGNOUX et al., 1993; KONDO et al., 1995; HAZEN, THEISZ, HOWELL,
1999; FUJINO et al., 2006).
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Segundo a literatura o primeiro caso de infeccdo por C. utilis ocorreu na década de 80
em um paciente neutropénico com HIV associado ao uso de cateter, o segundo caso foi
descrito por BOUGNOUX et al. em 1993 em paciente hospitalizado nao-neutropénico, nao-
aidético e ndo-associado a cateter (BOUGNOUX et al., 1993). HAZEN, THEISZ e HOWELL
em 1999 descreveram um caso de infec¢do nosocomial cronico em paciente idoso internado
na unidade de tratamento intensivo por C. utilis no trato urinario em presenca de piuria. A
candidiase permaneceu persistente num periodo de 3 anos (BOUGNOUX et al., 1993;
HAZEN, THEISZ, HOWELL, 1999).

1.5 Manifestacgdes clinicas

As formas clinicas podem ser divididas em cutaneo-mucosa, sistémicas e alérgicas. Na
candidiase mucosa, os tecidos mais atingidos sdao os do trato digestorio e genitalias; na
cutanea, as areas intertriginosas da pele como virilhas, axilas e dobras da pele em geral,
interdigitais das maos, pés e unhas; na sistémica, a infeccdo pode atingir diversos 6rgaos,
causando candidiase pulmonar, candidemia, endocardite, nefrite, e outros, ja a alérgica
conhecida como candidides, se caracterizam por diversos quadros onde se observa lesdes
cutaneas variando do tipo vesiculosas a eczematoides. Dependendo da localizagdo, a

candidiase pode se manifestar de diferentes formas (MENEZES et al., 2004).

1.5.1 Candidiase oral

Desde o nascimento a cavidade oral ¢ colonizada por leveduras do género Candida,
principalmente C. albicans. Geralmente esses fungos habitam a mucosa bucal como leveduras
saprofitas, constituindo parte da microbiota normal. Porém, sob determinadas condicdes,
podem assumir a forma patogénica de micélio, induzindo o aparecimento de lesdes que sdo

frequentes em criangas ou pacientes imunodeprimidos (MENEZES et al., 2005).

A candidiase oral nao ¢ uma enfermidade mortal, mesmo que ao provocar alteragdes
de diferentes niveis, compromete o paladar e a degluti¢do, levando a uma diminui¢do do
apetite, principalmente nos casos de pacientes HIV positivos ou pacientes hospitalizados e

idosos (Figura 5). A candidiase oral ¢ a porta de entrada para complicacdes do tipo,
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orofaringeanas, esofagicas, laringianas e sistémicas (URIZAR, 2002; CORTES et al., 2004;
PERAZZO et al., 2004).

Figura 5: Candidiase oral. (a) A cavidade oral dos recém-nascidos possui pH baixo, o que viabiliza a
proliferacdo da Candida. Esta infecgdo foi adquirida provavelmente no momento do parto, devido a candidiase
vulvovaginal durante a gravidez. Os sintomas clinicos persistem até o0 momento em que a microbiota oral for
estabelecida no neonato. (b) Candidiase oral cronica com comprometimento da lingua e queilite angular em
adulto com imunodeficiéncia. (¢) Queilite angular e fissuras causadas pela maceragdo do angulo da boca em
paciente idoso. (d) Queilite solar em paciente jovem com colonizagdo nos labios. Todas as formas de candidiase
oral aqui foram por C. albicans e nota-se a pseudomembrana branco-amarelada formada por blastoconidios e
pseudohifas (MICOLOGY ONLINE - The University of Adelaide).

A candidiase oral foi descrita como doenga associada no primeiro caso de AIDS
publicado, e constitui a infeccdo fungica mais freqiiente nos pacientes HIV positivos
(LUPETTI et al., 1995; COOGAN, 2006). Considera-se que até 90% dos individuos
infectados pelo HIV sofrerdo pelo menos um episddio de candidiase orofaringeana

(SANCHEZ-VARGAS, 2002; URIZAR, 2002).

A forma de pseudomembrana conhecida no Brasil com a denominagdo popular de

“sapinho” ¢ a apresentacdo mais conhecida, caracterizada por uma pseudomembrana de
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coloragdo do branco ao creme que quando removida apresenta fundo avermelhado. No
entanto, outras formas clinicas como a eritematosa e a queilite angular, associadas a Candida,

sdao também freqiientes na atualidade (Figura 5) (URIZAR, 2002).

Espécies de Candida apresentam caracteristicas acidogénicas e heterofermentativas
particularmente sob condi¢des ricas em carboidrato. O desenvolvimento da Candida na
presenca da saliva ¢ acompanhado de um rapido declive no pH de 7,5 a 3,2 em 48 horas, ¢ a
maioria dos componentes acidos da saliva como sdo piruvatos e acetatos mantém este pH

baixo (SANCHEZ-VARGAS, 2002).

A candidiase bucal pode ser causada por diferentes espécies do género Candida entre
elas, C. albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,C.
inconspicua, C. guilliermondii, dentre outras. A quantidade de leveduras na lesdo ¢
geralmente alta e, frequentemente, mais de uma espécie ¢ isolada; neste caso, o papel de
determinada espécie na etiologia da doenca ¢ de dificil avaliacio (CANDIDO, AZEVEDO,
KOMESU, 2000; SANCHEZ-VARGAS, 2002; URIZAR, 2002).

Extremos de idade (recém-nascidos e idosos); uso de proteses dentdrias; tabagismo;
alteracdes de barreira de mucosa; trocas de epitélio; alteracdes salivares; alteragdes
hormonais, alteragdes nutricionais e imunologicas, sdo alguns dos fatores que predispdem a

candidiase oral (URIZAR, 2002).

O tratamento da candidiase oral ¢ simples nos pacientes imunocompetentes ou com
imunodepressao leve, em que geralmente os antifingicos tdpicos apresentam resultados
eficazes. No entanto, nos casos de imunodepressdao o problema maior esta na alta taxa de
recorréncias ou recidivas, requerendo a combinacdo de uma terapia intensiva tanto sistémica
como local. Em alguns casos se inclui propor a possibilidade de instaurar um tratamento
profilatico com derivados azolicos, como nos pacientes com HIV. Apesar dos excelentes
resultados com antifingicos azdlicos orais, encontramos formas clinicas de candidiases orais
cronicas rebeldes ao tratamento. A retirada dos fatores predisponentes combinada com

derivados azoélicos ou poliénicos como a nistatina ¢ o principal tratamento (URIZAR, 2002).
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1.5.2 Candidiase vulvovaginal

As micoses vulvovaginais foram descritas pela primeira vez por J. S. Wilkinson em
1949 ao estabelecer uma relagdo entre a existéncia de fungos na vagina com a apari¢ao de
vaginites. A partir desse momento os conhecimentos foram evoluindo progressivamente.
Atualmente falamos de vulvovaginites micoticas por fungos leveduriformes ja que nio sdo
todas as vaginites causadas por espécies pertencentes ao género Candida, condicdo que
resulta em intensa coceira, odor, prurido, corrimento, ardor ao urinar, eritemas, dispareunia e
desconforto vaginal (GEIGER, FOXMAN, GILLESPIE, 1995; NETO, HAMDAN, SOUZA,
1999; ZIARRUSTA, 2002).

C. albicans ¢ a mais importante espécie de levedura encontrada no trato genital
feminino. Em torno de 20 a 25% das mulheres sadias e completamente sem sintomas sdo
positivas para culturas de C. albicans (Figura 6a). Cerca de 75% das mulheres adultas tiveram
episodios de candidiase vaginal durante a vida, com prevaléncia de C. albicans de 70 a 90%, e
algumas dessas pacientes, cerca de 5% ainda apresentardo episddios de recorréncia. A
recorréncia na candidiase vulvovaginal também denota como infeccdo secundaria de outras
enfermidades como diabetes mellitus, imunodepressao, terapia hormonal exdégena e AIDS

(CARDONA-CASTRO et al., 2002; SHINOBU et al., 2007).

C. glabrata estad entre 5 a 15% de casos de segunda espécie mais freqiiente nas
candidiases vulvovaginais. Outras espécies detectadas em infec¢des ginecologicas com menos
frequéncia sdo C. tropicalis, C. kefyr e C. krusei. Neste sentido e durante os Ultimos anos se
vem observando um aumento de deteccdo de espécies ndo-albicans em uma maior taxa de
recorréncias dos episddios vulvovaginais, e isto se devem ao fato pela generalizagdo de
terapias inadequadas. A erradicagdo de C. albicans pode causar uma sele¢ao de espécies como

C. glabrata, resistente a diferentes agentes de uso comum (ZIARRUSTA, 2002).

Traumas de mucosa determiandos pela atividade sexual, diferentes tipos de protecao
menstrual e substancias de higiene intima, uso continuo de roupas apertadas, pecas intimas de
tecidos sintéticos, gravidez, anticoncepcionais orais e o dispositivo intra-uterino (DIU), dentre
outros, sdo alguns dos fatores predisponentes para as candidiases vulvovaginais (FOXMAN,

1990; OKUNGBOWA, ISIKUHEMHEN, DEDE, 2003).
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A candidiase vulvovaginal ¢ usualmente tratada com derivados imidazoélicos topicos
ou sistémicos, entretanto, ¢ indispensavel a remocdo dos fatores predisponentes e que o

tratamento seja estendido ao seu parceiro (ZIARRUSTA, 2002).

Figura 6: Candidiase vulvovaginal (a) e balanite (b) causadas por C. albicans. (MICOLOGY ONLINE - The
University of Adelaide).

1.5.3 Balanite

A balanite (ou balanopostite, inflamacao aguda ou cronica da glande do pénis) (Figura
6b) pode ser assintomatica, com apenas uma leve coceira, ou sintomatica iniciando-se com
vesiculas no pénis que evoluem nos casos intensos, gerando placas pseudomembranosas,
generalizado eritema, intensa coceira, dor, fissuras, erosdes, pustulas superficiais na glande e
no sulco balanoprepucial. As lesdes podem se estender ao escroto e pregas da pele, com

presenca de prurido, e em alguns casos causar uma uretrite transitéria. C. albinas & espécie
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isolada com maior freqiiéncia. Existem diversos fatores que predispdem aos pacientes a
desenvolver a balanite como relagdes sexuais com o parceiro infectado, recente terapia
antibiotica, o descontrole na diabetes mellitus, € comumente em homens ndo circuncidados

(WAUGH et al.,, 1978; STARY et al., 1996).

O tratamento convencional da balanite consiste em aplicagdes topicas com derivados
azolicos e poliénicos num periodo de uma a duas semanas. Agentes topicos sao complicados
pelo contato com a roupa, o que pode levar ao ndo cumprimento do tratamento pelo paciente.
Uma alternativa a terapia topica seria por via oral, pois terapias orais tendem a bons
resultados, e o completo cumprimento da mesma ¢ mais acessivel ao paciente do que os por

agentes topicos (STARY et al., 1996).

1.5.4 Candidiase cutanea

Espécies do género Candida sao frequentemente encontradas como saprobios
colonizando superficies de certas membranas e mucosas no homem. Uma variedade de fatores
locais e sistémicos predispde a infeccdes fungicas superficiais. A candidiase cutanea
frequentemente ocorre quando ha condi¢des de umidade e temperatura, como as dobras da
pele, embaixo das fraldas de recém nascidos, e em climas tropicais ou durante meses de
verdo. Diabetes mellitus e o HIV também estdo associados a candidiases cutineas. A
candidiase cutidnea aguda pode se apresentar de diferentes formas: intertrigo, localizado nas
dobras da pele como axilas, virilha, sulco intergliteo, prega submamaria, € em pessoas obesas
na prega suprapubica produzindo intenso eritema, edema, exudado purulento e pustulas;
erosdo interdigital (Figuras 7 e 8); foliculite determinada pela infeccdo do foliculo piloso
principalmente em pacientes com HIV; onicomicose e paroniquia que descreveremos melhor
adiante (YOSIPOVITCH et al., 1993; WAGNER, SOHNLE, 1995; GONZALES et al., 1998;
OKEKE, TSUBOI, OGAWA, 2001).
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Figura 7: Candidiase cutinea. (a) Lesdes em satélites eritematosas tipicas em candidiase cutinea. (b)
Candidiase interdigital em dedos dos pés. (¢) Candidiase interdigital entre os dedos das mdos, condicdo
desenvolvida por pessoas que comumente estio com suas maos molhadas. (d) Candidiase cutdnea em crianca
secundaria a dermatite seborréica, devido a falta de higiene, umidade e demora na troca de fraldas. Em muitos
casos esta condi¢@o se dissemina para axilas, face, conjuntivas e outras areas. C. albicans foi isolada nestes casos
(MICOLOGY ONLINE - The University of Adelaide).
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Figura 8: Intertrigo. (a) Lesdo intertriginosa na virilha. (b) Intertrigo entre o joelho. Notar as extensas regides
eritematosas com distintas bordas e diversas lesdes em satélite causadas por C. albicans (MICOLOGY ONLINE
- The University of Adelaide).

Em alguns casos infecg¢des superficiais podem se tornar severas e de dificil tratamento,
produzindo raramente uma desordem conhecida como candidiase mucocutidnea cronica,
condicdo caracterizada principalmente pela deficiéncia de células T “helper”. Situagdo que
consiste em persistentes e recorrentes infecgdes das membranas mucosas, couro cabeludo,
pele e unhas, com uma variedade de manifestagdes (Figura 9). Infec¢des orais e vaginais por
Candida sdo comumente encontradas em pacientes com candidiase mucocutinea cronica. As
tipicas lesdes na pele sdo geralmente avermelhadas, sobressaltadas, e com hiperqueratinizacao
e usualmente ndo gera dor. Microabscessos na epiderme sdo comuns na candidiase cutinea
aguda, porém raros na candidiase mucocutanea cronica. O envolvimento da unha pode ser
severo nesta condi¢do, produzindo acentuado engrossamento, distor¢cao e fragmentagdo da
unha, com inchago cronico da falange distal (OYEFARA et al., 1994; WAGNER, SOHNLE,
1995).

O papel da imunidade celular no controle da infec¢cdo causada por Candida tem sido
bem demonstrado em modelos experimentais nos quais a dicotomia da resposta imune do tipo
CD4" (Thl e Th2) é considerada um fator importante para a suscetibilidade ou resisténcia a
infec¢do por Candida. Enquanto uma resposta tipo Thl com produgdo de IFN-y e IL-2 esta
relacionada com a resisténcia a Candida, a resposta tipo Th2, com secrecdo de 1L-4, IL-5 e

IL-10, esta relacionada com suscetibilidade a este patogeno (CARVALHO et al., 2003).
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Figura 9: Candidiase mucocutinea cronica. (a) Granuloma por C. albicans na testa ¢ queilite angular em
paciente do sexo feminino jovem com candidiase mucocutanea cronica. Notar lesdes espessas crostosas no couro
cabeludo e testa. (b e ¢) Candidiase cronica, onicomicose em unhas de polegares com destrui¢do de tecido. (d)
Crianga com candidiase superficial cronica que compreende regido da boca e conjuntiva, onde se observam
lesdes eritematosas com bordas definidas. (e¢) Candidiase cronica em couro cabeludo de crianga com
imunodeficiéncia (MICOLOGY ONLINE - The University of Adelaide).

Pacientes com candidiase mucocutanea cronica raramente desenvolvem infecgdes
disseminadas ou invasivas por Candida ou outros microrganismos, mas alguns pacientes sao
observados com susceptibilidade de infecgdes por organismos como Staphylococcus aureus,

Mycobacterium avium, M. intracellulare, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus
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neoformans, virus do herpes e herpes zoster. A candidiase mucocutanea cronica também esta
associada com endocrinopatias e fendmenos auto-imunes, como o hipoparatireoidismo,
hipotireoidismo, e anemia hemolitica auto-imune (KOBRYNSKI et al., 1996; LILIC et al.,
2003).

Leveduras do género Candida sao comumente encontradas nas unhas. Candida
albicans ¢ o patégeno mais comum, sendo C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C.
guilliermondii sdo encontradas com menor frequéncia. As leveduras do género Candida
podem comportar-se como patdogeno primario, invadindo a unha normal principalmente em
pacientes com candidiase mucocutanea cronica e pacientes imunodeprimidos. J4 em pacientes
imunocompetentes, frequentemente sdo patdégenos secundarios, invadindo a unha previamente
alterada por trauma, hiper-hidratagdo ou irritacdo por contato com substancias quimicas. Esses
casos apresentam-se clinicamente como onicélise ou paroniquia. Podem também atuar como
patégenos secundarios em unhas acometidas por psoriase e liquen plano e por outras

dermatoses (CROCCO et al., 2004).

A candidiase cutdnea congénita, por espécies do género Candida, se apresenta nos
primeiros dias de vida do recém nascido. Dentre as principais lesdes na pele destacamos:
erupcdes generalizadas; extensas regides eritematosas (presentes em achados iniciais);
vesiculas, papulas e pustulas (lesdes de morfologias variadas que representam diferentes
estagios de evolugdo, e que geralmente coexistem). Na maioria dos casos quase toda extensao
do recém nascido ¢ tomada de lesdes, porém regides como as costas, extremidades (palma das
maos e sola dos pés) e dobras da pele, sdo as areas mais acometidas. O principal fator que
gera a candidiase cutanea congénita ¢ a candidiase vulvovaginal na mulher durante a
gravidez. A candidiase cutdnea congénita pode evoluir para uma forma disseminada, forma

esta que gera muitas mortes de recém nascidos (Figura 10) (DARMSTADT, DINULOS,
MILLER, 2000).

Nos pacientes com candidiase cutdneo-mucosa, varias medidas em conjunto sao
aventadas para controle da infec¢do, dessa forma, deve-se utilizar antifingicos tdpicos e
sistémicos, associados a medidas que visam a melhorar a imunidade celular. Cada caso deve
ser analisado individualmente para que se possa ter boa conduta terapéutica (SIDRIM,

ROCHA, 2004).
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Figura 10: Candidiase generalizada por C. albicans em recém-nascidos. Notar o comprometimento de
extensa regido do corpo, principalmente dobras de pele como virilha, axila, pescogo, fossa cubital e multiplas
lesdes em satélite (MICOLOGY ONLINE - The University of Adelaide).

1.5.5 Onicomicose e paroniquia

Onicomicose (unha enrijecida, dolorida e por vezes esponjosa) ¢ considerada a mais
frequente doenga associada a unha, e paroniquia (enrijecimento da pele de coloragdo parda a
avermelhada) ¢ também uma das mais comuns enfermidades dermatologicas (Figura 11).
Ambas, paroniquia e onicomicose, predominantemente afetam mulheres e nas maos, onde que
comumente estd exposta a traumas de trabalho (governantas, empregadas, lavadeiras,
cozinheiras, dentre outras). O termo onicomicose estd associado a infec¢do fingica primaria
causada por patogenos que invadem a unha sa ou associada a pacientes com lesdes pré-
existentes na unha. A invasdo da unha pode ser distinguida da colonizagdo do espago
subungueal, onde os organismos ndo afetam a queratina da unha. Por vezes a diferenca entre
ser infecgdo primdria ou secundaria ndo ¢ completamente clara, dermatofitos sdo geralmente

considerados patdogenos primarios neste caso. A onicomicose por leveduras costuma se
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associar a infecgdes cutaneas, paroniquias e candidiase mucocutianea cronica, sendo muitas
vezes considerada infec¢do secundéria. Entretanto, espécies de Candida tem tido importancia
significativa, considerada patdégeno primario em onicolise de unhas das maos, particularmente
em portadores de doenca vascular periférica e sindrome de Cushing. Todavia, se tem
observado muitas formas de infecgdes na unha nao associadas a candidiases cutaneo-mucosas
ou paroniquia (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005; SIMONETTI et al., 2004; MARTINS et
al., 2007; SOUZA et al., 2007).

Figura 11: Onicomicose e paroniquia. (a) Dedo da mdo. (b) Dedos dos pés, melhor evidenciagdo nos halux
(hiperceratose). (¢) Paroniquia por Candida resultando em inflamagdo da regido ungueal e distrofia irregular da
unha (seta) (DORKO et al., 2002; JAYATILAKE, TILAKARATNE, PANAGODA, 2009).
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Atualmente, a onicomicose envolve mais comumente as unhas dos dedos dos pés em
comparacdo com as das maos, salvo nas infecgdes por Candida (ARENAS, RUIZ-

ESMENJAUD, 2004).

E relevante ressaltar que a presenca de Candida, nem sempre esta associada com o
desenvolvimento de onicomicose, ja que estd presente na microbiota normal. Cabe ao médico
fazer a avaliagdo clinica adequada, bem como a investigacdo dos fatores predisponentes.
Junto a isso, o exame laboratorial deve ser realizado seguindo todos os critérios de inclusao

para identificagdo do agente causador e seu adequado tratamento (SOUZA et al., 2007).

A onicomicose pode exercer impacto adverso importante na qualidade de vida dos
individuos afetados, causando redugdo da auto-estima e possivelmente afetando o potencial de
trabalho. As unhas, como componente da extremidade dos dedos, sdo parte integrante da
estrutura sensorial da mao. A perda da margem livre das unhas pode reduzir drasticamente a
capacidade sensorial dos dedos, com conseqliente limitagcdo da destreza manual. A
onicomicose do pé pode causar dor e desconforto, tornando dificil permanecer em pé, andar e
praticar esportes. A infeccdo pode também resultar em prejuizo significativo para a saude
geral, a aparéncia fisica e o desempenho social. A onicomicose pode ter conseqiiéncias
psicoldgicas importantes, incluindo-se constrangimento constante, depressdo, ansiedade,

preocupagio com aparéncia e receio de situagdes intimas (ARAUJO et al., 2003).

DORKO et al. (2002), em investigacdo de espécimes oriundas de 108 unhas de um
total de 41 pacientes (20 mulheres e 21 homens) examinados durante trés anos, constataram
alta incidéncia de onicomicose nas unhas das maos em 75% das mulheres e 71% das unhas
dos pés para homens. A faixa etdria dominante foi em pacientes entre 50 e 70 anos de idade, e
as espécies causadoras de onicomicoses foram C. albicans 60,9%, C. parapsilosis 19,6%, C.

tropicalis 9.8%, C. krusei 4.9% e C. guilliermondii e C. zeylanoides com 2,4% cada.

MIRANDA et al. (2005) durante o ano de 2003 coletaram material biologico de
diferentes regides do corpo de pacientes do Laboratério de Micologia da Universidade
Federal de Goids para a identificacdo das espécies do género Candida, obtendo 190 destas
leveduras das quais C. albicans 63,2%, C. parapsilosis 14,2%, C. tropicalis 9,5%, C. kefyr
7,9%, C. guilliermondii 2,6%, C. rugosa 1,6% e C. krusei e C lusitaniae com 0,5% cada. O

estudo também demonstrou uma predominancia em quirodactilos com 42,1% e pododactilos
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com 42,6%, dentre outros achados em virilhas. E concluiram demonstrando um aumento de
C. parapsilosis e C. tropicalis como agentes de candidiase ndo-albicans como patdgenos

emergentes.

MARTINS et al. (2007), em um estudo epidemioldgico e micoldgico no Hospital
Escola de Sao José do Rio Preto, observaram que em 84% dos casos, a unha dos pododactilos
correspondeu a area mais afetada, e C. parapsilosis foi mais prevalente em distrofia total e/ou
area distal lateral enquanto que C. albicans, segundo agente mais comum, afetou
principalmente o leito ungueal e matriz proximal. Em quirodéctilos, C. parapsilosis e C.
albicans originaram-se de acometimento distal lateral e distrofia total. E de acordo com a
ocorréncia de fungos leveduriformes (142 casos) dentre as espécies de Candida foram
encontradas, C. parapsilosis 47%, C. albicans 20%, C. guilliermondii 9%, C. tropicalis 7%,

C. krusei e C. zeylanoides com 1,2% cada.

SOUZA et al. (2007), em estudo de onicomicoses por leveduras em Maringd, Parana,
observaram um alto nimero de onicomicoses por leveduras, dentre elas 11 espécies do género
Candida, C. parapsilosis 44,61%; C. tropicalis 21,59; %; C. albicans 14,78%; C. glabrata
3,98%; C. guilliermondii 2,52%; C. lusitaniae 0,85%; C. famata 0,57%; C. krusei 0,57%:; C.
lipolytica 0,28%; C. rugosa 0,28%; e C. stellatoidea 0,28%. O estudo ainda mostrou a

prevaléncia para o género feminino e para os quirodéctilos.

GODOY-MARTINEZ et al. (2009) entre julho de 1996 e dezembro de 1999, na
Divisdo de Dermatologia e Micologia EPM/UNIFESP, coletaram amostras de 588 pacientes
com suspeita de onicomicose, porém com diagnostico confirmado para 247. Entre
dermatofitos, outros filamentosos e leveduras, esta tltima correspondeu a 52% dos casos com
47,3% correspondendo a espécies do género Candida. O estudo mostrou uma predominancia
nas unhas das maos do sexo feminino, e as espécies encontradas foram C. albicans 18,3%, C.
parapsilosis 13,7%, Candida spp. 6,3%, C. guilliermondii 4,6%, C. tropicalis 2,9%, C.

lusitaniae, C. rugosa e uma mista de C. albicans com C. parapsilosis com 0,5% cada.

Enfermidades metabolicas cronicas como diabetes, cancer, perturbagdes circulatérias
periféricas, algumas afec¢des cutdneas como psoriase, fatores genéticos, pratica de natacao,
duchas comunitarias, infecgdes micoticas ndo ungueais dos pés e das maos, traumatismos, uso

de cal¢ados apertados e de material sintético, principalmente em praticantes de esporte,
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imunodeficiéncias, envelhecimento, formas e estilos de vida sdo alguns dos fatores
predisponentes a onicomicoses. Profissdo, clima, disfuncdo hormonal, dentre outros, sdo ditos
como fatores de manutencdo das onicomicoses (ARRESE, VALVERDE, PIERARD, 2005;
CHANUSSOT, ARENAS, 2007, MARTINS et al., 2007).

As onicomicoses sao dificeis de tratar por fatores intrinsecos da propria unha, e isto se
resume que nem todos os agentes causadores sdo sensiveis as mesmas drogas ou, no melhor
dos casos, ¢ preciso um esquema de tratamento diferenciado. Alto custo devido ao longo
tratamento e recidivas em funcdo do insucesso terapéutico sdo outros fatores de dificuldade
associados a onicomicose. O tratamento muitas vezes ¢ moroso, sobretudo em pacientes que
ndo removem causas predisponentes, como atividades laborais que molham constantemente as
unhas comprometidas. Derivados imidazolicos, nistatina e medicagdo antibacteriana, quando
bactérias associadas, ddo bons resultados em intervalo de 2 a 6 meses (ESCOBAR,

CARMONA-FONSECA, 2003; SIDRIN, ROCHA, 2004; SOUZA et al., 2007).

1.5.6 Candidiase hematogénica

Existem varias evidéncias e trabalhos que sugerem que a disseminagdo desta levedura
por via sanguinea ¢ um grande problema na maioria dos hospitais em todo o mundo. A
candidemia ¢ observada particularmente entre pacientes hospitalizados por longos periodos
que sdo expostos a antibidticos, terapias imunodepressivas, nutrigdo parenteral, e a
procedimentos invasivos multiplos. A fungemia por Candida ¢ geralmente dificil de
diagnosticar, o tratamento ¢ de alto custo e existe uma alta taxa de mortalidade (COLOMBO

et al., 2006, TUMBARELLO et al., 2007).

Dentre as manifestagdes clinicas, a febre ¢ a mais comum, porém as infecgdes podem
tomar diversas formas e localizagdes principalmente pneumonia, endocardites, artrite,
osteomielites, miosites, peritonites, meningites e septicemia, dentre outras (COLOMBO et al.,

2006).

SANDVEN et al. (2006), em um estudo entre 1991 e 2003, na Noruega, com um total
de 1.415 casos de candidemia encontraram C. albicans 69,8%; C. glabrata 13,2%; C.

tropicalis 6,7%; C. parapsilosis 5,8%; C. krusei 1,6%; C. dubliniensis, C. guilliermondii e C.
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norvegensis com 0,6% cada; C. kefyr 0,5% e outras espécies (C. blankii; C. inconspicua; C.
lusitaniae; C. sake e C. sphaerica) que juntas deram 0,5%. O estudo ainda mostrou que os
pacientes mais acometidos eram os com menos de um ano de vida e aqueles com mais de 60

anos.

Ha variagdes geograficas significativas no padrdo etiologico de infec¢des invasivas
por Candida spp. documentadas em diferentes paises. Enquanto na América do Norte nota-se
o predominio de C. glabrata entre as espécies ndo-albicans, na América do Sul, observa-se

predominio de C. parapsilosis e C. tropicalis (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

Nos ultimos 10 anos, alguns estudos tém reportado uma mudanga na etiologia das
candidemias. Enquanto que C. albicans ¢ ainda considerada a espécie mais comum causadora
de candidemias, o aumento das taxas de candidemia por C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. krusei ¢ mencionada em todo o mundo. A razio para a emergéncia de espécies
nao-albicans nao estd ainda completamente entendida, mas algumas condi¢des médicas
podem possuir impacto no risco de se desenvolver a candidemia por estas espécies. Enquanto
que C. parapsilosis é responsavel por candidemias ndo-albicans mais freqiientes em uso de
cateteres e nutricdo parenteral, C. tropicalis estd mais associada com cancer e pacientes
neutropénicos, ¢ C. krusei e C. glabrata estdo mais associadas com prévia exposicdo de

azolicos (COLOMBO et al., 20006).

Tratamento com antibidticos de amplo espectro, quimioterapia para o cancer,
formagao de biofilmes, transplantados, uso de cateteres, alimentacdao parenteral, colonizagao
do trato digestivo, neutropenia, HIV, dentre outros, sdo alguns dos fatores predisponentes a
fungemia por espécies do género Candida (VIGOURUX et al., 2006; TUMBARELLO et al.,
2007).

O isolamento de espécies do género Candida do sangue ndo ¢ somente uma das
dificuldades envolvidas no diagnostico micologico, culturas sanguineas sio, todavia,
frequentemente negativas em pacientes com infec¢des sistémicas por leveduras. Diversas
espécies de Candida isoladas do sangue possuem um padrao de sensibilidade a anfotericina B
e ao fluconazol, dois antifingicos mais comuns no tratamento da infeccdo invasiva por
Candida. A maioria das espécies de Candida ¢é sensivel a anfotericina B (associada ou nao a

5-fluorocitosina). O Fluconazol também ¢ ativo contra a maioria das espécies de leveduras,
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porém existem algumas excec¢des como os isolados de C. krusei e C. norvegensis que sao
resistentes e alguns de C. glabrata que possuem a sensibilidade reduzida. A correta
identificacdo da espécie e a prova de susceptibilidade para antifngicos sdo informacdes
necessarias no que se refere a provavel sensibilidade no tratamento das candidemias

(SANDVEN, 2000).

1.6 Candidides

As candidiases alérgicas caracterizam-se por apresentarem lesdes cutaneas do tipo
vesiculosas, papulosas e/ou eczematodides estéreis, sobretudo nos espagos interdigitais das
maos ou em outras partes do corpo determinadas por hipersensibilidade tipo I, que
desaparecem com o tratamento do local afetado pela Candida. Diversos fatores condicionam
o aparecimento dessas candidides, tais como a irritagdo do foco por medicagdo inadequada e a
intradermorreagdo por candidina. Nesses quadros, preconiza-se a utilizacdo de drogas
antifingicas para tratamento do foco primario (quando este ¢ evidente) assim sendo, uma
terap€utica com corticosteroides topicos, nas regides onde sdo observadas as candidides, pode

ser associada (LACAZ et al., 2002; SIDRIM, ROCHA, 2004).

1.7 Infecgdes mistas

Infecgdes mistas por espécies do género Candida sao encontradas mais facilmente em
individuos imunodeprimidos (HIV) e hospitalizados. Semelhancas entre espécies podem nao
evidenciar tal fato, mas espécies bem mais facilmente distinguiveis podem ser encontradas em
diferentes combinagdes em onicomicoses, candidiases orais, fungemias, dentre outras
(KALCANCI et al., 2005; LI, REDDING, DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007, RODRIGUES
etal., 2007; LIMA et al., 2008).

KALKANCI et al. (2005) relataram um caso de paciente (18 anos de idade) do sexo
masculino hospitalizado com leucemia linfoblastica aguda, com raios-X normal, apresentou
febre nos primeiros dias no hospital, observou-se células leveduriformes na cultura sanguinea.
A levedura foi identificada como C. kefyr por métodos convencionais como testes de tubo

germinativo, morfologia no meio “corn meal” e assimilagao de carboidratos. Uma semana
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depois o raio-X e a tomografia computadorizada revelaram uma cavidade fungica no pulmao
direito, que com lavado broncoalveolar revelou-se no meio Sabouraud a presenca de C.
dubliniensis. Foram feitos testes de antifungicos, e passado um més de tratamento o paciente

veio a falecer por hemorragia intracraniana.

RODRIGUES et al. (2007) avaliaram as espécies de Candida e suas sensibilidades
antifingicas na mucosa orofaringeana em 52 portadores de HIV e 52 nao portadores de HIV,
residentes na regido Nordeste Paulista. A taxa de isolamento de Candida foi significantemente
maior no grupo com HIV (76,9%) que no grupo controle (50%). Foram isoladas cerca de 79%
de amostras de C. albicans e 21% de ndo-albicans, nos dois grupos estudados. As amostras de
Candida nao-albicans isoladas a partir da mucosa oral dos pacientes com HIV foram: duas
cepas de C. dubliniensis, duas de C. krusei, duas de C. inconspicua, duas de C. tropicalis,
uma de C. guilliermondii, e uma de C. famata. J4 no grupo controle, as cepas de Candida nao-
albicans foram: trés de C. glabrata, uma de C. famata, uma de C. tropicalis e uma de C.
parapsilosis. No grupo controle, trés individuos (7%) apresentaram dupla colonizacdo, de
dois deles foram isoladas amostras de C. glabrata e C. albicans, enquanto que um terceiro
apresentou C. parapsilosis ¢ C. albicans. J4 no grupo com HIV sete individuos (14%)
apresentaram diferentes combinacdes de espécies configurando dupla colonizagdo: dois deles
portavam C. albicans e C. inconspicua, um C. albicans e C. guilliermondii, um C. albicans e
C. dubliniensis, um C. krusei e C. dubliniensis, um C. albicans e C. krusei e, um ultimo C.
albicans e C. famata. Todas as amostras obtidas foram sensiveis a anfotericina B, enquanto
uma de C. albicans foi resistente a todos os derivados azolicos testados (fluconazol,

cetoconazol e itraconazol).

LIMA et al. (2008) relataram um caso de paciente do sexo feminino (41 anos), e HIV
positivo. A paciente apresentava onicomicose distrofia parcial com paroniquia cronica e ja
havia feito uso de fluconazol para tratamento de candidiase oral. No exame microscopico
direto de escamas ungueais das maos, foram observadas células de leveduras arredondadas,
blastosporadas, hialinas e pseudohifas; em cultura apos crescimento, duas espécies de
Candida foram identificadas como C. albicans e C. tropicalis. Ambas as espécies
apresentaram resisténcia ao fluconazol e ao itraconazol. O Trabalho mostrou que
peculiaridades apresentadas por diferentes espécies de Candida justificam a necessidade de se

identificar leveduras ao nivel de espécies, bem como determinar o perfil de sensibilidade aos
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antifingicos, com a finalidade de orientar uma melhor abordagem terapéutica e minimizar a

exposic¢do desses pacientes a condi¢des de risco de uma infec¢do disseminada.

1.8 Biofilmes

Nosso conhecimento cldssico de percep¢ao de microrganismos como uma forma de
vida unicelular estd baseada em culturas simples ¢ em seu modo de crescimento, desde
microrganismos em suspensdo que podem ser diluidos em células individuais e estudados em
cultura liquida, onde esses modelos de desenvolvimento sdo tradicionais e predominantes no
estudo da fisiologia e patogénese microbiana em pesquisas de laboratorio. Todavia, muitos
microrganismos em seus sitios naturais sdo encontrados no ecossistema formando o que
chamamos de biofilmes, aderidos as superficies e ndo agindo como um organismo livre. Esses
biofilmes sdo definidos como uma estrutura microbiana comunitaria que adere a superficies e
ficam revestidos em uma matriz de material exo-polissacaridico. Isso tem significado especial
j& que a propor¢do da formacdo de biofilmes em infecgdes em humanos ¢ bem significante

(RAMAGE et al., 2005; DURAN et al., 2007).

A maioria das informagdes da formagdo de biofilmes de Candida provém de
experimentos com uma variedade de substratos (plastico, acrilico, poliestireno, substratos de
germanio, celulose), e dentaduras, proteses em geral, implantes, tubos endotraqueais,
cateteres, dentre outros, sdo alguns exemplos de estruturas que podem ser colonizadas por

biofilmes de Candida (RAMAGE et al., 2001; RAMAGE et al., 2005).

Isolados de C. parapsilosis, C. kefyr e C. glabrata, dentre outras, possuem menor
desenvolvimento de biofilme comparado com C. albicans. Por outro lado, tem-se reportado
que espécies nao-albicans, particularmente C. tropicalis ¢ C. parapsilosis, podem produzir
uma quantidade significante de biofilme quando em presenca de glicose. Esta habilidade pode
ser requerida quando em pacientes que recebem nutri¢do parenteral, onde a concentragdo de

glicose ¢ geralmente elevada (DOUGLAS, 2002; WEBER et al., 2008).

KUHN et al. (2002) comparando os biofilmes de C. albicans com C. parapsilosis,
observaram que C. albicans produz mais biofilme que outras espécies de Candida, e sob

microscopia optica, C. albicans possui uma diferenga na morfologia do biofilme em contraste
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com outras espécies, consistindo em uma camada basal de blastoconidios com uma densa
matriz composta de exo-polissacarideos e hifas. Em contraste, o biofilme de C. parapsilosis

possui menor volume e ¢ composto exclusivamente de grupos de blastoconidios.

Em biofilmes encontramos leveduras, hifas verdadeiras e pseudohifas (Figura 12). A
habilidade de formar biofilmes estd intimamente associada com a capacidade de causar
infec¢des, e pode ser considerado um importante fator de viruléncia, pois biofilmes estdao
associados a resisténcia contra o sistema imune do hospedeiro e a antifungicos (RAMAGE et

al., 2005).

.-_
I

Figura 12: Microscopia eletronica de varredura de biofilme de C. albicans em 48 horas. O biofilme ¢
composto de leveduras, hifas e pseudohifas, e a maioria do material exo-polimérico (matriz) ¢ perdida devido a
desidratag@o durante o procedimento de preparo da microscopia. Barra = 10um (RAMAGE et al., 2005).
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Os mecanismos de resisténcia a agentes antimicrobianos por biofilmes ainda ndo estao
compreendidos. Possiveis mecanismos incluem a restrita penetracdo das drogas através da
matriz; variagdes fenotipicas resultantes de decréscimo do desenvolvimento ou de limitagdes
de nutrientes, e inducao de superficies expressas por genes de resisténcia. Outra sugestao ¢ de

que um pequeno numero de células seria responsavel pela resisténcia (DOUGLAS, 2002).

1.9 Complicacdes da candidiase

Endocardite por Candida ocorre geralmente como complicagdes de pos-operatorio de
troca valvar, uso de antibioticos, imunodeprimidos e em usudrios de drogas ilicitas
intravenosas, particularmente heroina. Raramente endocardite ¢ registrada como complicacao
isolada de candidemia em paciente ndo submetido a cirurgia cardiaca (Figura 13)
(COLOMBO, GUIMARAES, 2003; BADDLEY et al., 2008; GULLU et al., 2008; LUSINI et
al., 2008).

Endoftalmites podem ocorrer em cerca de 10 a 30% dos casos, sendo esta variagdo na
prevaléncia dependente das condi¢cdes do hospedeiro (¢ mais rara em neutropénicos), da
espécie de Candida envolvida, bem como da presenca ou nao de oftalmologista na avaliagdo
do paciente. Candida pode infectar as estruturas oculares por disseminagdo hematogénica ou
por inoculagdo direta, durante cirurgia ocular. Sintomas incluem borramento visual,
escotomas e dor bulbar. As anormalidades oftalmologicas sdo caracterizadas por lesdes
algodonosas na retina e no vitreo, multiplas hemorragias retinianas, manchas de Roth e uveite.
Todas as estruturas oculares podem ser afetadas, porém, quando ocorre endoftalmite, a terapia
¢ dificil e a incidéncia de seqiielas ¢ alta. O reconhecimento do envolvimento ocular em
pacientes com candidemia ¢ fundamental visto que o tratamento deve ser instituido por
periodo mais prolongado e eventualmente hd necessidade de cirurgia para controle do
processo (Figura 14) (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; GODOY et al., 2004; BLAZQUEZ,
2006).
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Figura 13: Endocardite. (a) Caso 1: Endocardite por C. parapsilosis. Vegetagdo celular fungica presente nas
cuspides anterior e posterior da valva tricispide nativa. (b) Caso 2: Endocardite por C. albicans apos trés meses
de cirurgia para implantagdo de protese de valva aodrtica, em (A) vegetacdo fingica em uma das valvulas
aorticas, (B) e (C) demais valvulas. (¢) Remogdo da vegetagdo fungica. (d) Impregnacgio pela prata da massa de
células por microscopia 6ptica (400X) (GULLU et al., 2008; LUSINI et al., 2008).

O envolvimento do sistema nervoso central ocorre com grande frequéncia em
prematuros que desenvolvem candidemia. Nesta populacdo, a investigacdo de meningite em
caso de candidemia ¢ necessaria. Em adultos, a meningite por Candida ¢ geralmente em
decorréncia de contaminagdo de procedimento neurocirurgico, sendo poucas vezes
documentada como complicagdo de candidemia. Entretanto, segundo dados obtidos em séries

de necropsia, pacientes com septicemia por Candida que evoluem a Obito apresentam lesdes
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fingicas no sistema nervoso central em até¢ 20% dos casos (Figura 15) (JONG et al., 2001;
COLOMBO, GUIMARAES, 2003; JONG et al., 2003).

Figura 14: Endoftalmite. Exame de fundo de olho de uma paciente com progressao ao vitreo (Endoftalmite por
C. albicans), apesar do tratamento inicial com fluconazol oral e resposta parcial ao tratamento intravitreo com
anfotericina B, houve a necessidade de vitrectomia para a resolugdo da infec¢do. (a) Antes do tratamento com
lesdo em fovea com invasdo vitrea inicial. Fluconazol oral (200 mg/12h). (b) Duas semanas apds o tratamento,
progressdo em forma de “pérola vitrea”. Injecdo intravitrea de anfotericina B que estabiliza a lesdo. (¢) Um més
apos tratamento intravitreo, reativagdo da endoftalmite. Realizagdo de vitrectomia associada ao fluconazol oral.
(d) Dois anos depois da vitrectomia, resolugdo completa (BLAZQUEZ, 2006).

Como consequéncia de candidemia, o envolvimento osteo-articular € raro, mas pode
surgir como complicagdo tardia, muitas vezes até 16 meses apds o suposto episodio de
fungemia. O envolvimento dsseo ¢ reconhecido por dor local, febre e alteragdes radioldgicas
compativeis com osteomielite. Articulacdes também podem ser acometidas, particularmente
as principais. Esta complicacdo parece ser mais frequente em criangcas que em adultos.
Usuarios de heroina também apresentam maior risco de apresentar candidemia com

complicagdes osteo-articulares (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).
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Figura 15: Microscopia eletrdnica de transmissio da adesio e invasio de C. albicans as células endoteliais
microvasculares de cérebro humano em modelo “in vitro”. (a) Adesdo extracelular. (b) Estrutura semelhante
a pseudopodes da célula endotelial circundando a célula fungica onde o tubo germinativo estd ligado a uma
célula adjacente. (¢) C. albicans no interior do vactolo. (d) Replicagdo de C. albicans no interior do vactolo. (e)
e (f) Tubo germinativo de C. albicans se dividindo e estendendo no interior da célula humana. (g) C. albicans se
dividindo e projetando para dentro e/ou fora das células humanas. N = nucleo; Barra = 1pm (JONG et al., 2001).
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Peritonite secundaria ¢ uma condigdo clinica comum observada em centros cirargicos
e unidades de tratamento intensivo. Apesar do avango nos tratamentos, o indice de
mortalidade de peritonite ¢ de aproximadamente de 25%, principalmente em pacientes com
longos tratamentos e ventilagdo artificial. Em casos de persisténcia e recorréncia o indice de
mortalidade pode aumentar para 50%. Quando espécies de Candida sdo recuperadas de
isolados abdominais de casos de peritonite, a mortalidade pode ficar entre 60 ¢ 70% quando
ndo tratadas. Acima de 40% das peritonites em pacientes quando leveduras sdo isoladas,
espécies do género Candida sao as mais comuns encontras em culturas oriundas de infec¢des

cirargicas (TILL et al., 2008).

Candidiase hepatoesplénica ¢ uma forma incomum de infeccdo pelo género Candida
que envolve primariamente o figado e o bago e, menos freqiientemente, via biliar, rins,
pulmdes e ossos. Esta sindrome ocorre habitualmente em pacientes em tratamento intensivo
para leucemia aguda, ou seja, pacientes imunodeprimidos e de dificil tratamento devido a
neutropenia coexistente nesta populagdo. A incidéncia estimada de candidiase
hepatoesplénica em pacientes com leucemia aguda ¢ em média 5%. Alguns fatores de risco
tém sido associados a candidiase hepatoesplénica, incluindo neutropenia prolongada, uso de
cateteres vasculares, mucosite ¢ administragdo de antibidticos de amplo espectro. O mais
provavel ¢ que a candidiase hepatoesplénica desenvolva-se como conseqiiéncia da
neutropenia prolongada e quebra da barreira mucosa do trato gastrointestinal, que serve como
porta de entrada para as espécies de Candida. Esta sindrome manifesta-se pelo surgimento de
febre ap6s melhora da neutropenia, acompanhada por aumento do volume abdominal,
secundario a hepatoesplenomegalia. Ha formagdo de abscessos no figado e bago,
eventualmente nos rins, sendo comum a ocorréncia de anorexia e vOmitos. Trata-se de
infeccdo com curso cronico, podendo agravar-se nos casos em que o paciente volte a
apresentar neutropenia. O tratamento ¢ realizado por meses, sendo o resultado terapéutico
geralmente reservado (NETO et al., 1997; COLOMBO, GUIMARAES, 2003; LARREGINA
et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2007).

Espécies de Candida sdo freqiientemente isoladas de lavados bronquicos, e ¢ de dificil
decisdo dizer se sdo as responsaveis pela pneumonia ou contaminantes, sendo o diagndstico
definitivo baseado em histologia evidenciando a presenca de leveduras no tecido pulmonar
por biopsia ou autopsia. A incidéncia de pneumonia por Candida ¢ variavel, dados de 1295

autopsias de dois hospitais (oncologia) em Baltimore, mostraram incidéncia de 2,1%.
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Pacientes infectados com Candida (por aspiragdo ou disseminagdo hematogénica)
demonstram rapida evolugdo dos sintomas clinicos, tal como tosse, febre, dor no torax e
taquipnéia. Como qualquer infeccdo oportunista, depende da rota, do sistema imune do
hospedeiro, da presenca de outros patogenos e aspirado gastrico. A disseminagao do fungo no
pulmao resulta em broncopneumonia aguda ou em diversos nédulos com margens irregulares
com possivel necrose. A disseminagdo hematogénica oriunda da pneumonia por Candida
pode resultar em multiplos nddulos com coldnias de leveduras ao redor bolsas de sangue

(FRANQUET et al., 2005).

Infecgdes no pancreas por Candida antes considerada incomum, porém recentes
relatos sao reportados. CHAKRABARTI et al. (2007) em uma investigagdo entre janeiro de
2000 a maio de 2003 (india), com 335 pacientes com pancreatite aguda, observaram 41
(12,2%) destes, sendo o género Candida responsavel. As seguintes espécies foram
encontradas: C. tropicalis 43,9% (18), C. albicans 36,6% (15), C. glabrata 17,1% (7) e C.
krusei 2,4% (1). Os autores concluiram que os pacientes com graves lesdes no pancreas,
tratados com fluconazol e de intervengdes cirurgicas, foram os mais propensos

(CHAKRABARTI et al., 2007).

O termo candiduria, que ndo necessariamente envolve a presenca de sinais e/ou
sintomas de infec¢do urinaria, pode ser definido como o crescimento de espécies do género
Candida em culturas de urina coletadas por técnicas apropriadas. Individuos normais
raramente apresentam candiduria. Trata-se de um evento muito freqliente entre pacientes
expostos a fatores de risco, sendo que até 20% de pacientes hospitalizados podem apresentar
candiduria ao longo de sua internagdo, particularmente, pacientes de unidade de terapia
intensiva. Este achado laboratorial traz dilemas em relagdo a sua interpretacao, visto que pode
corresponder a uma simples contaminagdo da coleta de urina até candiduria assintomaética,
cistite ou pielonefrite, candidiase renal primaria, bola fungica ureteropélvica ou candidiase
disseminada com manifestagdo renal. Apesar do predominio de C. albicans, tem havido um
aumento na incidéncia de espécies de leveduras ndo-albicans como agentes de infec¢ao do
trato urinario, incluindo: C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae €
C. guilliermondii. Alguns autores sugerem que exista maior relacdo entre candiduria e
infec¢do urinaria quando a contagem de colonias na cultura de urina atinge valores da ordem
de 1.000 a 10.000 UFC/mL. Entretanto, contagens inferiores podem ser encontradas em

pacientes com infec¢do do trato urindrio por Candida, particularmente nos casos de
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pielonefrite adquirida por via hematogénica decorrente de candidiase sistémica, onde os rins
funcionam como filtro e podem refletir contagens baixas na urina. Havendo envolvimento
renal como complicacdo de funguria, hd formagdo de microabcessos no cortex renal, com
penetracao das leveduras nos tibulos proximais e conseqiiente excre¢do na urina. Neste
sentido, ndo ha consenso entre os autores sobre o valor de corte especifico para interpretacao
de culturas quantitativas de urina, no sentido de reconhecimento de pacientes com infec¢ao
urinaria alta ou baixa (OLIVEIRA, MAFFEIL, MARTINEZ, 2001; COLOMBO,
GUIMARAES, 2007).

A candidiase ¢ uma micose de importancia em satde publica, onde diversas sdo as
espécies ja reconhecidas como agentes causais, embora a mais bem estudada seja a C.
albicans. As diferentes espécies, com caracteristicas sutis ou maiores que as diferenciam,
apresentam manifestacdes clinicas e micromorfologia similares, com flexibilidade para
adaptar-se em diferentes sitios anatomicos, que dependendo de condi¢des predisponentes do
hospedeiro, podem causar ampla gama de danos ao paciente. Uma questdo importante:
Surgem cada vez mais espécies emergentes em decorréncia do oportunismo ou sdo as
condi¢des de aprimoramento diagnostico utilizado em pesquisas que favorecem melhor
panorama de identificacdo? Acreditamos que ambas as hipdteses sdo verdadeiras e
simultaneas, pois situagdes novas propiciam a adaptacdo fungica as condi¢des do hospedeiro
debilitado, tais como o avanco da medicina levando a sobrevida de pacientes. Uma vez que
diferentes espécies apresentam diferentes perfis de resisténcia antifingica, a relevancia de um
diagndstico certeiro ao nivel de espécie, ndo ¢ mero detalhe micoldgico, mas sim necessario

para um tratamento eficaz.
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2 JUSTIFICATIVAS

Durante muito tempo, as micoses humanas eram vistas pela comunidade cientifica
como doencas de interesse secundario. Atualmente, com o aumento expressivo da incidéncia
de diferentes micoses em diversos grupos de pacientes, seu estudo passou a ser alvo de

interesse de todos os profissionais de satde.

Uma vez que as leveduras s3o responsdveis pela maioria dos casos de infecc¢des
fingicas graves, os laboratérios de hospitais, laboratorios clinicos particulares, e centros de
pesquisa, devem estar conscientes e preparados para identificacao das diferentes espécies,

dada a sua importancia clinica, epidemiologica e necessidade de terapia especifica.

Fungos que anteriormente eram reconhecidos como ndo-patogénicos, hoje sdo
imputados como causadores de infec¢des graves, logo, para o laboratério de micologia, o

1solamento desses microrganismos ¢ essencial.

Espécies do género Candida sdo uma das mais importantes causadoras de infec¢des
nosocomiais ¢ em individuos imunodeprimidos (seja transitoria, local ou geral). A candidiase
engloba um amplo espectro de manifestacdes clinicas, e diferentes sdo as espécies envolvidas
nos processos de patogénese. Candida albicans € a principal espécie envolvida nos diversos
casos de candidiase, porém com o aumento das espécies emergentes ndo-albicans a

identificacao ao nivel de espécie tem significancia progndstica e terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

e Confirmar casos clinicos suspeitos de candidiase cutdnea humana atendidos entre
novembro de 2008 e agosto de 2009 no setor de Diagndstico Micoldgico Humano e
Veterinario da disciplina de Micologia, do Departamento de Microbiologia e

Parasitologia, Instituto Biomédico da Universidade Federal Fluminense.

3.2 Objetivos especificos:

e Identificar as espécies de Candida nos diferentes espécimes;
e Determinar a propor¢ao das espécies de Candida identificadas;

e Identificar infec¢des mistas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material clinico

As amostras foram coletadas de pacientes com solicitacdo médica e que ndo estiveram
em uso de qualquer medicamento antifingico sistémico durante um més e/ou topico em uma
semana. Os sitios onde se tomaram as amostras foram limpos com gaze umedecida em alcool
a 70% (Rioalcool), agua destilada ou com solucdo salina estéril (NaCl 0,85%, Vetec)

dependendo de cada lesdao (ANVISA, 2004).

Lesdes cutaneas foram raspadas a partir das bordas com auxilio de lamina de bisturi
descartavel ou l1amina de microscopia limpas com alcool a 70%, e as amostras acondicionadas
entre duas laminas de microscopia, envoltas em papel, identificadas e processadas no mesmo
dia. Amostras de unhas requereram um procedimento anterior para remover a hiperceratose,
utilizando estilete flambado a chama do bico de Bunsen ou lamina de bisturi descartavel

(ANVISA, 2004).

4.2 Exame direto

Colocou-se em lamina de uma a duas gotas da solucdo clarificante hidroxido de
potassio (KOH, Isofar) a 20% e, sobre esta se adicionou pequenos fragmentos da amostra
clinica, cobrindo-se a preparacdo com laminula. Apos ligeiro aquecimento a chama do bico de
Bunsen, e repouso por 20 minutos, o conjunto lamina-laminula foi observado em microscopia

optica (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 400X (ANVISA, 2004).
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Os procedimentos acima descritos e a semeadura nos tubos de cultura iniciais de agar
Sabouraud-dextrose a 4% (SDA, Acumedia) e dgar Mycosel (MYA, BD) abaixo relatados,
foram feitos por 2 profissionais no setor de Diagnostico Micoldgico Humano e Veterinario da
disciplina de Micologia, do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto
Biomédico da Universidade Federal Fluminense, e realizados dentro da area de seguranca da

chama do bico de Bunsen e utilizando algas de niquel-cromo.

4.3 Cultura em agar Sabouraud e agar Mycosel

Amostras clinicas positivas para leveduras foram semeadas em meio inclinado de
SDA e MYA, ambos em tubos de vidro transparentes (150 X 15 mm) com tampas de rosca.
Com o auxilio da alga em L, procedeu-se a semeadura com trés perfuragdes eqiiidistantes nos
meios de cultura. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente e com observacao
macroscopica em 15 dias com auxilio do microscopio estereoscopio (StudarLab/Labimex)

com aumento de 10X (ANVISA, 2004; SIDRM, ROCHA, 2004).

4.4 Cultura em BHI acrescido de cloranfenicol

Com o auxilio da al¢a em gota foi retirada das culturas leveduriformes em SDA ou
MY A uma aliquota para repique em tubos de vidro transparentes (100 X 15 mm) com tampas
rosqueaveis contendo 1 mL de infusdo cérebro coracao (BHI, Acumedia) acrescido de
cloranfenicol (Ariston) na concentracdo de 0,5 g/L. Os tubos foram incubados a temperatura
ambiente e observados macroscopicamente entre 2 e 5 dias. Constatando persisténcia da
contaminagdo bacteriana, foi feita nova cultura e pipetas de vidro de 2 mL autoclavadas foram
utilizadas para adicionar 0,5 mL de solucdo de cloranfenicol a 5 g/LL e benzilpenicilina
benzatina (Eurofarma) a 9,91 g/L. Apds esta etapa as amostras foram novamente passadas

para tubos com SDA e MYA (ANVISA, 2004).

4.5 Plaqueamento em agar Sabouraud

A partir de culturas de tubos SDA ou MYA contaminadas ou ndo com bactérias e

fungos semelhantes a leveduras, retirou-se com al¢ca em gota parte da amostra sendo esta
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repicada pela técnica de esgotamento em placas de Petri (90 X 15 mm) com SDA. Estas
foram incubadas a temperatura ambiente e observadas macroscopicamente entre 2 e 5 dias
com auxilio do microscopio estereoscopio (StudarLab/Labimex) com resolugao de 10X. Apos
esta etapa, as amostras foram passadas em SDA em tubos para posterior estoque em agua

destilada estéril (ANVISA, 2004; SIDRIM, ROCHA, 2004).

4.6 Estoque em agua destilada estéril

Tubos de vidro transparentes (100 X 15 mm) com tampas de rosca contendo 6 mL de
agua destilada foram autoclavados por 15 minutos a 121°C. A agua destilada foi vertida nos
tubos de cultura em SDA e com o auxilio da alca em gota, a cultura foi desprendida do meio.
Na seqiiéncia esta agua destilada contendo a suspensdo da levedura foi vertida de volta ao
tubo de 100 X 15 mm, onde obtivemos densidade equivalente ao padrao Mc Farland n.° 10,
logo os tubos foram armazenados a temperatura ambiente (McGINNIS, PADHYE, AJELLO,
1974; RODRIGUES, LiRIO, LACAZ, 1992).

4.7 Cultura em CHROMagar Candida

Do estoque em agua destilada estéril, foi retirada uma aliquota com a al¢a em gota e
repicada pela técnica de esgotamento no CHROMagar Candida (placas de Petri 60 X 15 mm,
Probac do Brasil) e incubadas por 2 dias a 37°C. Interpretagdo de acordo com a bula do
fabricante: verde, C. albicans; azul metélico, C. tropicalis; rosa, rugosa, C. krusei; e branca a
rosa, demais espécies (GARCIA-MARTOS et al., 1998; ARAUJO et al., 2005; TAN,
PETERSON, 2005).

4.8 Prova do tubo germinativo

Em tubos de vidro transparentes (100 X 15 mm) com tampas rosqueédveis contendo 0,5
mL de soro de eqiiino (Laborclin), foi repicada uma algada oriunda de um crescimento prévio
em SDA de 2 dias. Esta suspensdo foi incubada a 37°C durante 2 horas, e com pipetador

automatico fixo retirou-se 5 pL para entre lamina-laminula, corada com azul-algodao (Azul
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de metila — Isofar e Lactofenol — Farmacia de manipulacdo Bem Viver) ser observado ao

microscopio optico (StudarLab/Labimex) com resolucao de 400X (ANVISA, 2004).

4.9 Cultura em agar Sabouraud hipertonico

Retirou-se com auxilio da algca em gota, uma aliquota do estoque em agua destilada
estéril, para ser repicada em SDA contendo NaCl a 6,5%, cultura realizada em tubos de vidro
transparentes (150 X 15 mm) com meio inclinado e tampas de rosca. Os tubos foram
incubados a 37°C e observados macroscopicamente entre 4 ¢ 5 dias. Interpretacao, C.
albicans se desenvolve enquanto que C. dubliniensis nio (ALVES et al., 2002; AKGUL,
CERIKCIOGLU, 2009).

4.10 Cultura em 4gar Sabouraud entre 42-45°C

Com a alca em gota, retirou-se uma aliquota do estoque em agua destilada estéril para
repique em SDA. Cultura realizada em tubos de vidro transparentes (150 X 15 mm) com meio
inclinado e tampas rosquedveis. Os tubos foram incubados entre 42-45°C e observados
macroscopicamente por 2 e 7 dias. Interpretacdo, C. albicans se desenvolve enquanto que C.
dubliniensis apresenta pouco ou nenhum crescimento (PINJON et al., 1998; MESA et al.,
2004; GAMBOA et al., 2006).

4.11 VITEK® 2 Compact

Apos crescimento prévio de 2 dias em SDA a temperatura ambiente, com al¢ga em gota
foi feito uma suspensdo da cultura em 3 mL de solugdo salina estéril (NaCl aquoso de 0,45 a
0,50%, pH 4,5 a 7,0) em tubos (75 X 12 mm) de poliestireno transparente, com uma
densidade equivalente ao padrio Mc Farland n.° 1.8 a 2.2 usando o calibrador VITEK® 2
DensiChek. Os tubos e os cartdes VITEK® 2 YST foram dispostos em estantes proprias e
estas inseridas no primeiro compartimento do aparelho para a suspensdo da cultura ser
distribuida entre os pogos dos cartdes, na seqiiéncia a estante foi direcionada ao segundo
compartimento para selar os cartdes e serem incubados a 35,5°C por aproximadamente 18

horas. Etapa realizada no Instituto Fernandes Figueira - FIOCRUZ (HATA et al., 2007).
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4.12 Referéncias

Para todas as técnicas realizadas (Figura 16) (exceto o Sabouraud hipertonico e o
crescimento entre 42-45°C) foram utilizadas nove cepas oriundas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) referéncia American Type Culture Collection
(ATCC) e uma do Instituto Adolfo Lutz (IAL) referéncia Bristol-Myers Squibb (Squibb). Sao
elas: Candida albicans sor. A INCQS 40119 (ATCC 36801); Candida albicans sor. B INCQS
40120 (ATCC 36802); Candida dubliniensis CT INCQS 40172 (ATCC MY A-646); Candida
glabrata INCQS 40136 (ATCC 2001); Candida guilliermondii INCQS 40037 (ATCC 6260);
Candida kefyr INCQS 40121 (ATCC 46764); Candida krusei INCQS 40095 (ATCC 34135);
Candida lusitaniae INCQS 40137 (ATCC 34449); Candida parapsilosis INCQS 40038
(ATCC 22019); e Candida tropicalis IAL 90 (Squibb 1600).

4.13 Estatistica

Utilizamos a estatistica descritiva, distribui¢do de freqiiéncias, para o calculo do
numero de classes para a propor¢do das idades dos pacientes, conhecida como Regra de
Sturges, onde o nimero de classes de uma distribui¢do ¢ em funcao do nimero de ocorréncias
da variavel. Todos os calculos obtidos através de porcentagem foram considerados até a
segunda casa decimal, arredondando-se o numero para cima, quando o algarismo da terceira

casa decimal foi igual ou superior a cinco.
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Coleta q
ﬂ Exame Direto (KOH a 20%)

Cultura em SDA
Cultura em MYA
(tubos 150 X 15 mm; T.A.; 15 dias)

BHI + Clo. (0,5 g/L) BHI + Clo. (0,5 g/L) 1 mL
(tubos 100 X 15 mm; 1 mL, T.A.; 2-5 dias) |:> + (e)
Solugdo de Clo. (5 g/L) e Pen. (9,91 g/L)
ou (tubos 100 X 15 mm; 0,5 mL; T.A.; 2-5 dias)

Cultura em SDA

Cultura em MYA

(tubos 150 X 15 mm; T.A.; 2-5 dias)

Plaqueamento em SDA
(placas 90 X 15 mm; T.A.; 2-5 dias) |:> Cultura em SDA
(tubos 150 X 15 mm; T.A.; 2-5 dias)

%

Estoque em agua destilada estéril
(tubos 100 X 15 mm; 6 mL; T.A.)

U

- CHROMagar Candida (placa 60 X 15 mm; T.37°C; 2 dias)

- Prova do tubo germinativo (prévia em tubos SDA; T.A.; 2 dias)
(tubos 100 X 15 mm; 0,5 mL de soro de eqiiino; T.37°C; 2 horas)

- Cultura em SDA hipertdnico
(NaCl a 6,5%; tubos 150 X 1 5Smm; T.37°C; 4-5 dias)

(realizada apenas para resultados de coloragdo verde no CHROMagar)

- Cultura em SDA entre 42-45°C (tubos 150 X 15 mm; 2-7 dias)
(realizada apenas para resultados de coloracao verde no CHROMagar)

- Bioquimica no Vitek® 2 Compact

Figura 16: Esquema geral de metodologia. (KOH = hidroxido de potassio; SDA = agar Sabouraud dextrose a
4%; MY A = 4gar Mycosel; T.A. = temperatura ambiente; BHI = infusdo cérebro coragdo; Clo. = cloranfenicol;
Pen. = benzilpenicilina benzatina; NaCl = cloreto de so6dio).
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5 RESULTADOS

Foram coletadas 65 amostras de leveduras oriundas de 56 pacientes com suspeita de
candidiase cutdnea, onde confirmadas 58 (89,23%) amostras em 51 (91,07%) pacientes,
atendidos no setor de Diagnostico Micoldgico Humano e Veterinario, disciplina de Micologia,
do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto Biomédico da Universidade
Federal Fluminense, no periodo de novembro de 2008 a agosto de 2009, de acordo com as
normas e aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/Hospital
Universitario Antonio Pedro (CEP CMM/HUAP n.° 188/08 e CAAE n.° 0147.0.258.000-08,

o modelo do termo de consentimento livre e esclarecido de encontra no apéndice 9.1).

Dentre os 51 pacientes, sendo 38 (74,51%) do sexo feminino e 13 (25,49%) do sexo
masculino, obtivemos 45 (88,24%) com infecgdes simples e 6 (11,76%) com infecgdes
mistas, sendo 5 pacientes com infec¢gdes mistas duplas e um com infec¢do mista tripla. Sendo
este ultimo com infeccdo tripla, duas espécies recuperadas de suas maos e uma espécie

recuperada dos pés.

Os resultados com relagdo as idades, género, profissdes/ocupagdes, sitios de infec¢ao

dos pacientes se encontram nos quadros 1 a 5.

Quadro 1: Distribuicio etaria dos pacientes.
Idades Numero de pacientes Relagdo em porcentagem
08 a 21 anos 2 3,92%
21 a 34 anos 9 17,65%
34 a 47 anos 6 11,76%
47 a 60 anos 17 33,33%
60 a 73 anos 10 19,61%
73 a 86 anos 7 13,73%




Quadro 2: Distribuicido ocupacional dos pacientes.
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Profissdes/Ocupagdes Numero de ocorréncias por Relacdao em porcentagem
profissdo/ocupacao
Donas de casa 9 17,65%
Aposentados 7 13,73%
Professoras 4 7,84%
Serventes 3 5,88%
Médicas 2 3,92%
Costureiras 2 3,92%
Estudantes 2 3,92%
Demais diferentes 22 43,14%
profissdes/ocupacoes

Quadro 3: Distribuicio dos sitios de infecciio dos pacientes.

Quirodactilos 18 (34,62%)

Ungueais 18 (34,62%)

Ungueais 21 (40,83%)

Interdigitais 3 (5,77%)

Plantares 3 (5,77%)

Quirodactilos Pododactilos

e 27 (51,92%)
Pododactilos
46 (88,46%) Quirodactilos e Pododactilos

Ungueais 1 (1,92%)

(“pool™) 1 (1,92%)

Corpo (“pool”) 1 (1,92%)

Cutaneos (outros sitios) Membro Inferior 2 (3,85%)
6 (11,54%) Inguinal 1 (1,92%)
Couro cabeludo 1 (1,92%)

Mama 1 (1,92%)

Quadro 4: Dados de género, idade e sitios de infeccio dos pacientes.

Mulheres

38/51 (74,51%)

Homens

13/51 (25,49%)

Faixa etaria de maior incidéncia

Entre 47 ¢ 60 anos, 27/51 (33,33%)

Média etaria 51,97 anos
Quirodactilos para mulheres 15/52 (28,84%)
Quirodéctilos para homens 3/52 (5,77%)
Pododactilos para mulheres 19/52 (36,54%)
Pododactilos para homens 8/52 (15,38%)
Ungueais quirodactilos para mulheres 15/52 (28,84%)
Ungueais quirodactilos para homens 3/52 (5,77%)
Ungueais pododéctilos para mulheres 16/52 (30,77%)
Ungueais pododéctilos para homens 5/52 (9,62%)
Quiro e pododactilo para mulher 1/52 (1,92%)
Cutaneos para mulheres 4/52 (7,69%)
Cutaneos para homens 2/52 (3,85%)
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De acordo com os quadros 1 a 4 foi observado: (1) faixa etaria de maior incidéncia

entre 47 ¢ 60 anos, e com média de 51,97 anos; (2) dentre as profissdes/ocupagdes dos

pacientes as quatro primeiras posi¢des foram para donas de casa, aposentados, professoras e

serventes; e (3) predomindcia de amostras ungueais quirodactilas e pododactilas para

mulheres.

Quadro 5a: Dados de género, idade, profissdo/ocupacio e sitio de infeccio de todos os pacientes.

Amostra Género Idade Profissdo/Ocupagdo
399/08 upd d/e Masculino 72 anos Aposentado
400/08 ugpd d/e Feminino 73 anos Servente
519/08 uqd e Feminino 62 anos Médica
546/08 uqd Feminino 51 anos Dona de casa
571/08 uqd Feminino 33 anos Professora
594/08 upd pool Masculino 8 anos Estudante
601/08 uqd Masculino 55 anos Frentista
606/08 updh d/e Feminino 42 anos Bidloga
607/08 upd Masculino 66 anos Aposentado
608/08 updh d/e Feminino 39 anos Auxiliar de creche
625/08 updh d/e Feminino 65 anos Professora
652/08 uqd e Feminino 57 anos Dona de casa
662/08 pdint d/e Feminino 50 anos Contadora
666/08 updh d/e Feminino 67 anos Comerciante
671/08 updh d/e Feminino 33 anos Serventuaria
11/09 pdplant d/e Masculino 38 anos Analista
22/09 cut pool Feminino 30 anos Dona de casa
24/09 uqd d/e Masculino 54 anos Projetista
26/09 uqd d Feminino 81 anos Professora
37/09 cut mi Feminino 58 anos Costureira
43/09 updh d/e Feminino 65 anos Aposentada
46/09 updh e Feminino 46 anos Farmacéutica
49/09 uqd pool Feminino 54 anos Autonoma
49/09 upd pool
52/09 uqd * Feminino 11 anos Estudante
55/09 cut ing Feminino 47 anos Ass. administrativa
56/09 uqd Feminino 27 anos Guarda de transito
57/09 uqd d/e Feminino 76 anos Aposentada
60/09 pdint d/e Masculino 30 anos Marceneiro

* Amostra removida da contagem geral de pacientes por motivo do microrganismo nao ser do género Candida.
uqd = ungueal quirodactilo; upd = ungueal pododactilo; updh = ungueal pododactilo halux; uqpd = ungueal quiro
e pododactilo; pdint = pododactilo interdigital; pdplant = pododactilo plantar; cut = cutdneo; pool = mistura;

mi = membro inferior; ing = inguinal; d = direito; e = esquerdo; d/e = direito e esquerdo.
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Quadro 5b: de género, idade, profissdo/ocupacio e sitio de infec¢iio de todos os pacientes (continuagio).
Amostra Género Idade Profissdo/Ocupagdo
62/09 upd Feminino 85 anos Dona de casa
71/09 updh d/e Feminino 58 anos Professora
78/09 cut nad * Feminino 11 anos Estudante
84/09 uqd pool Feminino 49 anos Dona de casa
107/09 upd Masculino 32 anos Vendedor
111/09 uqd d/e * Feminino 54 anos Professora
118/09 uqd pool * Feminino 57 anos Dona de casa
125/09 pdplant Feminino 59 anos Dona de casa
126/09 pdint Feminino 30 anos Nutricionista
136/09 uqd Feminino 79 anos Dona de casa
140/09 uqd Feminino 86 anos Aposentada
145/09 cut mama Feminino 73 anos Aposentada
152/09 updh d/e Feminino 50 anos Artesa
153/09 uqd d/e Masculino 28 anos Funcionario publico
154/09 uqd d Feminino 62 anos Costureira
175/09 pdplant Masculino 50 anos Advogado
184/09 updh d/e Feminino 58 anos Servente
187/09 uqd Feminino 71 anos Dona de casa
189/09 updh d Feminino 48 anos Servente
190/09 pdint * Feminino 63 anos Pensionista
209/09 uqd Feminino 61 anos Aposentada
217/09 updh d/e Feminino 54 anos Médica
218/09 upd Feminino 32 anos Secretaria
230/09 updh d/e Feminino 65 anos Dona de casa
233/09 cut mi Masculino 58 anos Servigos gerais
240/09 uqd d/e Feminino 39 anos Dentista
247/09 updh d Masculino 35 anos Téc. em manutengao
254/09 cut ccab Masculino 14 anos Estudante

* Amostras removidas da contagem geral de pacientes por motivo do microrganismo nao ser do género Candida
ou por nao ter sido identificado o género.

uqd = ungueal quirodactilo; upd = ungueal pododactilo; updh = ungueal pododactilo halux; pdint = pododactilo
interdigital; pdplant = pododactilo plantar; cut = cutaneo; pool = mistura; mi = membro inferior; nad = nadegas;
mama = mamario; ccab = couro cabeludo; d = direito; d/e = direito e esquerdo.
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Foi considerado o exame direto positivo para levedurose as amostras clinicas onde se
observou a presen¢a de numerosos blastoconidios associados as escamas dérmicas (Figura

17).

Figura 17: Exame direto. (a) Amostra clinica acondicionada ¢ identificada apo6s a coleta. (b) Conjunto em
lamina-laminula contendo amostra clinica tratada com solugdo de KOH a 20% para observagdo ao microscopio
optico. (c¢) Exame direto da amostra 608/08 updh d/e. A seta indica os blastoconidios. Fotos (a) e (b) realizadas
com camera fotografica digital; e foto (c) por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica
digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio optico (StudarLab/Labimex) com resolucdo de 400X.
KOH = hidroxido de potassio; updh = ungueal pododactilo halux; upd = ungueal pododactilo; d/e = direito e
esquerdo.
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Foi obtido da cultura inicial em SDA e MYA em tubos o crescimento leveduriforme,
informac¢do da macromorfologia, além de constatar outros microrganismos, de ndo interesse

neste estudo como bactérias, Rhodotorula e Trichosporon (Figura 18).

Figura 18: Cultura inicial em agar Sabouraud por 15 dias a temperatura ambiente. Quatro tubos contendo
culturas leveduriformes de interesse (1) com presenca de bactérias (2), Rhodotorula (3) e Trichosporon (4). Foto
realizada com camera fotografica digital (Sansung Digimax 201). SDA = dgar Sabouraud-dextrose a 4%; e tubos
de vidro 150 X 15 mm.

Independente das amostras estarem ou ndo contaminadas com bactérias, todas foram
cultivadas em BHI acrescido de cloranfenicol. Destas, 38 (65,52%) amostras estavam
contaminadas com bactérias, sendo que para 15 (25,86%) foi necessario o uso da solucao de
cloranfenicol com benzilpenicilina benzatina para isolamento (Figura 19). Foram encontradas

15 (25,86%) contaminadas com Trichosporon.
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Na cultura em MYA (Quadro 6), 36 (62,07%) amostras se desenvolveram enquanto
que 22 (37,93%) nao. Dentre as espécies de referéncia que cresceram no MYA foram: C.

albicans sor. A; C. albicans sor. B; C. dubliniensis; C. glabrata; C. guilliermondii e C. kefyr.

Quadro 6: Resultados das amostras e referéncias no agar Mycosel.

Amostra Ocorréncia Amostra Ocorréncia
399/08 upd d/e + 78/09 cut nad * -
400/08 ugpd d/e + 84/09 uqd pool +
519/08 uqd e/B + 107/09 upd +
519/08 uqd e/V + 111/09 uqd d/e * +
546/08 uqd - 118/09 uqd pool * +
571/08 uqd + 125/09 pdplant +
594/08 upd pool I * - 126/09 pdint -
594/08 upd pool 11 - 136/09 uqd +
601/08 uqd + 140/09 uqd +
606/08 updh d/e + 145/09 cut mama -
607/08 upd - 152/09 updh d/e -
608/08 updh d/e | - 153/09 uqd d/e +
608/08 updh d/e 11 + 154/09 uqd d +
625/08 updh d/e 1 - 175/09 pdplant -
625/08 updh d/e 11 + 184/09 updh d/e -
652/08 uqd e + 187/09 uqd -
662/08 pdint d/e - 189/09 updh d +
666/08 updh d/e + 190/09 pdint * +
671/08 updh d/e + 209/09 uqd -
11/09 pdplant d/e I + 217/09 updh d/e -
11/09 pdplant d/e 11 + 218/09 upd +
22/09 cut pool I - 230/09 updh d/e -
22/09 cut pool 11 + 233/09 cut mi -
24/09 uqd d/e + 240/09 uqd d/e -
26/09 uqd d + 247/09 updh d 1 +
37/09 cut mi - 247/09 updh d IT * +
43/09 updh d/e + 254/09 cut ccab -

46/09 updh e +

49/09 uqd pool 1 - C. albicans sor. A +
49/09 uqd pool 11 + C. albicans sor. B +
49/09 upd pool IIT + C. dubliniensis +
52/09 uqd * + C. glabrata +
55/09 cut ing + C. guilliermondii +
56/09 uqd + C. kefyr +
57/09 uqd d/e + C. krusei -
60/09 pdint d/e + C. lusitaniae -
62/09 upd - C. parapsilosis -
71/09 updh d/e + C. tropicalis -

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por nio ter
sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.
(+) = com desenvolvimento no agar Mycosel; (-) = sem desenvolvimento no agar Mycosel.
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Foram observados na macromorfologia os seguintes parametros: (1) pigmentacdo do
branco ao creme com reverso incolor e pigmento ndo difusivel no meio; (2) tamanhos
variados das colonias; (3) bordas delineadas a irregulares; (4) textura cremosa homogénea de
aspecto umido ou seco; (5) relevo glabro ou rugoso; e (6) quanto ao brilho, lustroso ou opaco
(Figuras 19, 20 e 21). Seis amostras sugestivas de infeccdes mistas foram observadas por
diferenga da macromorfologia (Figura 22). A presenca de 3 (5,17%) Trichosporon e 3
(5,17%) bactérias foram observadas em cinco amostras ndo eliminadas nas etapas anteriores
(Figura 23). No apéndice 9.2 foi detalhado a seqiiéncia de procedimentos nas amostras com

presenga de bactérias e Trichosporon.

Figura 19: Acondicionamento, reverso e tubos pés plaqueamento em SDA. (a) Placas de 90 X 15 mm
acondicionadas e identificadas apos repique. (b) Reverso incolor, amostra 625/08 updh d/e (2 dias a temperatura
ambiente). (c¢) e (d) Tubos de 150 X 15 mm com culturas oriundas de amostras plaqueadas (5 dias a temperatura
ambiente). Fotos realizadas com camera fotografica digital (Sansung Digimax 201). SDA = agar Sabouraud-
dextrose a 4%; updh d/e = ungueal pododactilo direito e esquerdo.
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Figura 20: Macromorfologia das espécies de referéncia em SDA por 4 dias a temperatura ambiente. (a) C.
albicans sor. A. (b) C. glabrata. (¢) C. krusei. (d) C. lusitaniae. (e) C. parapsilosis. (f) C. tropicalis. Em fungdo
da semelhanga entre algumas espécies, optou-se por apenas 6 das 10 referéncias. Notar o aspecto seco, rugoso e
opaco de C. krusei das demais que sdo cremosas, lisas, lustrosas ou opacas. Fotos obtidas por captura da imagem
por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio
esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 10X. SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4 %, placas de
Petri 90 X 15 mm.
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Figura 21: Macromorfologia de algumas amostras coletadas em SDA por 4 dias a temperatura ambiente.
(a) 601/08 ugd. (b) 652/08 uqd e. (¢) 43/09 updh d/e. (d) 84/09 ugd pool. (e) 145/09 cut mama. (f) 217/09 updh
d/e . Observar a coloragdo do branco ao creme e diferentes tamanhos das colonias. A amostra (a) de aspecto
seco, rugoso e opaco, difere das demais que sdo cremosas, lisas e lustrosas. Fotos obtidas por captura da imagem
por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio
esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolucdo de 10X. SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4 %; placas de
Petri 90 X 15 mm; ugd = ungueal quirodactilo; updh = ungueal pododactilo halux; cut = cutdneo; mama = seios;
e = esquerdo; d/e = direito e esquerdo.
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Figura 22: Plaqueamento de seis amostras sugestivas de infeccdes mistas em SDA por 4 dias a
temperatura ambiente. (a) 594/08 upd pool. (b) 608/08 updh d/e. (¢) 625/08 updh d/e. (d) 11/09 pdplant d/e.
(e) 22/09 cut pool. (f) 49/09 ugqd pool. Notar a diferenga em tamanho, textura e relevo das coldnias. Fotos obtidas
por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na ocular do
microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolu¢do de 10X. SDA = dgar Sabouraud-dextrose a 4 %;
placas de Petri 90 X 15 mm; upd = ungueal pododactilo; updh = ungueal pododactilo halux; pdplant =
pododactilo plantar; cut = cutaneo; ugd = ungueal quirodactilo; d/e = direito e esquerdo.
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Figura 23: Plaqueamento em SDA por 4 dias a temperatura ambiente de amostras com 7Trichosporon e
bactérias. (a) 399/08 upd d/e, Trichosporon (1), levedura (2) e bactérias (3) (setas). (b) 546/08 uqd,
Trichosporon (seta). (¢) 571/08 ugd, bactérias (seta). (d) 662/08 pdint d/e, Trichosporon (seta). (€) 240/09 ugd
d/e, leveduras (1) e bactérias (2) (setas), as leveduras se encontram no interios da “faixa” bacteriana. Fotos
obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na
ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolucdo de 10X. SDA = agar Sabouraud-
dextrose a 4 %; placas de Petri 90 X 15 mm; upd = ungueal pododactilo; ugd = ungueal quirodactilo; pdint =
pododactilo interdigital; d/e = direito e esquerdo.
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O resultado do estoque em agua destilada estéril se encontra na figura 24.

Figura 24: Estoque em agua destilada estéril em tubos de vidro 100 X 15 mm.

Quanto ao CHROMagar Candida os resultados estao nos quadros 7 e 8 e figuras 25 ¢

26.

Quadro 7: Coloraciio das amostras no CHROMagar Candida.

Cor tipica das coldnias

Numero de ocorréncias por

Relag¢do em porcentagem

coloracao
Verdes 13 22.41%
Azuis 2 3,45%
Brancas a Rosas 35 61,34%
Violetas* 5 8,62%
Amostras sem crescimento 3 5,17%

* A coloracdo violeta ndo se encontra na bula que acompanha o meio cromogénico.




Quadro 8: Resultados das amostras e referéncias no CHROMagar Candida.

Amostra Coloragao Amostra Coloragao
399/08 upd d/e Branca 78/09 cut nad * Branca
400/08 ugpd d/e Branca 84/09 uqd pool Verde
519/08 uqd e/B Branca 107/09 upd Violeta
519/08 uqd e/V Verde 111/09 uqd d/e * Branca
546/08 uqd Branca 118/09 uqd pool * Violeta
571/08 uqd Branca 125/09 pdplant Branca
594/08 upd pool I * Branca a Rosa 126/09 pdint Branca
594/08 upd pool 11 Branca a Rosa 136/09 uqd Verde
601/08 uqd Branca 140/09 uqd Verde
606/08 updh d/e Verde 145/09 cut mama Branca
607/08 upd Branca 152/09 updh d/e Branca
608/08 updh d/e | Branca a Rosa 153/09 uqd d/e Violeta
608/08 updh d/e 11 Branca 154/09 uqd d Verde
625/08 updh d/e 1 Rosa 175/09 pdplant Rosa
625/08 updh d/e 11 Sem crescimento 184/09 updh d/e Rosa
652/08 uqd e Verde 187/09 uqd Rosa
662/08 pdint d/e Branca 189/09 updh d Violeta
666/08 updh d/e Branca a Rosa 190/09 pdint * Branca a Rosa
671/08 updh d/e Branca a Rosa 209/09 uqd Rosa
11/09 pdplant d/e I Sem crescimento 217/09 updh d/e Violeta
11/09 pdplant d/e 11 Sem crescimento 218/09 upd Branca
22/09 cut pool I Branca a rosa 230/09 updh d/e Violeta
22/09 cut pool 11 Azul 233/09 cut mi Branca a Rosa
24/09 uqd d/e Verde 240/09 uqd d/e Branca a Rosa
26/09 uqd d Azul 247/09 updh d I Branca a Rosa
37/09 cut mi Branca 247/09 updh d 1I * Branca a Rosa
43/09 updh d/e Verde 254/09 cut ccab Branca
46/09 updh e Branca
49/09 uqd pool 1 Verde C. albicans sor. A Verde
49/09 uqd pool 11 Branca C. albicans sor. B Verde
49/09 upd pool 11T Verde C. dubliniensis Verde
52/09 uqd * Branca C. glabrata Branca
55/09 cut ing Verde C. guilliermondii Branca
56/09 uqd Branca C. kefyr Branca a Rosa
57/09 uqd d/e Verde C. krusei Rosa Rugosa
60/09 pdint d/e Branca C. lusitaniae Branca
62/09 upd Branca C. parapsilosis Branca
71/09 updh d/e Branca C. tropicalis Azul

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por ndo ter

sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.
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Figura 25: CHROMagar Candida por 2 dias a 37°C para espécies de referéncia. (a) C. albicnas sor. A. (b)
C. dubliniensis. (¢) C. tropicalis. (d) C. krusei. (e) C. lusitaniae. (f) C. guilliermondii. As demais produziram
coldnias do branco ao rosa, salvo C. albicans sor. B (verde). Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da
objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio
(StudarLab/Labimex) com resolucdo de 10X. Placas de Petri 60 X 15 mm.
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Figura 26: CHROMagar Candida por 2 dias a 37°C de algumas amostras coletadas. (a) 49/09 upd pool IiI,
verde. (b) 22/09 cut pool II, azul. (¢) 625/08 updh d/e I, rosa. (d) 62/09 upd, branca. (e) 594/08 upd pool I,
branca a rosa. (f) 153/09 ugd d/e, violeta, com pouco crescimento ¢ mudanga de coloracdo onde ndao houve
desenvolvimento. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital
(Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 10X.
Placas de Petri 60 X 15 mm; upd = ungueal pododactilo; cut = cutaneo; updh = ungueal pododactilo halux; ugd =
ungueal quirodactilo; d/e = direito e esquerdo.
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Foi obtido para tubo germinativo positivo 12 (20,69%) amostras, enquanto que em 46
(79,31%) nao observamos a presenca do mesmo. Dentre as espécies de referéncia apenas as

C. albicans e C.dubliniensis produziram o tubo germinativo (Quadro 9 e Figuras 27 e 28).

Quadro 9: Resultados das amostras e referéncias para a prova do tubo germinativo.

Amostra Ocorréncia Amostra Ocorréncia

399/08 upd d/e - 78/09 cut nad * -
400/08 ugpd d/e - 84/09 uqd pool +
519/08 uqd ¢/B - 107/09 upd -
519/08 uqd e/V + 111/09 uqd d/e * -
546/08 uqd - 118/09 uqd pool * -
571/08 uqd - 125/09 pdplant -
594/08 upd pool I * - 126/09 pdint -
594/08 upd pool 11 - 136/09 uqd +
601/08 uqd - 140/09 uqd +
606/08 updh d/e + 145/09 cut mama -
607/08 upd - 152/09 updh d/e -

608/08 updh d/e I - 153/09 uqd d/e -
608/08 updh d/e 11 - 154/09 uqd d +
625/08 updh d/e 1 - 175/09 pdplant -
625/08 updh d/e 11 - 184/09 updh d/e -

652/08 uqd e + 187/09 uqd -

662/08 pdint d/e - 189/09 updh d -

666/08 updh d/e - 190/09 pdint * -

671/08 updh d/e - 209/09 uqd -
11/09 pdplant d/e I - 217/09 updh d/e -

11/09 pdplant d/e 11 - 218/09 upd -

22/09 cut pool I - 230/09 updh d/e -

22/09 cut pool 11 - 233/09 cut mi -

24/09 uqd d/e + 240/09 uqd d/e -
26/09 uqd d - 247/09 updh d 1 -
37/09 cut mi - 247/09 updh d IT * -

43/09 updh d/e 254/09 cut ccab -
46/09 updh e -

49/09 uqd pool 1 - C. albicans sor. A +
49/09 uqd pool 11 - C. albicans sor. B +
49/09 upd pool IIT + C. dubliniensis +

52/09 uqd * - C. glabrata -
55/09 cut ing + C. guilliermondii -
56/09 uqd - C. kefyr -
57/09 uqd d/e + C. krusei -
60/09 pdint d/e - C. lusitaniae -
62/09 upd - C. parapsilosis -
71/09 updh d/e - C. tropicalis -

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por ndo ter
sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.
(+) = com producdo de tubo germinativo; (-) = sem producdo de tubo germinativo.
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Figura 27: Prova do tubo germinativo em 0,5 mL de soro de eqiiino a 37°C por 2 horas, referéncia C.
albicans sor. B. Tubos germinativos destacados por setas. Prova feita em tubo de vidro 100 X 15 mm. Foto
obtida por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na
ocular do microscopio oOptico (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 400X apods conjunto lamina-laminula
corada com azul-algodao.
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Figura 28: Prova do tubo germinativo em 0,5 mL de soro de eqiiino a 37°C por 2 horas, amostra 57/09 uqd
d/e. Tubos germinativos destacados por setas. Prova feita em tubo de vidro 100 X 15 mm. Foto obtida por
captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung Digimax 201) na ocular do
microscopio optico (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 400X apods conjunto lamina-laminula corada com
azul-algoddo. ugd = ungueal quirodactilo direito.

Amostras de coloracdo verde no CHROMagar Candida foram submetidas: (1) a
cultura em SDA hipertonico e todas 13 (22,41%) se desenvolveram neste meio; e (2) a cultura

em SDA entre 42-45°C e todas 13 (22,41%) se desenvolveram (Quadro 10 e Figuras 29 e 30).
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Quadro 10: Resultados das amostras e referéncias para o agar Sabouraud hipertonico e o agar Sabourud
entre 42-45°C.

Amostra Ocorréncia Amostra Ocorréncia
399/08 upd d/e Nr 78/09 cut nad * Nr
400/08 ugpd d/e Nr 84/09 uqd pool +
519/08 uqd e/B Nr 107/09 upd Nr
519/08 uqd e/V + 111/09 uqd d/e * Nr
546/08 uqd Nr 118/09 uqd pool * Nr
571/08 uqd Nr 125/09 pdplant Nr
594/08 upd pool T * Nr 126/09 pdint Nr
594/08 upd pool 11 Nr 136/09 uqd +
601/08 uqd Nr 140/09 uqd +
606/08 updh d/e + 145/09 cut mama Nr
607/08 upd Nr 152/09 updh d/e Nr
608/08 updh d/e | Nr 153/09 uqd d/e Nr
608/08 updh d/e 11 Nr 154/09 uqd d +
625/08 updh d/e 1 Nr 175/09 pdplant Nr
625/08 updh d/e 11 Nr 184/09 updh d/e Nr
652/08 uqd e + 187/09 uqd Nr
662/08 pdint d/e Nr 189/09 updh d Nr
666/08 updh d/e Nr 190/09 pdint * Nr
671/08 updh d/e Nr 209/09 uqd Nr
11/09 pdplant d/e 1 Nr 217/09 updh d/e Nr
11/09 pdplant d/e 11 Nr 218/09 upd Nr
22/09 cut pool I Nr 230/09 updh d/e Nr
22/09 cut pool 11 Nr 233/09 cut mi Nr
24/09 uqd d/e + 240/09 uqd d/e Nr
26/09 uqd d Nr 247/09 updh d 1 Nr
37/09 cut mi Nr 247/09 updh d 1I * Nr
43/09 updh d/e + 254/09 cut ccab Nr
46/09 updh e Nr
49/09 uqd pool 1 + C. albicans sor. A +
49/09 uqd pool 11 Nr C. albicans sor. B +
49/09 upd pool 111 + C. dubliniensis -
52/09 uqd * Nr C. glabrata Nr
55/09 cut ing + C. guilliermondii Nr
56/09 uqd Nr C. kefyr Nr
57/09 uqd d/e + C. krusei Nr
60/09 pdint d/e Nr C. lusitaniae Nr
62/09 upd Nr C. parapsilosis Nr
71/09 updh d/e Nr C. tropicalis Nr

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por ndo ter
sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infeccdo mista. Somente as
amostras com colora¢do verde no CHROMagar Candida foram submetidas a estas duas etapas, com o intuito de
separar C. albicans de C. dubliniensis. Notar que a unica amostra negativa ¢ a espécie de referéncia C.
dubliniensis.

(+) = com desenvolvimento no agar Sabouraud hipertonico ¢ agar Sabouraud entre 42-45°C;

(-) = sem desenvolvimento no agar Sabouraud hipertonico e agar Sabouraud entre 42-45°C;

(Nr) = ndo realizado.
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Figura 29: Culturas em agar Sabouraud hipertonico (NaCl a 6,5%) por 5 dias a 37°C. (a) Espécies de
referéncia, C. albicans sor. A (1); C. albicans sor. B (2) e C. dubliniensis em duplicata (3 e 4). (b) Algumas das
amostras submetidas a esta cultura. Fotos realizadas com cémera fotografica digital (Sansung Digimax 201).
Tubos de 150 X 15 mm; NaCl = Cloreto de sédio.

Figura 30: Culturas em agar Sabouraud por 7 dias entre 42-45°C. (a) Espécies de referéncia, C. albicans
sor. A (1); C. albicans sor. B (2) e C. dubliniensis em duplicata (3 e 4). Notar a diferenca de desenvolvimento
entre as espécies de referéncia. (b) Amostras submetidas a esta temperatura. Fotos realizadas com camera
fotografica digital (Sansung Digimax 201). Tubos de 150 X 15 mm.
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Os resultados da bioquimica do VITEK®™ 2 Compact para as amostras e referéncias se
encontram nos quadros 11 a 13. Com relagdo as espécies de referéncia o sistema apenas

identificou 30% (C. albicans sor. B, C. lusitaniae e C. tropicalis).

Quadro 11: Distribuicio das espécies de acordo com o VITEK® 2 Compact.

Espécies Numero de ocorréncias por Relacdo em porcentagem
espécie

C. parapsilosis 11 18,97%
Candida spp.* 11 18,97%
C. famata 9 15,52%
C. albicans 6 10,34%
C. haemulonii 6 10,34%
S. ciferrii 5 8,62%
C. lipolytica 4 6,90%
C. guilliermondii 3 5,17%
C. tropicalis 3 5,17%

* 11 amostras acarretaram em duvida entre duas ou trés espécies.
Stephanoascus ciferrii ¢ o teleomorfo do anamorfo Candida ciferrii.

Quadro 12: Distribuiciio das espécies por nivel de confianca para o VITEK® 2 Compact.

Nivel de confianga Numero de ocorréncias por Relag¢do em porcentagem
nivel de confianca
Excelente (96 a 99%) 18 31,03%
Muito bom (93 a 95%) 9 15,52%
Bom (89 a 92%) 11 18,97%
Aceitavel (85 a 88%) 9 15,52%
Fraca discriminagao* 11 18,97%

* A fraca discriminagdo ocorre quando ha uma identificagdo multiopcional entre 2 ou 3 microrganismos do
mesmo género onde totalizam 100%. Além dos niveis citados acima, existem também: o ndo identificado, que ¢
quando ocorre auséncia de pureza e/ou densidade, perfil bioldgico atipico, dentre outros; € o que nao
corresponde a nenhum grupo taxonémico na base de dados.




Quadro 13a: Resultados das amostras e referéncias para o VITEK® 2 Compact.
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Amostra Espécie / Nivel de confianca
399/08 upd d/e S. ciferrii / 85%
400/08 ugpd d/e C. lipolytica | 99%
519/08 uqd e/B C. famata | 91%
519/08 uqd e/V C. albicans | 92%
546/08 uqd C. parapsilosis | 95%
571/08 uqd C. famata / 88%
594/08 upd pool I * C. parapsilosis | 86%
594/08 upd pool 11 C. parapsilosis | 97%
601/08 uqd C. lipolytica | 97%
606/08 updh d/e C. albicans / 99%
607/08 upd C. parapsilosis | 98%
608/08 updh d/e I C. famata / 89%
608/08 updh d/e I1 S. ciferrii / 85%
625/08 updh d/e 1 C. famata / 50% ou C. parapsilosis / 50%
625/08 updh d/e 11 C. lipolytica | 88%
652/08 uqd e C. albicans | 51% ou C. famata | 49%
662/08 pdint d/e C. parapsilosis | 98%
666/08 updh d/e C. haemulonii / 93%
671/08 updh d/e C. famata | 50% ou C. guilliermondii / 50%
11/09 pdplant d/e I C. haemulonii / 95%
11/09 pdplant d/e 11 C. lipolytica | 98%
22/09 cut pool I C. parapsilosis | 99%
22/09 cut pool 11 C. tropicalis | 99%
24/09 uqd d/e C. albicans / 99%
26/09 uqd d C. tropicalis /| 94%
37/09 cut mi C. parapsilosis | 99%
43/09 updh d/e C. albicans / 99%
46/09 updh e C. parapsilosis | 98%
49/09 uqd pool 1 C. tropicalis | 98%
49/09 uqd pool 11 C. famata / 50% ou C. parapsilosis / 50%
49/09 upd pool 11T C. albicans / 99%
52/09 uqd * Cryptococcus laurentii | 85%
55/09 cut ing C. albicans | 99%
56/09 uqd C. parapsilosis | 98%
57/09 uqd d/e S. ciferrii / 90%
60/09 pdint d/e C. famata / 50% ou C. parapsilosis / 50%
62/09 upd C. famata / 89%
71/09 updh d/e C. parapsilosis | 89%

sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.

Stephanoascus ciferrii € o teleomorfo do anamorfo Candida ciferrii.
Niveis de confianga: Excelente: entre 96 ¢ 99%; Muito bom: entre 93 e 95%; Bom: entre 89 ¢ 92%; Aceitavel:

entre 85 e 88%; e Fraca discriminago: quando 2 ou 3 escolhas somam 100%.

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por ndo ter




Quadro 13b: Resultados das amostras e referéncias para o VITEK® 2 Compact (continuacio).

Amostra Espécie / Nivel de confianca
78/09 cut nad * Cryptococcus laurentii / 90%
84/09 uqd pool S. ciferrii / 94%
107/09 upd C. haemulonii / 92%
111/09 uqd d/e * Nao identificada
118/09 uqd pool * Nao identificada
125/09 pdplant C. famata | 87%
126/09 pdint C. parapsilosis | 96%
136/09 uqd S. ciferrii / 50% ou C. albicans / 50%
140/09 uqd S. ciferrii / 90%
145/09 cut mama C. famata | 49% ou C. parapsilosis / 51%
152/09 updh d/e C. famata / 50% ou C. parapsilosis / 50%
153/09 uqd d/e C. haemulonii | 89%
154/09 uqd d S. ciferrii / 33% ou C. albicans / 33% ou C. famata / 33%
175/09 pdplant C. famata | 89%
184/09 updh d/e C. famata / 85%
187/09 uqd C. guilliermondii | 86%
189/09 updh d C. haemulonii / 94%
190/09 pdint * Trichosporon mucoides | 98%
209/09 uqd C. famata | 95%
217/09 updh d/e C. haemulonii / 87%
218/09 upd C. guilliermondii | 94%
230/09 updh d/e S. ciferrii / 49% ou C. haemulonii /| 51%
233/09 cut mi C. parapsilosis | 91%
240/09 uqd d/e C. famata |/ 87%
247/09 updh d 1 C. guilliermondii / 93%
247/09 updh d 11 * Trichosporon asahii | 85%
254/09 cut ccab C. famata / 50% ou C. parapsilosis / 50%
C. albicans sor. A C. guilliermondii | 85%
C. albicans sor. B C. albicans | 94%
C. dubliniensis S. ciferrii / 85%
C. glabrata C. parapsilosis | 93%
C. guilliermondii Nao identificada
C. kefyr S. ciferrii / 85%
C. krusei C. guilliermondii | 95%
C. lusitaniae C. lusitaniae | 97%
C. parapsilosis Nao identificada
C. tropicalis C. tropicalis | 98%

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por ndo ter
sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.

Stephanoascus ciferrii ¢ o teleomorfo do anamorfo Candida ciferrii.
Niveis de confianga: Excelente: entre 96 € 99%; Muito bom: entre 93 e 95%; Bom: entre 89 ¢ 92%; Aceitavel:

entre 85 e 88%; e Fraca discriminag@o: quando 2 ou 3 escolhas somam 100%.
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Nos quadros 14 a 16 cruzamos os resultados do VITEK® 2 Compact com os resultados

do 4gar Mycosel e CHROMagar Candida.

Quadro 14: Resultados do VITEK® 2 Compact e dgar Mycosel.

Resultados do VITEK" 2 Resultados no agar Mycosel

Compact Resistentes Sensiveis

C. parapsilosis (11) 3 8

Candida spp. (11) 6 5

C. famata (9) 3 6

C. albicans (6) 6 0

C. haemulonii (6) 5 1

S. ciferrii* (5) 5 0

C. lipolytica (4) 4 0

C. guilliermondii (3) 2 1

C. tropicalis (3) 2 1

* Stephanoascus ciferrii € o teleomorfo do anamorfo Candida ciferrii.

Para o cruzamento dos resultados do VITEK® 2 Compact e o Mycosel apenas cinco
dos espécimes identificados ao nivel de espécie se comportaram de forma diferente da
literatura, foram: trés espécimes de C. parapsilosis, uma de C. haemulonii ¢ uma de C.

guilliermondii.

Quadro 15: Resultados do VITEK® 2 Compact e CHROMagar Candida.

Resultados do Resultados no CHROMagar Candida
VITEK® 2 Compact Verdes Azuis Brancas a Rosas | Violetas Sem
(13) (2) (35) (%) crescimento
A3)
C. parapsilosis (11) 0 0 11 0 0
Candida spp. (11) 3 0 7 1 0
C. famata (9) 0 0 9 0 0
C. albicans (6) 6 0 0 0 0
C. haemulonii (6) 0 0 1 4 1
S. ciferrii* (5) 3 0 2 0 0
C. lipolytica (4) 0 0 2 0 2
C. guilliermondii (3) 0 0 3 0 0
C. tropicalis (3) 1 2 0 0 0

* Stephanoascus ciferrii é o teleomorfo do anamorfo Candida ciferrii.
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Dos resultados cruzados entre a bioqimica do VITEK® 2 Compact e o meio

cromogénico, das amostras identificadas ao nivel de espécie, foram observados que: (1) houve

uma coloragdo ndo preconizada pelo fabricante, a violeta; (2) trés espécimes (uma C.

haemulonii e duas C. lipolytica) nao demonstraram desenvolvimento algum quando no meio

cromogénico; (3) quatro espécimes de C. haemulonii evidenciaram na cor violeta com pouco

ou nenhum crescimento; e (5) trés S. ciferri e uma C. tropicalis se pigmentaram de cor verde.

Quadro 16: Resultados de fraca discrimina¢iio do VITEK® 2 Compact e CHROMagar Candida.

Amostras Resultados do VITEK®™ 2 Resultados no CHROMagar
Compact Candida
625/08 updh d/e 1 C. famata ou C. parapsilosis Rosa
652/08 ugd e C. albicans ou C. famata Verde
671/08 updh d/e C. famata ou C. guilliermondii Branca a Rosa
49/09 uqd pool 11 C. famata ou C. parapsilosis Branca
60/09 pdint d/e C. famata ou C. parapsilosis Branca
136/09 ugd S. ciferrii ou C. albicans Verde
145/09 cut mama C. famata ou C. parapsilosis Branca
152/09 updh d/e C. famata ou C. parapsilosis Branca
154/09 ugd d S. ciferrii, C. albicans ou C. Verde
famata
230/09 updh d/e S. ciferrii ou C. haemulonii Violeta
254/09 cut ccab C. famata ou C. parapsilosis Branca

updh = ungueal pododactolo halux; ugd = ungueal quirodactilo; pdint = pododactilo interdigital; cut = cuténeo;
d/e = direito e esquerdo; e = esquerdo; mama = seios; d = direito; ccab = couro cabeludo.

Para os resultados de fraca discriminagdo do VITEK® 2 Compact ¢ o meio

cromogénico foram observados: (1) seis amostras ficaram entre ser C. famata ou C

parapsilosis com coloragao branca/rosa; (2) a amostra 652/08 ugd e ¢ sugestiva de C. albicans

por conta da cor verde no meio cromogénico; (3) de acordo com nossos resultados a amostra

230/09 updh d/e é sugestiva de C. haemulonii por conta da coloragdo violeta; e (4) as demais

amostras a coloracdo das colonias no CHROMagar Candida nao soluciona a duavida do

VITEK® 2 Compact.
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As figuras 31 a 34 apresentam as quatro amostras identificadas presuntivamente como
espécies do género Candida nao confirmadas por este estudo, assim sendo removidas da

contagem geral das amostras para candidiase.

Figura 31: Amostra 52/09 uqd identificada como Cryptococcus laurentii pelo VITEK® 2 Compact. (a) 4 dias
a temperatura ambiente em SDA. Placas de Petri 90x15mm. (b) 2 dias a 37°C em CHROMagar Candida. Placas
de Petri 60x15mm. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital
(Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 10X.
SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; ugd = ungueal quirodactilo.

Figura 32: Amostra 78/09 cut nad identificada como Cryptococcus laurentii pelo VITEK® 2 Compact. (a) 4
dias a temperatura ambiente em SDA. Placas de Petri 90x15mm. (b) 2 dias a 37°C em CHROMagar Candida.
Placas de Petri 60x15mm. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica
digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolucéo de
10X. SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; cut = cutaneo; nad = nadegas.
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Figura 33: Amostra 190/09 pdint identificada como Trichosporon mucoides pelo VITEK® 2 Compact. (a) 4
dias a temperatura ambiente em SDA. Placas de Petri 90x15mm. (b) 2 dias a 37°C em CHROMagar Candida.
Placas de Petri 60x15mm. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica
digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolucéo de
10X. SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; pdint = pododactilo interdigital.

Figura 34: Amostra 247/09 updh d 11 identificada como Trichosporon asahii pelo VITEK® 2 Compact. (a) 4
dias a temperatura ambiente em SDA. Placas de Petri 90x15mm. (b) 2 dias a 37°C em CHROMagar Candida.
Placas de Petri 60x15mm. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da cdmera fotografica
digital (Sansung Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolucdo de
10X. SDA = 4gar Sabouraud-dextrose a 4%; pdint = pododactilo interdigital.

As figuras 35 e 36 mostram as duas amostras identificadas presuntivamente como
espécies do género Candida ndo identificadas pela bioquimica do VITEK® 2 Compact, assim

sendo removidas da contagem geral das amostras para candidiase.
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Figura 35: Amostra 111/09 uqd de nao identificada pelo VITEK"® 2 Compact. (a) 4 dias a temperatura
ambiente em SDA. Placas de Petri 90x15mm. (b) 2 dias a 37°C em CHROMagar Candida. Placas de Petri
60x15mm. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da cAmera fotografica digital (Sansung
Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 10X. SDA = 4gar
Sabouraud-dextrose a 4%; ugd = ungueal quirodactilo.

Figura 36: Amostra 118/09 uqd pool nao identificada pelo VITEK® 2 Compact. (a) 4 dias a temperatura
ambiente em SDA. Placas de Petri 90x15mm. (b) 2 dias a 37°C em CHROMagar Candida. Placas de Petri
60x15mm. Fotos obtidas por captura da imagem por apoio da objetiva da camera fotografica digital (Sansung
Digimax 201) na ocular do microscopio esterescopio (StudarLab/Labimex) com resolugdo de 10X. SDA = agar
Sabouraud-dextrose a 4%; ugd = ungueal quirodactilo.

Nos quadros 17 e 18 encontramos todas as amostras e referéncias cruzadas com as

técnicas a partir do BHI acrescido de cloranfenicol.




Quadro 17a: Amostras e técnicas realizadas apos exame direto e cultura inicial.
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Amostras BHI SDA MYA SDA H,O Chromagar TG SDA SDA Vitek”™ 2 Compact (NC em %) Idade e
2008 Clo. Tubo I Placa destilada Candida NaCl 42-45°C Género
399/08 upd d/e +B +T + LTB + branca Neg nr nr S. ciferri 85% 72M
400/08 ugpd d/e +B +T + L + branca Neg nr nr C. lipolytica 99% 73 F
519/08 uqd e/B +B + + L + branca Neg nr nr C. famata 91% 62 F
519/08 uqd e/V +B + + L + verde + + + C. albicans 92% 62 F
546/08 uqd +B +T Neg LT + branca Neg nr nr C. parapsilosis 95% 51F
571/08 uqd + BB + + LB + branca Neg nr nr C. famata 88% 33 F
594/08 upd pool 1 +B +T Neg L + branca/rosa Neg nr nr C. parapsilosis 86% 08 M
594/08 upd pool 11 +B +T Neg L + branca/rosa Neg nr nr C. parapsilosis 97% 08 M
601/08 uqd + BB + + L + branca Neg nr nr C. lipolytica 97% 55M
606/08 updh d/e +B +T + L + verde + + + C. albicans 99% 42 F
607/08 upd + BB + Neg L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 98% 66 M
608/08 updh d/e I +B +T Neg L + branca/rosa Neg nr nr C. famata 89% 39F
608/08 updh d/e I1 +B +T + L + branca Neg nr nr S. ciferrii 85% 39F
625/08 updh d/e I +B +T Neg L + rosa Neg nr nr C. famata 50% ou 65 F
C. parapsilosis 50%
625/08 updh d/e 11 +B +T + L + s/c Neg nr nr C. lipolytica 88% 65 F
652/08 uqd e +B + + L + verde + + + C. albicans 51% ou 57F
C. famata 49%
662/08 pdint d/e + BB +T Neg LT + branca Neg nr nr C. parapsilosis 98% 50F
666/08 updh d/e +B + + L + branca/rosa Neg nr nr C. haemulonii 93% 67F
671/08 updh d/e + BB +T + L + branca/rosa Neg nr nr C. famata 50% ou 33 F

C. guilliermondii 50%

BHI Clo. = infus@o cérebro coragdo acrescido de cloranfenicol; SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; MYA = agar Mycosel; H,O destilada = estoque em 4gua destilada
estéril; TG = tubo germinativo; NaCl = cloreto de sodio.
(+) = positivo; Neg = negativo; B = presenga de bactéria; BB = persisténcia bacteriana; T = presenca de Trichosporon; L = levedura; s/c = sem crescimento; nr = ndo

realizada; NC = nivel de confianga; M = masculino; F = feminino.

uqd = ungueal quirodactilo; upd = ungueal pododactilo; updh = ungueal pododactilo halux; ugpd = ungueal quiro e pododactilo; pdint = pododactilo interdigital; pdplant =
pododactilo plantar; cut = cutineo; pool = mistura; mi = membro inferior; nad = nadegas; ing = inguinal; mama = mamario; ccab = coro cabeludo; d = direito; e = esquerdo;
d/e = direito e esquerdo.




Quadro 17b: Amostras e técnicas realizadas apos exame direto e cultura inicial (continuacio).
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Amostras BHI SDA MYA SDA H,O Chromagar TG SDA SDA Vitek”™ 2 Compact (NC em %) Idade e

2009 Clo. Tubo I Placa destilada Candida NaCl 42-45°C Género
11/09 pdplant d/e 1 +B +T + L + s/c Neg nr nr C. haemulonii 95% 38 M
11/09 pdplant d/e 11 +B +T + L + s/c Neg nr nr C. lipolytica 98% 38 M
22/09 cut pool I +B + Neg L + branca/rosa Neg nr nr C. parapsilosis 99% 30F
22/09 cut pool 11 +B + + L + azul Neg nr nr C. tropicalis 99% 30F
24/09 uqd d/e + + + L + verde + + + C. albicans 99% 54 M
26/09 uqd d + BB + + L + azul Neg nr nr C. tropicalis 94% 81F
37/09 cut mi +B + Neg L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 99% 58 F
43/09 updh d/e + + + L + verde + + + C. albicans 99% 65F
46/09 updh e + + + L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 98% 46 F
49/09 uqd pool I + BB + Neg L + verde Neg + + C. tropicalis 98% 54 F
49/09 uqd pool 1T +B + + L + branca Neg nr nr C. famata 50% ou C. 54 F

parapsilosis 50%
49/09 upd pool 11T +B + + L + verde + + + C. albicans 99% 54 F
52/09 uqd + + + L + branca Neg nr nr Cryptococcus laurentii 85% 11F
55/09 cut ing + BB + + L + verde + + + C. albicans 99% 47F
56/09 uqd + BB + + L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 98% 27F
57/09 uqd d/e +B + + L + verde + + + S. ciferrii 90% 76 F
60/09 pdint d/e + +T + L + branca Neg nr nr C. famata 50% ou 30M
C. parapsilosis 50%

62/09 upd + BB + Neg L + branca Neg nr nr C. famata 89% 85F
71/09 updh d/e +B + + L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 89% 58 F
78/09 cut nad +B + Neg L + branca Neg nr nr Cryptococcus laurentii 90% 11F
84/09 uqd pool + BB + + L + verde + + + S. ciferrii 94% 49 F
107/09 upd + + + L + violeta Neg nr nr C. haemulonii 92% 32M
111/09 uqd d/e +B + + L + branca Neg nr nr Nao identificada 54 F
118/09 uqd pool + + + L + violeta Neg nr nr Nao identificada STF
125/09 pdplant + + + L + branca Neg nr nr C. famata 87 % 59 F

BHI Clo. = infus@o cérebro coragdo acrescido de cloranfenicol; SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; MYA = agar Mycosel; H,O destilada = estoque em 4gua destilada
estéril; TG = tubo germinativo; NaCl = cloreto de sddio.
(+) = positivo; Neg = negativo; B = presenga de bactéria; BB = persisténcia bacteriana; T = presenca de Trichosporon; L = levedura; s/c = sem crescimento; nr = ndo

realizada; NC = nivel de confianga; M = masculino; F = feminino.

uqd = ungueal quirodactilo; upd = ungueal pododactilo; updh = ungueal pododactilo halux; ugpd = ungueal quiro e pododactilo; pdint = pododactilo interdigital; pdplant =
pododactilo plantar; cut = cutineo; pool = mistura; mi = membro inferior; nad = nadegas; ing = inguinal; mama = mamario; ccab = coro cabeludo; d = direito; e = esquerdo;
d/e = direito e esquerdo.
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Quadro 17¢c: Amostras e técnicas realizadas apés exame direto e cultura inicial (continuacio).
Amostras BHI SDA MYA SDA H,O Chromagar TG SDA SDA Vitek”™ 2 Compact (NC em %) Idade e
2009 Clo. Tubo I Placa destilada Candida NaCl 42-45°C Género
126/09 pdint + + Neg L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 96% 30F
136/09 uqd +B + + L + verde + + + S. ciferrii 50% ou 79 F
C. albicans 50%
140/09 uqd +B + + L + verde + + + S. ciferrii 90% 86 F
145/09 cut mama + + Neg L + branca Neg nr nr C. famata 49% ou 73 F
C. parapsilosis 51%
152/09 updh d/e + + Neg L + branca Neg nr nr C. famata 50% ou 50F
C. parapsilosis 50%
153/09 uqd d/e + + + L + violeta Neg nr nr C. haemulonii 89% 28M
154/09 uqd d + + + L + verde + + + S. ciferrii 33% ou C. albicans 62 F
33% ou C. famata 33%

175/09 pdplant + + Neg L + rosa Neg nr nr C. famata 89% 50M

184/09 updh d/e + + Neg L + rosa Neg nr nr C. famata 85% 58 F

187/09 uqd + BB + Neg L + rosa Neg nr nr C. guilliermondii 86% 71F
189/09 updh d + + + L + violeta Neg nr nr C. haemulonii 94% 48 F
190/09 pdint + + + L + branca/rosa Neg nr nr Trichosporon mucoides 98% 63 F
209/09 uqd + + Neg L + rosa Neg nr nr C. famata 95% 61 F
217/09 updh d/e + + Neg L + violeta Neg nr nr C. haemulonii 87% 54F
218/09 upd + + + L + branca Neg nr nr C. guilliermondii 94% 32 F
230/09 updh d/e + + Neg L + violeta Neg nr nr S. ciferrii 49% ou 65F

C. haemulonii 51%

233/09 cut mi + Neg L + branca/rosa Neg nr nr C. parapsilosis 91% 58 M
240/09 uqd d/e + BB + Neg LB + branca/rosa Neg nr nr C. famata 87% 39F
247/09 updh d 1 + BB +T + L + branca/rosa Neg nr nr C. guilliermondii 93% 35M

247/09 updh d I + + + L + branca/rosa Neg nr nr Trichosporon asahii 85% 35M
254/09 cut ccab + + Neg L + branca Neg nr nr C. famata 50% ou 14 M

C. parapsilosis 50%

BHI Clo. = infuso cérebro coragdo acrescido de cloranfenicol; SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; MYA = agar Mycosel; H,O destilada = estoque em agua destilada
estéril; TG = tubo germinativo; NaCl = cloreto de sodio.
(+) = positivo; Neg = negativo; B = presenga de bactéria; BB = persisténcia bacteriana; T = presenga de Trichosporon; L = levedura; s/c = sem crescimento; nr = ndo

realizada; NC = nivel de confianga; M = masculino; F = feminino.

uqd = ungueal quirodactilo; upd = ungueal pododéctilo; updh = ungueal pododactilo halux; uqpd = ungueal quiro e pododactilo; pdint = pododactilo interdigital; pdplant =
pododactilo plantar; cut = cutaneo; pool = mistura; mi = membro inferior; nad = nadegas; ing = inguinal; mama = mamario; ccab = coro cabeludo; d = direito; e = esquerdo;
d/e = direito e esquerdo.




Quadro 18: Referéncias e técnicas realizadas.
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Amostras BHI SDA MYA SDA H,O Chromagar TG SDA SDA Vitek”™ 2 Compact (NC em %) | Referéncia
Controles Clo. Tubo I Placa destilada Candida NaCl 42-45°C
C. albicans sor. A + + + L + verde + + + C. guilliermondii 85% 36801
C. albicans sor. B + + + L + verde + + + C. albicans 94% 36802
C. dubliniensis + + + L + verde + Neg Neg S. ciferrii 85% MYA-646
C. glabrata + + + L + branca Neg nr nr C. parapsilosis 93 % 2001
C. guilliermondii + + + L + branca Neg nr nr Nao identificada 6260
C. kefyr + + + L + branca/rosa Neg nr nr S. ciferrii 85% 46764
C. krusei + + Neg L + rosa/rugosa Neg nr nr C. guilliermondii 95% 34135
C. lusitaniae + + Neg L + branca Neg nr nr C. lusitaniae 97% 34449
C. parapsilosis + + Neg L + branca Neg nr nr Nao identificada 22019
C. tropicalis + + Neg L + azul Neg nr nr C. tropicalis 98% 1600

BHI Clo. = infus@o cérebro coragdo acrescido de cloranfenicol; SDA = agar Sabouraud-dextrose a 4%; MYA = agar Mycosel; H,O destilada = estoque em 4gua destilada
estéril; TG = tubo germinativo; NaCl = cloreto de sddio.
(+) = positivo; Neg = negativo; L = levedura; nr = ndo realizada; NC = nivel de confianga.
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6 DISCUSSAO

Para a realizagdo deste trabalho, os dois critérios de inclusdo foram: solicitagdo
médica, o que auxilia nas hipdteses diagndsticas, e a confirmagdo de que os pacientes nao
estavam utilizando medicacao antifiingica, seja ela sistémica ou tdpica, para evitar diagndstico

falso negativo.

O tipo e a qualidade da amostra clinica, submetida ao diagndstico, sdo fatores
importantes no sucesso do isolamento e identificagdo do verdadeiro agente etiologico. Sendo
assim, o procedimento de coleta ¢ a etapa mais valiosa do diagnostico, pois ¢ a partir dela que
se realizara toda a seqliéncia. A assepsia na coleta ¢ fator bésico para a reducdo de
contaminantes, € o volume da amostra deve ser suficiente para o exame direto, semeadura nos
meios de culturas e de preservacdo da amostra para futuras comparagdes. Por estes movitos
diferentes autores em micologia ¢ a ANVISA ressaltam a importancia da amostra clinica

(ANVISA, 2004).

Pele e as unhas foram os principais sitios de infec¢do, por isso o raspado cutaneo foi
realizado utilizando ldmina de microscopia limpas com élcool a 70% ou lamina de bisturi
descartavel, logo a amostra clinica foi acondicionada entre duas laminas e estas envoltas por
papel e identificadas. A ANVISA determina o uso de fita adesiva para vedar as duas laminas,
preferimos o papel, pois assim identificamos o paciente no mesmo. Para as unhas ¢ que se
requereu raspar a regido da hiperceratose, coletando-se a amostra clinica da regido mais

profunda da unha (ANVISA, 2004).

DORKO et al. (2002), SOUZA et al. (2007) e GODOY-MARTINEZ et al. (2009)

relatam o uso do alcool a 70% para limpeza das lesdes cutineas antes do raspado para
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obtencdo da amostra clinica, assim como em nosso trabalho, porém MIRANDA et al. (2005) e

MARTINS et al. (2007) ndo entraram em detalhe quanto a limpeza e procedimentos da coleta.

No quadro 4 da pagina 73 de resultados, comparamos os dados de género, idade e
sitios de infec¢do. Onde podemos observar: (1) maior incidéncia em mulheres; (2) que entre
47 e 73 se encontraram mais da metade dos pacientes; (3) que a média de idade foi superior a
50 anos; (4) que as amostras tanto quirodactilas, pododéctilas e cutaneas incidiram mais nas
mulheres; (5) e tanto amostras ungueais quirodactilas e pododéctilas também incidiram mais

em mulheres.

Paroniquia e onicomicose afetam predominantemente as maos de mulheres, como
governantas, empregadas, lavadeiras, cozinheiras, dentre outras, onde que comumente estao

expostas a traumas de trabalho conforme desrito por SIMONETTI et al. (2004).

ARENAS, RUIZ-ESMENJAUD (2004) relataram que a onicomicose envolve mais
comumente as unhas dos dedos dos pés em comparagdao com as das maos, salvo nas infec¢des
por Candida, porém o que encontramos foram 51,92% pododactilos e 34,62% quirodactilos.
Porém DORKO et al. (2002), SOUZA et al. (2007) e GODOY-MARTINEZ et al. (2009)
confirmam que a incidéncia da onicomicose por Candida envolve mais as unhas dos dedos

das maos em comparagdo com as dos pés.

De acordo com nossos dados a frequéncia foi maior em mulheres do que em homens,
salvo DORKO et al. (2002) onde observado mais em homens do que em mulheres. Vale
ressaltar também que a principal ocupagdo que envolve mulheres, em nosso trabalho, foi a de

dona de casa 9/51 (17,65%) e aposentadas 5/51 (9,80%).

DORKO et al. (2002) descreveram a faixa etaria entre 50 e 70 anos e média de idade
dos pacientes de 55,2 anos; MIRANDA et al., (2005) relatam a faixa etaria entre 41 e 60 anos
com 67,37% pacientes dentro desta; comparando com nosos dados: faixa etaria entre 47 e 73
anos com 52,94% dos pacientes inclusos € média de idade de 51,97 anos, resultados estes nao

muito distantes entre si.

Em relagdo ao sitio de infeccdo, a maior frequencia em nossos resultados (40/52,

76,92%) e nos outros autores, salvo o GODOY-MARTINEZ et al. (2009) foram para as
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amostras ungueais. E dentre nossas amostras ungueais a de maior ocorréncia sdo as
pododactilas (21/52 40,38%) em comparacao com as quirodactilas (18/52, 34,62%), e quanto
ao género, tanto as quirodactilas (15/52, 28,84%) como as pododactilas (16/52, 30,77%)
prevaleceram nas mulheres. Em DORKO et al. (2002), SOUZA et al. (2007) e GODOY-
MARTINEZ et al. (2009) prevaleceram as amostras quirodactilas, somente em MIRANDA et
al. (2005) que ha a prevaléncia em pododactilas. Quanto ao género, DORKO et al. (2002)
relataram prevaléncias das amostras ungueais quirodactilas para mulheres e ungueais
pododactilas para homens; em MIRANDA et al. (2005) prevaleceram as amostras ungueais

quirodactilas e pododactilas para mulheres.

As nossas amostras cutaneas foram de 6/52 (11,54%) distribuidas em diferentes sitios,
como corpo (“pool”), inguinal (virilha), couro cabeludo e membro inferior, este Gltimo com
duas amostras. MIRANDA et al. (2005) também relataram amostras cutineas entre
interdigitais e virilhas de 29/190 (15,26%). Em nosso trabalho e em MIRANDA et al. (2005)
as amostras quirodactilas e pododactilas, em comparacdo com as cutaneas, foram as mais

observadas.

O exame direto ¢ a primeira etapa do diagnostico laboratorial micolégico em geral,
indicando na maioria das vezes, se 0 material examinado contém ou nao estruturas fungicas,
permitindo assim uma informac¢do imediata ao laboratorista nos passos a seguir. Como a
maioria das espécies do género Candida faz parte da microbiota normal humana, ndo somente
encontrar a levedura nos diz que a infecgdo ¢ causada por ela, devendo assim levar em conta a

carga parasitaria (ANVISA, 2004).

Considera-se exame direto de material clinico, preparagcdes montadas entre lamina e
laminula, imersas em uma substancia que facilite a visualizagdo microscopica (SIDRIM,
ROCHA, 2004). O material clinico ¢ composto de lipidios e proteinas que sdo sensiveis ao
tratamento alcalino, o que provoca saponificagdo de lipidios e também a hidrdlise de
proteinas. O fungo possui parede celular rica em polissacarideos, que além de serem
resistentes a hidrolise alcalina a quente, muitos desses sdo insoluveis em alcali. Com isso
ocorre uma desorganiza¢do das células do hospedeiro, mas com manutencdo e evidencia¢ao

das leveduras, decorrente do clarificante KOH a 20%.
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Em se tratando de escamas de pele e fragmentos de unhas, deve-se ter o cuidado com a
espessura do material a ser analisado, quanto mais fino, melhor o clarificante desempenha sua

funcdo e mais facil sera a visualizacao dos elementos fungicos.

Quanto ao exame direto MIRANDA et al. (2005) utilizou KOH a 40%, DORKO et al.
(2002), MARTINS et al. (2007), SOUZA et al. (2007) ¢ GODOY-MARTINEZ et al. (2009)
utilizaram KOH a 20%, estes dois ultimos adicionaram “ink blue” ao exame direto, com a

finalidade de facilitar a observagao das estruturas.

A positividade para um exame direto com suspeita de candidiase deve evidenciar
principalmente a presenga de blastoconidios. A ANVISA (2004) relata que o aspecto
morfologico do exame direto pode revelar ndo sé blastoconidios como também pseudohifas.
As principais caracteristicas que foram observadas em nossas amostras para serem
consideradas suspeitas de levedurose foram a carga parasitaria e a presenca de blastoconidios

gemulantes ou nao.

A cultura ¢ absolutamente necessaria para o isolamento e identificacdo do fungo apds
o exame direto. Entende-se por isolamento primério a capacidade que os microrganismos
apresentam de crescer, a partir do material clinico, em um meio de cultura basal. O 4gar de
Sabouraud ¢ o principal meio de cultura usado em micologia, utiliza-se para o cultivo
primario geral dos fungos, por se tratar de um meio nao seletivo. A composi¢do do agar
Sabouraud foi, inicialmente, proposta por Raymond Sabouraud, em 1904, e vem apresentando
diferentes modificagdes com o passar dos anos. O dgar Mycosel ¢ uma dessas variagdes, onde
encontramos a adi¢ao de cloranfenicol e cicloheximida, o que torna o meio seletivo inibindo o
crescimento de bactérias e fungos saprobios e anemofilos, no entanto, pode inibir o
crescimento de fungos patogénicos leveduriformes como também algumas espécies de

Candida (SIDRIM, ROCHA, 2004).

A ANVISA (2004) direciona para o uso do agar Mycosel e a formula classica do agar
Sabouraud com dextrose a 4%. Os dois meios de cultura citados foram utilizados pelos
seguintes motivos: (1) isolamento primario; (2) visualizagdo de organismos de ndo interesse
neste estudo como bactérias, Rhodotorula e Trichosporon; (3) observagdo primaria da
macromorfologia das espécies do género Candida; e (4) primeira tentativa de se isolar a

levedura de interesse quando mescladas com os de ndo interesse neste estudo. Quanto ao uso
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do SDA e MYA, todos os cinco autores com que comparamos nossos dados também o
utilizaram (DORKO et al.,2002; MIRANDA et al., 2005; MARTINS et al., 2007; SOUZA et
al., 2007; GODOY-MARTINEZ et al., 2009).

O isolamento de um fungo em meio de cultura ndo significa, necessariamente, que ele
seja o agente etiologico da infeccdo. A presenca de Candida na microbiota de pacientes pode
resultar em cultura positiva. No entanto, deve-se sempre valorizar o isolamento das espécies
do género Candida quando: (1) a amostra clinica se mostrou positiva no exame direto; (2)
lesdo de micose cutanea; (3) paciente imunodeprimido ou debilitado; e (4) paciente em uso de

antibidtico por longo tempo (ANVISA, 2004).

Comumente leveduras se desenvolvem mescladas com bactérias no isolamento
primario, e ¢ absolutamente essencial obter culturas puras para dar prosseguimento a todas as

outras etapas (LARONE, 2002), seja ela de diagnostico ou de pesquisa.

O BHI ¢ um meio enriquecido recomendado para microrganismos fastidiosos, para
obtencdo, em menor tempo de cultura com melhor desenvolvimento. A ANVISA (2004)
recomenda este meio com 50 mg/L de cloranfenicol, porém nds o utilizamos com 500 mg/L

(0,5 g/L) para diminuir os contaminantes bacterianos e isolar o fungo de interesse.

Mesmo em algumas culturas de isolamento primario ndo demonstrando a presenca
bacteriana, todas as amostras foram inoculadas em BHI acrescido de cloranfenicol, para
termos a certeza de mesmo aquelas ndo vistas, terem sido diminuidas. Mas como relatamos
nos resultados 15 (25,86%) de 38 (65,52%) amostras persistiram a contaminacdo bacteriana,
necessitando assim de uma nova cultura no BHI acrescido de cloranfenicol mais a solugao de
cloranfenicol a 5 g/L e benzilpenicilina benzatina a 9,91 g/L. Apés esta etapa as amostras se
apresentaram aparentemente puras para repique em SDA e MYA. Nenhum dos cinco autores
com que comparamos nosso trabalho utilizou meio e solu¢des para reduzir as bactérias além

no MYA.

Colonias leveduriformes obtidas de amostras clinicas, s6 devem ser identificadas
quando estiverem homogéneas, ou seja, sem contaminacdo bacteriana ou em mistura de

espécies. Para tanto, deve ser realizado o plaqueamento de cada amostra para verificacao da
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macromorfologia. Assim de cada col6nia deve ser feito um repique em SDA para sua

identificacdo (ANVISA, 2004).

Além de verificarmos todos os parametros para a macromorfologia apresentados nos
resultados, o plaqueamento das amostras nos mostrou: (1) constatacdo de trés amostras com
persisténcia bacteriana e trés amostras com presenca de Trichosporon; e (2) seis amostras
sugestivas de infecgdes mistas detectadas por diferenga de macromorfologia. Como o
plaqueamento foi realizado por esgotamento por estrias gerando espacamento entre as
coldnias, se pode selecionar a levedura quando misturada com bactérias e/ou Trichosporon; e

separar em duas amostras, as seis com suspeita de infec¢do mista.

A manutencdo de fungos em certos meios de cultura requer muitos cuidados, pois
consomem rapidamente e necessitam repiques freqiientes, gastando tempo e possibilitando
contamina¢do e diminui¢do da viruléncia. Devido a essas dificuldades foram desenvolvidos
outros métodos para conservacao de fungos, como 6leo mineral, areia, silica gel, tecidos secos
dos hospedeiros e agua destilada. A liofilizagdo e a conservagao em nitrogénio liquido sdo

alternativas, embora os resultados sejam variados (DIOGO, SARPIERI, PIRES, 2005).

O processo de Castellani desenvolvido em 1939 para manutencdo da viabilidade de
fungos patogénicos em agua destilada estéril tem sido muito utilizado e modificado, devido:
(1) ao baixo custo e facil manuseio; (2) evitar o desenvolvimento de acarinos; (3) ser aplicada
a todos os fungos de um modo geral; (4) evitar o pleomorfismo; (5) diminuir a possibilidade
de contaminantes bacterianos; e (6) em médio prazo garantir a recuperacdo dos fungos

(BUENO, GALLARDO, 1998; DIOGO, SARPIERI, PIRES, 2005).

MCcGINNIS, PADHYE e AJELLO (1974), entre fungos filamentosos, leveduras e
actinomicetos, 389/417 (93%) foram recuperados entre 60, 48, 24 ¢ 12 meses, em quatro
independetes experimentos. A recuperagdo das espéceis de Candida foi de 100% em todos os
periodos. RODRIGUES, LIRIO ¢ LACAZ (1992), de um total de 174 entre fungos
filamentosos, leveduras e actinomicetos, das 9 espécies de Candida apenas uma foi
recuperada nos quatro periodos (6, 12, 18 e 24 meses), e as outras 8 espéciees recuperadas

apenas em 6 e 12 meses.
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Nossas amostras ficaram menos de um ano em estoque em agua destilada estéril, o que
possibilitou a realizagdo das etapas posteriores. Vale ressaltar algumas observa¢des quando
em estoque: (1) densidade equivalente ao padrao Mc Farland n.° 10, para facilitar a
recuperagdo das leveduras; (2) apds alguns minutos a suspensdo se apresentava com duas
fases, devido a sedimentacdo das leveduras; (3) presenga de goticulas de condensag¢do interna
com o passar do tempo em alguns tubos, sugerindo interferéncia da temperatura externa; (4)
coloragdo amarelada da dgua com ou sem turvagdo com o passar dos dias em alguns tubos,
por se tratar de um estoque para posteriores etapas, muitas vezes os tubos eram abertos, €
mesmo sendo feito a chama do bico de Bunsen, algumas amostras se contaminavam com
bactérias, o que acarretava em turvagdo nos mesmos, constatando isso era feito um repique
em BHI acrescido de cloranfenicol mais a solugcdo de cloranfenicol com benzilpenicilina
seguido de plaqueamento para diminui¢ao quantitativa de bactérias; e (5) presenca de espuma,
bolhas, que ao abrir alguns tubos se percebia a liberagdo de gis e odor caracteristico
fermentativo, sugerindo producdo de CO, em fun¢do de parte do SDA que se encontrava na
agua, ja que o tubo se mantinha fechado proporcionando um ambiente com menor tensao de

0,.

Desde meados de 1950, existem varios meios de cultivo capazes de gerar o
crescimento com cores distintas das colonias, segundo as espécies de leveduras. Nos ultimos
anos, diferentes meios de cultura com adi¢ao de cromogenos tém sido comercializados, esses
possibilitam diferenciar C. albicans de outras leveduras de interesse clinico. Esses meios tém
como fundamento a alteracdo na cor desenvolvida pelas colonias através de indicadores de pH
e fermentacdo de compostos especificos ou substratos cromogénicos. Na década de 90 surgiu
o CHROMagar, que tem sido utilizado para isolar e identificar presuntivamente C. albicans,
C. krusei, C. dubliniensis e C. tropicalis, como também identificar infec¢des mistas. Este
meio se baseia na utilizagdo do substrato B-glicosaminidase que diferencia as leveduras de
acordo com a morfologia e a cor das colonias. A utilizacdo deste meio facilita a detecgdo e a
identificacdo destas leveduras e, também, fornece resultados presuntivos em menor tempo que

os obtidos pelos métodos ja padronizados (ARAUJO et al., 2005).

O CHROMagar Candida a principio foi utilizado para observagdo de quatro cores
distintas, sugerindo assim C. albicans (verde), C. tropicalis (azul), C. krusei (rosa rugosa) ¢ as
demais espécies (branco ao rosa), sendo que C. krusei como Unica espécie onde a morfologia

auxiliava na identificacdo. Com o aparecimento das espécies emergentes aumentando o leque
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de opgdes em agentes etioldgicos para candidiase, este cenario mudou, diferentes autores ja
mencionam: (1) a visualiza¢do de outras cores e tons (claro, escuro, metalico, violeta, roxa,
lilas, dentre outras); (2) padroes de morfologias (liso, brilhoso, opaco, morfologia de bordas
de coldnias); (3) temperatura de incubagao entre 30 e 37°C; (4) tempo maior de incubagdo
chegando a 3 dias; e (5) cultivo de espécies de outros géneros (Cryptococcus, Geotrichum,
Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces e Trichosporon). Essa variedade de cores,
tons, morfologia, temperatura, tempo de incubagdo e géneros se podem observar no trabalho

de GARCIA-MARTOS et al. (1998).

Optamos por seguir a bula do fabricante no que tange a observagdo das cores (verde,
azul, rosa e branca) e tempo de incubagdo de 2 dias a 37°C, exceto por notar duas situacdes
onde algumas amostras mostravam pouco crescimento ou com apenas a mudanga de
coloragdo para violeta; e trés amostras que ndo se desenvolveram no CHROMagar Candida. E
como a cor branca e rosa ndo demonstravam diferenca entre espécies, agrupamos as mesmas

em um unico grupo, que por sinal foi o maior com 35/58 (61,34%).

MARTINS et al. (2007) e SOUZA et al. (2007) utilizaram o meio cromogénico,
enquanto que em DORKO et al. (2002), MIRANDA et al. (2005) e GODOY-MARTINEZ et

al. (2009) nao utiizaram em suas metodologias 0 meio em questao.

Infecgdes mistas podem ser identificadas no CHROMagar, salvo quando mistura de
espécies forem de cor brancas a rosas as duas, onde a morfologia, neste caso pode vir a ajudar
na diferenciacdo. Em nosso trabalho apenas uma infeccdo mista foi detectada no meio
cromogénico, onde uma mistura de colonias brancas e verdes foi observada, e a partir dai,
uma amostra foi reconhecida como duas (57/9/08 uqd e/B e 519/08 uqd e/V). A partir de
diferentes materiais clinicos de um mesmo paciente como descrito em KALCANCI et al.
(2005) e identificadas do mesmo sitio de lesdo com o uso do CHROMagar Candida, em uma

onicomicose, como descrito por LIMA et al. (2008).

A prova do tubo germinativo, descrita por Tschadjian, em 1960, ¢ um método simples
de triagem que permite a distin¢do entre C. albicans ou C. dubliniensis (tubo germinativo
positivo) de outras espécies de levedura (tubo germinativo negativo). O tubo germinativo
aparece como uma extensao da célula leveduriforme, com auséncia de septos, de lados

paralelos e ndo apresentando constric¢do no ponto de conexdo com a célula mae, quando esta
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entra em contato com soro humano ou de outros animais, a temperatura de 37°C, durante 2 a

3 horas (BERARDINELLI, OPHEIM, 1985; SIDRIM, ROCHA, 2004).

Definimos o tempo de incubacao por 2 horas, pois com mais tempo, as outras espécies
de referéncia, sem ser C. albicans e C. dubliniensis, estavam apresentando tubo germinativo
positivo. Outro fator que observamos foi que nem todas as leveduras apresentavam o tubo
germinativo quando as amostras consideradas positivas, porém quando consideradas
negativas, dentro do tempo e temperatura estipulados, ndo desenvolviam tal morfologia. Este

também foi fator para consideramos a prova do tubo germinativo positiva.

A prova do tubo germinativo ja esta consoliada ha tempos na literatura e com algumas
alteracdes desde a sua utilizagdo. O volume se manteve a 0,5 mL de soro humano, de cavalo
ou coelho; a temperatura na literatura varia de 35 a 37°C; o tempo de incubag¢ao encontramos
de 2 a 6 horas, porém com C. albicans gerando tubo germinativo entre 2 e 3 horas; quanto a
preparagdo encontramos desde amostras em suspensdo em salina, agua destilada e diretas do
sangue; € em relacdo a positividade do teste entre autores varia desde a presenca do tubo
germinativo, presenga de 50 % ou 100 células por lamina (BARLOW, ALDERSLEY, 1974;
WARWOOD, BLAZEVIC, 1977, BERARDINELLI, OPHEIM, 1985; SHEPPARD et al.,
2008).

C. albicans e C. dubliniensis se comportam com coloracdo aparentemente verde no
CHROMagar e ambas sdo positivas para a prova do tubo germinativo (AHMAD et al., 2004).
Quando cruzadas as duas etapas, verificamos que 13/58 (22,41%) amostras ficaram verdes no
meio cromogénico e que 12/58 (20,69%) demonstraram tubo germinativo positivo. Até aqui
estas amostras eram sugestivas de serem C. albicans ou C. dubliniensis, salvo a amostra 49/09
ugd pool I que verde no CHROMagar apresentou tubo germinativo negativo. Mais

informagdes a seguir ao cruzarmos estes resultados com as provas bioquimicas.

A diferenciacdo de C. albicans e C. dubliniensis pode ser feita através de
caracterizagdes fenotipicas como: (1) diferenca de tonalidade de verde (claras e escuras) no
CHROMagar; (2) colonias com ou sem fluorescéncia sob UV no SDA “Methyl-blue” 93; (3)
atividade de p-glucosidase; (4) desenvolvimento ou nao em SDA hipertonico; (5)
desenvolvimento ou nao em SDA entre 42-45°C; (6) crescimento diferenciado no agar

semente de Niger; (7) ndo producdo ou producdo de clamidoconidios no agar caseina; (8)
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crescimento diferenciado no 4gar tabaco; dentre outras (MOSAID, SULLIVAN, COLEMAN,
2003; MOSCA et al., 2003; KHAN et al., 2004).

Com a finalidade de diferenciar C. albicans de C. dubliniensis, optamos em realizar as
etapas do SDA hipertdnico e cultivo entre 42-45°C, pois sdo testes ndo onerosos que
apresentam bons resultados. No entanto estas duas etapas foram realizadas apenas nas
amostras que se desenvolveram com coloracdo verde no CHROMagar, ja que estas que

pertinentes aos dois testes complementares.

Para as 13 amostras de coloracio verde no CHROMagar, a cultura em SDA
hipertonico a 37°C apresentou desenvolvimento. Segundo o artigo de ALVES et al. (2002) o
teste de tolerancia ao cloreto de so6dio a 6,5% ¢ tradicional em microbiologia para a
identificagdo de diferentes microrganismos, e que até aquele momento nao tinha sido usado
para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis. Da mesma forma as 13 amostras de coloracao
verde no CHROMagar apresentaram desenvolvimento no SDA entre 42-45°C. Apos estas
duas etapas de testes, as amostras de coloracdo verde sugestivas de C. albicans ou C.
dubliniensis passaram a indicar C. albicans, exceto a amostra 49/09 uqd pool I, por conta do

tubo germinativo negativo.

ALVES et al. (2002) de um total de 266 isolados clinicos mais trés referéncias,
totalizando 250 C. albicans ¢ 19 C. dublininesis, constataram que todos os isolados de C.
albicans exibiram desenvolvimento significativo no adgar Sabouraud hipertonico com 4 dias,
enquanto que todos os isolados de C. dubliniensis ndo exibiram qualquer crescimento

detectavel visualmente durante o mesmo periodo.

AKGUL e CERIKCIOGLU (2009) em um estudo com 300 amotras positivas para
tubo germinativo identificadas presuntivamente como C. albicans, realizou 7 testes
fenotipicos, incluindo crescimento entre 42-45°C e Sabouraud hipertdnico com 6,5% de
NaCl, mais o API ID 32 C e o PCR como identificacao definitiva. Do total de 300 amostras
duas foram identificadas como C. dubliniensis pelos testes definitivos e apenas pelo teste
fenotipico para o Sabouraud hipertdnico, os demais testes para as amostras apresentaram

resultados falso positivos para C. albicans.
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O desenvolvimento entre 42 e 45°C, principalmete entre 45°C fixo ¢ uma forma
fenotipica de se diferenciar C. albicans de C. dubliniensis (PINEDA et al., 2008). PINJON et
al. (1998) investigou o desenvolvimento de 120 isolados de C. dubliniensis ¢ 98 de C.
albicans a 42 e 45°C no agar Sabouraud-glucose a 2% e em outro meio composto de peptona
e dextrose. Nenhum dos 120 isolados de C. dubliniensis se desenvolveu a 45°C em ambos os
meios de cultura, enquanto que 11 foram capazes de se desenvolver a 42°C no agar
Sabouraud-glucose a 2%. Por outro lado, todos os isolados de C. albicans, exceto um, se

desenvolveram em ambos os meios a 45°C.

O sistema VITEK® 2 Compact (bioMérieux) é um método bioquimico automatizado
para identificar microrganismos. Os cartdes para identifica¢io de leveduras (VITEK® 2 YST)
baseiam-se em métodos bioquimicos estabelecidos e em substratos recentemente
desenvolvidos, distribuidos em 46 testes colorimétricos que medem: assimilacdo de 20
carboidratos; assimilacdo de 6 acidos organicos; 8 substratos para detec¢do de oxidases; 9
substratos para a deteccdo de aril-amidases; e mais testes que detectam fosfatase, urease e
assimilagdo de nitrato. Os cartdes sdo incubados no interior do aparelho a 35,5°C e apds 18
horas uma leitura ¢ feita a cada 15 minutos, o que leva a um perfil de identificacdo,
estabelecido de acordo com algoritmo especifico. O resultado final ¢ comparado com um
banco de dados que gera a identificagdo ou ndo do microrganismo de acordo com o nivel de
confianca (GRAF et al., 2000; HATA et al., 2007). Nos apéndices 9.3 ¢ 9.4 detalhamos os
contetidos dos pogos e os microrganismos identificados pelo VITEK® 2 YST,

respectivamente.

Limita¢des para o VITEK® 2 YST: (1) ndo utilizar amostras com flora mista; (2)
qualquer alteracdo e modificacido no procedimento podem afetar os resultados; (3)
microrganismos raros ou recentemente descritos podem ndo estar inclusos na base de dados; e
(4) a medida que as estirpes ficam disponiveis ¢ que sdo acrescentadas ao banco de dados

(VITEK® 2 YST e VITEK®™ 2 Compact, bioMérieux® S.A.).

Na ocorréncia de fraca discriminacdo o aparelho sugere testes suplementares, que
permite ao usudrio decidir uma identificagdo multiopcional (VITEK® 2 YST e VITEK® 2
Compact, bioMérieux” S.A.). Em nosso trabalho ndo utilizamos tais testes, nestes casos

determinamos apenas o género, Candida spp. Das 58 amostras, 47 (81,03%) o sistema
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VITEK® 2 possibilitou identificar entre os parametros excelente, muito bom, bom e aceitavel,

e 11 (18,97%) com fraca discriminacdo, 10 para duas e 1 para trés espécies.

Segundo os trabalhos de AUBERTINE et al. (2006) e LOIEZ et al. (2006) os cartdes
VITEK® 2 YST vieram a substituir os cartdes VITEK® 2 ID-YST, onde as principais
diferengas s3o: (1) que o novo ¢ por sistema colorimétrico € o antigo por sistema
fluorimétrico; (2) o novo leva 18 horas enquanto que o antigo levava 15 horas para chegar aos
resultados; (3) o novo abrange 14 géneros e o antigo 11 géneros; e (4) o novo identifica mais
espécies que o antigo, porém diferentes trabalhos relatam diferentes nimeros de espécies
identificadas tanto para o sistema colorimétrico como para o sistema fluorimétrico. No
entanto, AUBERTINE et al. (2006) conclui que o novo cartdo ¢ melhor do que o antigo, ja
LOIEZ et al. (2006) conclui que o antigo cartio é melhor do que o novo, mas admite que se

requerem mais estudos para confirmar ou ndo os seus resultados.

Quando comparamos nossos resultados (quadro 11 pagina 93 de resultados) de
espécies identificadas com cinco outros autores (paginas 49 e 50 na introdugdo), temos: (1)
nossos resultados e de SOUZA et al. (2007) com mais variedades de espécies; (2) nossos
resultados, MARTINS et al. (2007) e SOUZA et al. (2007) com C. parapsilosis como a mais
prevalente; (3) DORKO et al. (2002), MIRANDA et al. (2005) e GODOY-MARTINEZ et al.
(2009) com C. albicans como a mais prevalente; (4) DORKO et al. (2002), MIRANDA et al.
(2005) ¢ GODOY-MARTINEZ et al. (2009) com C. parapsilosis como a segunda mais
prevalente; (5) C. famata aparece em nossos resultados como a segunda mais prevalente,
diferente dos outros que apenas em SOUZA et al. (2007) aparece com 0,57%; (6) C tropicalis
ocorre oscilando entre as segundas e quintas posi¢des nos diferentes trabalhos e em ltimo no
nosso; € (7) Candida spp. se iguala em porcentagem de C. parapsilosis em nossos resultados

e aparece apenas em GODOY-MARTINEZ et al. (2009) em terceira posigao.

CROCCO et al. (2004) relataram que as espécies mais comumente encontradas nas
unhas sdo a Candida albicans, seguida de C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis ¢ C.
guilliermondii com menor freqiiéncia. Estas espécies ocorreram em todos os trabalhos dos
cinco autores, salvo C. krusei que ndo foi identificada em nossos resultados. Observamos que
C. albicans e C. parapsilosis oscilam entre as primeiras ¢ segundas posi¢des na maioria dos

resultados mencionados.
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Como destacado anteriormente, o dgar Mycosel ¢ um meio seletivo que inibe o
crescimento de bactérias e fungos saprobios e anemofilos, no entanto pode inibir o
crescimento de varios fungos leveduriformes patogénicos, sendo que as espécies de Candida
podem se comportar como sensiveis, resistentes ou de carater variavel. Comportamneto de
algumas das espécies de Candida quando no agar Mycosel: Resistentes: C. albicans, C.
ciferrii, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. haemulonii, C. kefyr, C, lipolytica e C.
viswanathii; Sensiveis: C. colliculosa, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. norvegensis, C.
parapsilosis e C. zeylanoides; Variaveis: C. famata e C. tropicalis (LARONE, 2002;
GARCIA-MARTOS et al., 2004; MICOLOGY ONLINE. The University of Adelaide —

Australia).

Quando comparamos nossos resultados (quadro 14 pagina 96 de resultados) com o que
a literatura fornece, obtivemos: (1) C. albicans, S. ciferrii e C. lipolytica condizentes com
comportamento resistente; (2) C. famata e C. tropicalis condizentes com comportamento
variavel; (3) uma C. haemulonii e uma C. guilliermondii que eram para ser resistentes,
também se apresentram como espécimes sensiveis; e (4) trés C. parapsilosis que eram para
ser sensiveis, também se apresentaram como espécimes resistentes. Tal vez a explicagdo para
os espécimes nao condizentes com a literatura esteja nos chamados complexos, onde uma
espécie pode conter duas ou mais espécies, como descritos em LEHMANN et al. (1993), BAI,

LIANG, JIA (2000), KOCSUBE et al. (2007) e GOMEZ-LOPEZ et al. (2008).

Com relagdo as espécies de referéncia no MYA, C. glabrata se apresentou como

resistente, sendo que era para se comportar como sensivel de acordo com a literatura.

Os antigos cartdes VITEK® 2 ID-YST (sistema fluorimétrico) continham o teste para o
actidione (cicloheximida), ja os novos cartdes VITEK® 2 YST (sistema colorimétrico) néo
possuem o teste (GRAF et al., 2000). Nao sabemos o motivo da remog¢ao do actidione, mas
sua auséncia nos cartdes VITEK® 2 YST sugerem que testes de resultados variaveis ndo sio

bons para diferenciar espécies.

Comparando a macromorfologia obtida em SDA das amostras de acordo com o
resultado do VITEK® 2 Compact, obtivemos: (1) semelhanca entre as amostras de C.
parapsilosis, salvo uma onde observamos duas diferentes morfologias oriundas de mesmo

sitio de um paciente; (2) semelhanca entre as amostras de C. famata, C. albicans, C.



118

haemulonii e C. guilliermondii; (3) semelhanca entre as amostras de C. lipolytica; (4) entre as
amostras de S. ciferrii e C. tropicalis existe uma de cada com semelhanga morfoldgica a C.
lipolytica; e (5) as amostras ndo definidas pelo VITEK® 2 Compact apresentaram

macromorfologias aparentadas entre as descritas acima.

Das seis amostras com suspeita de infeccdo mista detectadas no SDA apenas uma
(594/08 upd pool I e II) ndo se confirmou pelo VITEK® 2 Compact, porém apresentou

diferente morfologia.

No livro de LARONE, D. H. (2002) encontramos a descri¢do da macromorfologia das
colonias de algumas espécies de Candida, como: (1) C. albicans, de coloragdao creme,
cremosas ¢ homogéneas; (2) C. dubliniensis, de cor creme, pastosa ¢ homogénea; (3) C.
tropicalis, de coloragdo creme, enrugada proximo as bordas ou de aspecto franjado; (4) C.
parapsilosis, cremosa por vezes desenvolvendo aparéncia rendada; (5) C. lusitaniae, de cor
creme, homogénea brilhosa; (6) C. krusei, de coloracdo creme, plana, seca, podendo
apresentar bordas franjadas; (7) C. kefyr, cremosa homogénea; (8) C. guilliermondii, planas,
lustrosas, bordas homogéneas e cor creme podendo tornar-se marrom clara a rosidcea com o
passar do tempo; (9) C. lipolytica, cremosa, homogénea, podendo apresentar aparéncia
rendada; (10) C. zeylanoides, de coloragdo creme ao amarelado, homogénea e opaca; e (11) C.

glabrata, de cor branca ao creme, pastosas homogéneas.

GARCIA-MARTOS et al. (2004) em descrigdo de um caso clinico por C. ciferrii em
imunodeprimido, relataram colonias brancas ligeiramente membranosas; ¢ RODERO et al.
(2002) e KHAN et al. (2007) em relatos de casos de fungemias por C. haemulonii,

observaram coldnias de cor quase brancas ao creme de aspecto liso ¢ homogéneo.

Do cruzamento dos resultados obtidos para o CHROMagar Candida e as provas
bioquimicas do VITEK® 2 Compact, observamos: (1) que todas as amostras identificadas
como C. parapsilosis, C. famata e C. guilliermondii apresentaram coloragdes que variavam
entre o branco e o rosa; (2) as amostras identificadas como C. albicans apresentaram
coloracdo verde; (3) que das seis identificadas como C. haemulonii, quatro apresentaram
coloragdo violeta com pouco e/ou nenhum crescimento, uma apresentou coloracdo branca
rosacea e outra nao se desenvolveu no meio cromogénico; (4) das cinco identificadas como S.

ciferrii, trés apresentaram cor verde e duas brancas; (5) das quatro identificadas como C.
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lipolytica, duas apresentaram coloragdo branca e as outras duas ndo se desenvolveram no
meio cromogénico; (6) das trés identificadas como C. tropicalis, duas apresentaram cor azul e
uma verde; e (7) das onze onde apenas identificamos o género, sete apresentaram coloragao

entre o branco ¢ o rosa, trés verdes e uma violeta.

Segundo a bula do fabricante do meio cromogénico, salvo C. albicans, C. krusei e C.
tropicalis, todas as outras deveriam apresentar coloracdo entre o branco e o rosa, porém: (1)
observamos coloracdo violeta para 4/6 (66,67%) das amostras identificadas como C.
haemulonii; (2) que nem todas as amostras de cor verde eram C. albicans, trés delas foram
identificadas como S. ciferrii; e (3) uma amostra (49/09 uqd poool I) identificada como C.

tropicalis apresentou coloragdo verde.

GARCIA-MARTOS et al. (1998) com relagdo aos seus resultados no CHROMagar
apresenta que C. albicans aparece com coloragdo verde esmeralda; C. famata, rosa claro sem
brilho; C. guilliermondii, rosa claro brilhante; C. lipolytica, branca rosacea rugosa e navicular;
C. parapsilosis, rosa claro sem brilho e enrrugada; e C. tropcalis, azul rosacea sem brilho e

com halo ao redor.

ARAUIJO et al. (2005) com 53 leveduras do género Candida, compara os testes
convencionais morfologia das coldnias, tubo germinativo, producdo de clamidoconidios e
assimilacdo de carboidratos com o CHROMagar Candida entre 24 e 48 horas, onde observa
uma concordancia para 5 C. krusei (rosa, rugosa), 4 C. glabrata (lilés) e 3 C. parapsilosis
(rosa, lisa). Para C. albicans apenas 30 de 34 produziram coloragdo verde; e para C. tropicalis

apenas 5 de 7 produziram coloragdo azul.

GARCIA-MARTOS et al. (2004) em descrigdo de um caso clinico por C. ciferrii em
imunodeprimido, relataram que no meio cromogénico C. ciferrii apresentou colonias de
tonalidade azul turquesa com um halo ao redor da mesma e com desenvolvimento na presenga

de cicloheximida.

A amostra 49/09 ugd pool I identificada como C. tropicalis pelo VITEK® 2 Compact,
apresentou coloracdo verde no tempo determinado pela bula do fabricante do meio
cromogénico. Apos o resultado da bioquimica aumentamos o tempo de dois para quatro dias,

onde observamos a cor azul.
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SIVAKUMAR et al. (2009) em um estudo na India utilizando o CHROMagar e outros
testes convencionais para diferenciar espécies de Candida, obtiveram C. albicans (41); C.
tropicalis (8); C. krusei (40); C. guilliermondii (24); C. kefyr (2); C. parapsilosis (4); e C.
glabrata (16) de 135 isolados de candidiase orofaringeana em pacientes HIV positivos. Entre
os oito isolados de C. tropicalis, apenas cinco apresentaram colOnias azuis, as outras trés
apresentaram coldnias verdes claras nao podendo assim ter sido diferenciadas de C. albicans.
Mediante este fato, 87 amostras de C. tropicalis da cole¢do do laboratério foram semeadas no
CHROMagar, onde a maioria apresentou colonias azuis, exceto duas amostras que

apresentaram colonias esverdeadas.

Muitas técnicas, se realizadas de forma isolada, ndo geram muita informacao ou
apenas sugerem o agente etiolégico. O meio cromogénico quando utilizado de forma tnica
apenas sugere, mas ndo identifica de forma definitiva. Para as amostras onde o VITEK® 2
Compact definiu apenas o género, gerando uma duvida entre duas ou trés espécies, o
CHROMagar Candida pode sugerir (ou definir) qual delas ¢ a espécie em questdo. O quadro
15 (pagina 94 de resultados) mostra as amostras de fraca discriminagdo para o VITEK® 2

Compact e os resultados do CHROMagar Candida.

O cruzamento dos resultados de fraca discriminacio para o VITEK® 2 Compact ¢ os
resultados do CHROMagar Candida temos: (1) 6/11 (54,54%) das amostras ficaram entre C.
famata e C. parapsilosis com coloracdo branca; (2) a amostra 652/08 ugd e é sugestiva de C.
albicans por conta da cor verde no CHROMagar; (3) de acordo com nossos resultados a
amostra 230/09 updh d/e é sugestiva de C. haemulonii por conta da coloragdo violeta; e (4) as
demais amostras a coloragdo das colonias no CHROMagar Candida nao soluciona a davida

do VITEK® 2 Compact.

Na comparacio entre os resultados do VITEK® 2 Compact, o SDA ¢ o CHROMagar
Candida, observamos que a macromorfologia de algumas das amostras identificadas, pode
ndo ser semelhante quando nos dois meios de cultura. Para as quatro identificadas como C.
lipolytica pelo VITEK® 2 Compact, duas ndo apresentaram crescimento no meio
cromogénico, ja as outras duas apresentaram com coloracao branca e aspecto liso brilhante.
No SDA as quatro apresentaram com o diferencial de aspecto rugoso com bordas rendadas e

duas de aspecto seco.
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Por mais que tentamos, algumas espécies flingicas de ndo interesse ndo foram
detectadas nas etapas anteriores ao VITEK® 2 Compact, assim sendo somente nesta etapa que
elas foram identificadas. Obtivemos Cryptococcus laurentii para as amostras 52/09 ugd e
78/09 cut nad (Figuras 31 e 32, pagina 98 de resultados). Quando comparamos o crescimento
das colonias tanto no SDA como no CHROMagar Candida, observamos uma semelhanca na
macromorfologia quando comparadas com a maioria das espécies de Candida aqui

identificadas.

Da mesma forma como identificamos o Cryptococcus laurentii apds o VITEK® 2
Compact, também observamos a presenga de duas espécies de Trichosporon. Obtivemos
Trichosporon mucoides para a amostra 190/09 pdint e Trichosporon asahii para a amostra
247/09 updh d II (Figuras 33 e 34, pagina 99 de resultados). Ao se comparar as colonias em
SDA e CHROMagar Candida, observamos semelhanga na macromorfologia quando

comparadas com algumas espécies de Candida identificadas.

As amostras 111/09 ugd de e 118/09 ugd pool (Figuras 35 e 36, pagina 100 de
resultados) identificadas presuntivamnete como espécies de Candida foram removidas do
estudo pelo fato de ndo terem sido identificadas nas provas bioquimicas do VITEK® 2

Compact.

Os dados obtidos no presente trabalho substanciam a necessidade de maiores esforgos
no sentido de utilizacdo de técnicas diversificadas com o objetivo de diagnosticos de maior
confiabilidade, devido as diferentes espécies de Candida observadas com cada vez mais
frequéncia. Vale ressaltar que a candidiase cutanea pode evoluir para um estado mais
agravado, em decorréncia do oportunismo, especialmente em individuos imunodebilitados, e
que as diferentes espécies exibem padrdo diferenciado de susceptibilidade aos antifingicos,
logo o diagnostico preciso visa ao tratamento direcionado. Nosso estudo sera continuado com
procedimentos moleculares para maior investigacdo destes isolados clinicos, testes de

sensibilidade antifungica e avaliacdo da atividade enzimatica.
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7 CONCLUSOES

De acordo com nossos resultados e com o que foi discutido concluimos:

Pacientes suspeitos de candidiase apresentam infecgdes por outros agentes etiologicos.

As onicomicoses pelo género Candida representam mais de 75% dos casos de

candidiase cutanena.

E possivel supor presuntivamente infec¢des mistas por espécies do género Candida
por observacao da macromorfologia quando estriadas em &agar Sabouraud pela técnica do

esgotamento em placas de Petri.

Quatro das seis leveduras identificadas como C. haemulonii quando no CHROMagar
Candida apresentam coloragdo violeta, padrao de coloragdo diferente do indicado pelo

fabricante, demonstrando pouco ou nenhum crescimento.

Trés das cinco leveduras identificadas como S. ciferrii se pigmentam com verde
quando no CHROMagar Candida, de forma diferente do preconizado pelo fabricante,
apresentando ainda presenca de tubo germinativo em soro eqiiino, desenvolvimento em agar
Sabouraud hipertonico e agar Sabouraud entre 42-45°C e com. Apresentando assim perfil

semelhante ao de C. albicans.
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9.1 MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Agentes de Candidiase Cutinea: Identificagio das Espécies, Testes de Atividade de
Fosfolipase e Proteinase, e Sensibilidade a Antifingicos”.

Pesquisadores responsaveis: Esp. Leonardo Silva Barbedo e Dr.* Diana Bridon da Graga Sgarbi.

Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense (UFF).

Laboratorio de Estruturas Superficiais de Fungos, 2.° andar, sala 209. Rua Professor H. Pires de Mello 101, Sdo
Domingos, Niterdi — RJ. Telefone de contato: (21) 2629-2410.

Nome do voluntario:

RG:

Idade: anos.

Responsével legal (quando for o caso):
R.G.:

O (A) Sr. () esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Agentes de Candidiase
Cuténea: Identificaciio das Espécies, Testes de Atividade de Fosfolipase e Proteinase, e Sensibilidade a
Antifiingicos”, de responsabilidade dos pesquisadores .eonardo Silva Barbedo (Especialista) e Diana Bridon da
Graga Sgarbi (Doutora).

A candidiase ¢ uma doenca causada por microorganismos conhecidos como Candida (fungos), e se
manifesta em diferentes partes do corpo. Pode ser encontrada tanto em criangas como adultos, principalmente
debilitados e aqueles em condigdes favoraveis. Quando presente na pele é conhecida como candidiase cutinea,
abrangendo a pele propriamente dita, unhas, regides entre os dedos (frieiras), dobras da pele, boca (sapinho),
lingua, dentre outras partes.

Objetivos: Especificar qual o microorganismo do grupo Candida, fazer testes de “agressividade”
(fosfolipase e proteinase), e testes de medicamentos (antifingicos), nestes microorganismos.

Justificativa: Conhecer especificamente qual o microorganismo, a forma que ele agride, € o melhor
medicamento a ser usado, possibilitara um melhor tratamento para outros da comunidade com a mesma doenga.

Metodologia: O material serd coletado por pessoal capacitado, e se for um microorganismo do grupo
Candida, seré por nos pesquisado.

Toda e qualquer informacdo obtida sera confidencial, ou seja, 0 nome do voluntario nfio sera associado
aos resultados, ¢ sim sera atribuido um numero para cada voluntario, logo, somente os pesquisadores
envolvidos saberdo quem esta relacionado a cada nimero.

A participagdo ¢ voluntaria, e que este consentimento podera ser anulado a qualquer momento por
desejo do voluntario.

Para esclarecer quaisquer outras davidas, procurar os pesquisadores responsaveis.

Esp. Leonardo Silva Barbedo Dr.” Diana Bridon da Graca Sgarbi
Mestrando do PPGMPA, UFF Professora de Micologia, UFF

Tels.: (21) 2260-3044 e 87377725 Tel.: (21) 2629-2410

E-mail: Isbarbedo@hotmail com E-mail: dbridon @globo.com

Declaro ter sido informado e concordo com os devidos termos mencionados para participacio como
voluntirio do preojeto de pesquisa acima descrito, autorizando a utilizacdo e a divulgacio dos resultados
obtidos, por meios de comunicacio cientifica, desde que meu nome nio seja revelado.

Niterol, de de

Assinatura do responsavel por obter o consentimento. Assinatura do paciente ou scu representante legal.

Testemunha L Testemunha I1.

esquisa da Faculdade de Medicina do Hospital Universitirio Anténio Pedro.
Rua Marqués de Parana 303, 4.° andar do Prédio Anexo, Centro, Niterdi — RJ — 24230-030
Tel.: (21) 2629-9189 — E-mail: ética@vm.uff br
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9.2a SEQUENCIA DE PROCEDIMENTOS NAS AMOSTRAS COM PRESENCA DE
BACTERIAS OU Trichosporon

Amostra BHI + Clo + Pen Tubo II de SDA Placa de SDA

399/08 upd d/e T BT

400/08 ugpd d/e

519/08 uqd e/B

519/08 uqd e/V

546/08 uqd

571/08 uqd

594/08 upd pool I *

w|w|E| w|w|w|w|w
—

594/08 upd pool 11

601/08 uqd BB

606/08 updh d/e

607/08 upd

608/08 updh d/e 1

608/08 updh d/e 11

625/08 updh d/e 1

625/08 updh d/e 11

652/08 uqd e

662/08 pdint d/e

666/08 updh d/e

671/08 updh d/e

11/09 pdplant d/e I

11/09 pdplant d/e 11

22/09 cut pool I

oy W oy
w|m|w|w| 8w E|w|w| w|=|w| B w
|1
—

22/09 cut pool 11

24/09 uqd d/e - - -

26/09 uqd d BB ] ]

37/09 cut mi B - -

43/09 updh d/e - - -

46/09 updh e - - -

49/09 uqd pool 1 BB - -

49/09 uqd pool 11 B - -

49/09 upd pool 111 B - -

52/09 uqd * - - -

55/09 cut ing BB - -

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo nao ser do género Candida, por ndo ter
sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.

BHI + Clo + Pen = infusdo cérebro coragdo + cloranfenicol + benzilpenicilina benzatina;

SDA = 4gar Sabouraud-dextrose a 4%;

B = amostra com presenga de bactéria;

BB = amostra onde a etapa de BHI acrescido de cloranfenicol nédo foi suficiente para diminuir as bactérias, logo
uma nova cultura de BHI com cloranfenicol mais a solu¢éo de benzilpenicilina benzatina foi realizada;

T = amostra com presencga de Trichosporon.
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9.2b SEQUENCIA DE PROCEDIMENTOS NAS AMOSTRAS COM PRESENCA DE
BACTERIAS OU Trichosporon (Continuagao)

Amostra

BHI + Clo + Pen

Tubo II de SDA

Placa de SDA

56/09 uqd

BB

57/09 uqd d/e

B

60/09 pdint d/e

62/09 upd

BB

71/09 updh d/e

B

78/09 cut nad *

B

84/09 uqd pool

BB

107/09 upd

111/09 uqd d/e *

B

118/09 uqd pool *

125/09 pdplant

126/09 pdint

136/09 ugd

140/09 uqd

145/09 cut mama

152/09 updh d/e

153/09 uqd d/e

154/09 uqd d

175/09 pdplant

184/09 updh d/e

187/09 uqd

189/09 updh d

190/09 pdint *

209/09 uqd

217/09 updh d/e

218/09 upd

230/09 updh d/e

233/09 cut mi

240/09 uqd d/e

247/09 updh d 1

247/09 updh d IT *

254/09 cut ccab

* Amostras removidas da contagem geral por motivo do microrganismo néo ser do género Candida, por ndo ter

sido identificado o género ou a espécie ser semelhante quando se pensava em infec¢do mista.

BHI + Clo + Pen = infusdo cérebro coragdo + cloranfenicol + benzilpenicilina benzatina;

SDA = 4gar Sabouraud-dextrose a 4%;
B = amostra com presenga de bactéria;

BB = amostra onde a etapa de BHI acrescido de cloranfenicol ndo foi suficiente para diminuir as bactérias, logo

uma nova cultura de BHI com cloranfenicol mais a solu¢do de benzilpenicilina benzatina foi realizada;
T = amostra com presenc¢a de Trichosporon.
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3 L-Lisina ARILAMIDASE LysA 0.0228 mg

4 Assimilagdo L-MALATO IMLTa 0.15 mg

5 Leucina -ARILAMIDASE LeuA 0.0234 mg

7 ARGININA GP ARG 0.15 mg

10 Assimilagdo ERITRITOL ERYa 0.3 mg

12 Assimilagdo GLICEROL GLYLa 0,16 uL

13 Tirosina ARILAMIDASE TyrA 0.0276 mg

14 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 0.0408 mg

15 Assimilagdo ARBUTINA ARBa 0.3 mg

18 Assimilagdo AMIGDALINA AMYa 0.3 mg

19 Assimilagdo D-GALACTOSE dGALa 0.3 mg

20 Assimilagdo GENTIOBIOSE GENa 0.3 mg

21 Assimilagdo D-GLUCOSE dGLUa 0.3 mg

23 Assimilagdo LACTOSE LACa 0.96 mg

24 Assimilagdo METIL-A-D-GLUCOPIRANOSIDEO MAdGa 0.3 mg

26 Assimilacdo D-CELLOBIOSE dCELa 0.3 mg

27 GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE GGT 0.0228 mg

28 Assimilagdo D-MALTOSE dMALa 0.3 mg

29 Assimilagdo D-RAFINOSE dRAFa 0.3 mg

30 PNP-N-acetil-BD-galactosaminidase 1 NAGA1 0.0306 mg

32 Assimilagdo D-MANOSE dMNEa 0.3 mg

33 Assimilacdo D-MELIBIOSE dMELa 0.3 mg

34 Assimilagdo D-MELEZITOSE dMLZa 0.3 mg

38 Assimilagdo L-SORBOSE ISBEa 0.3 mg

39 Assimilagdo L-RAMNOSE IRHAa 0.3 mg

40 Assimilagcdo XILITOL XLTa 0.3 mg

42 Assimilagdo D-SORBITOL dSORa 0.1875 mg

44 Assimilagdo SACAROSE/SUCROSE SACa 0.3 mg

45 UREASE URE 0.15 mg

46 ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0.036 mg

47 Assimilagdo D-TURANOSE dTURa 0.3 mg

48 Assimilacdo D-TREALOSE dTREa 0.3 mg

49 Assimilagdo NITRATO NO3a 0.03 mg

51 Assimilagdo L-ARABINOSE 1ARAa 0.3 mg

52 Assimilagdo D-GALACTURONATO dGATa 0.15 mg

53 Hidrolise ESCULINA ESC 0.225 mg

54 Assimilacdo L-GLUTAMATO IGLTa 0.15 mg

55 Assimilagdo D-XILOSE dXYLa 0.3 mg

56 Assimilacdo DL-LACTATO LATa 0.15 mg

58 Assimilagdo ACETATO ACEa 0.15 mg

59 Assimilagio CITRATO (SODIO) CITa 0.15 mg

60 Assimilagdo GLUCURONATO GRTas 0.15 mg

61 Assimilagdo L-PROLINA IPROa 0.15 mg

62 Assimilacdo 2-CETO-D-GLUCONATO 2KGa 0.15 mg

63 Assimilacdo N-ACETIL-GLUCOSAMINA NAGa 0.15 mg

64 Assimilacdo D-GLUCONATO dGNTa 0.15 mg

Os cartdes VITEK® 2 YST possuem 64 pogos.
Os pogos com numeros entre 1 e 64 ndo designados neste quadro estdo vazios.
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Candida albicans Candida utilis
Candida boidinii Candida zeylanoides
Candida catenulata Cryptococcus albidus

Candida colliculosa

Cryptococcus laurentii

Candida dubliniensis Cryptococcus neoformans
Candida famata Cryptococcus terreus
Candida freyschussii Cryptococcus uniguttulatus
Candida glabrata Geotrichum capitatum

Candida guilliermondii Geotrichum klebahnii
Candida haemulonii Kloeckera spp
Candida inconspicua Malassezia furfur
Candida intermedia Malassezia pachydermatis

Candida kefyr Pichia farinosa
Candida krusei Kodamaea ohmeri
Candida lambica Prototheca wickerhamii
Candida lipolytica Prototheca zopfii
Candida lusitaniae Rhodotorula glutinis

Candida magnoliae

Rhodotorula minuta

Candida norvegensis

Rhodotorula mucilaginosa

Candida parapsilosis Saccharomyces cerevisiae
Candida pelliculosa Sporobolomyces salmonicolor
Candida pulcherrima Stephanoascus ciferrii
Candida rugosa Trichosporon asahii
Candida sake Trichosporon inkin

Candida sphaerica

Trichosporon mucoides

Candida tropicalis

Zygosaccharomyces bailii

52 espécies distribuidas em 14 géneros.

Stephanoascus ciferrii ¢ o teleomorfo do anamorfo Candida ciferrii.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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