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RESUMO

ALENCAR DSO. Caracterizacdo de Candida spp isoladas de hemocultivo e
aspectos clinicos de candidemia. Campo Grande; 2013. [Dissertacdo -
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O aumento de infec¢des invasivas por leveduras do género Candida representa um
grave problema de saude publica. Recentemente observa-se a emergéncia global de
espécies de Candida ndo Candida albicans como agente de candidemia. Objetivou-
se neste estudo descrever as caracteristicas demograficas e clinicas de 32
pacientes com diagnéstico laboratorial de candidemia, identificar as espécies
envolvidas e determinar o perfil de suscetibilidade aos antifingicos. O estudo foi
realizado no Hospital Universitario de Mato Grosso do Sul em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil, entre marco de 2010 a marco de 2012. A identificacédo
fungica foi realizada por meio de testes fenotipicos (CHROMagar Candida,
microcultivo, auxanograma) e pelo sistema automatizado VITEK 2. A concentragéo
inibitéria  minima do fluconazol, voriconazol, itraconazol e anfotericina B foi
determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, documento M27-A3 do Clinical
and Laboratory Standards Institute. A diferenciacdo das espécies do complexo de
Candida parapsilosis foi realizada pela técnica de PCR-RFLP. Candida albicans foi a
espécie mais isolada (34,4%), seguida por Candida do complexo C. parapsilosis
(21,9%), C. guilliermondii (15,6%), C. glabrata (12,5%), C. tropicalis (12,5%) e C.
krusei (3,1%). Candida ndo C. albicans foram responsaveis por 65,6% dos casos.
Entre as espécies do complexo C. parapsilosis, cinco eram C. parapsilosis stricto
sensu e duas C. orthopsilosis. A maioria das leveduras foi sensivel aos antifungicos
testados. Todas C. glabrata foram sensiveis dose dependente ao fluconazol e
resistentes ao itraconazol. Entre os cinco isolados de Candida guilliermondii, um foi
sensivel dose dependente ao fluconazol e todos sensiveis dose dependente ao
itraconazol. A ocorréncia de candidemia foi maior em pacientes com idade acima de
60 anos (46,9%) e nos grupos considerados criticos, como os internados na unidade
de terapia intensiva (40,6%) e no servico de hemodiélise (21,9%). Em trés pacientes
foi observada a infeccdo de corrente sanguinea relacionada a cateter venoso
central. Dos 32 pacientes, 47% foram a Obito. A analise multivariada mostrou
associacao entre o maior numero de 6bitos em pacientes com infeccdo de corrente
sanguinea por Candida albicans do que Candida ndo Candida albicans (p<0,05).
Constata-se a emergéncia de Candida ndo C. albicans como agente de candidemia
no HU/UFMS, especialmente por Candida do complexo C. parapsilosis, C.
guilliermondii e C. glabrata. A técnica de PCR-RFLP foi Gtil na diferenciacdo das
espécies do complexo C. parapsilosis.

Palavras-chave: candidemia, Candida spp, complexo Candida parapsilosis,
suscetibilidade antifungica.



ABSTRACT

ALENCAR DSO. Characterization of Candida spp isolated from blood cultures
and clinical aspects of candidemia. Campo Grande, MS, Brazil; 2013. [Master’s
thesis — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Increases in invasive infection by yeasts of the genus Candida constitute a serious
public health issue. Worldwide, non-C. albicans Candida species have recently
emerged as agents of candidemia. The purposes of this study were to describe the
demographic and clinical characteristics of 32 patients with laboratory diagnosis of
candidemia, identify the infective species, and determine their antifungal
susceptibility profiles. The study was conducted at the teaching hospital of the
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul in Campo Grande, Mato Grosso do Sul
state, Brazil, from March 2010 to March 2012. Fungal identification was based on
phenotypic testing (CHROMagar Candida, microculture, auxanogram) and an
automated Vitek 2 system. Minimum inhibitory concentrations of fluconazole,
voriconazole, itraconazole, and amphotericin B were determined by broth
microdilution, according to the M27-A3 document of the Clinical and Laboratory
Standards Institute. PCR-RFLP was employed for differentiation of species in the
Candida parapsilosis complex. Overall, C. albicans was the species most often
isolated (34.4%), followed by the C. parapsilosis complex (21.9%), C. guilliermondii
(15.6%), C. glabrata/C. tropicalis (12.5%), and C. krusei (3.1%). Non-C. albicans
Candida species accounted for 65.6% of cases. Of the species pertaining to the C.
parapsilosis complex, five isolates were C. parapsilosis stricto sensu and two were C.
orthopsilosis. Most yeasts were sensitive to the antifungals tested. The susceptibility
of all C. glabrata isolates was dose-dependent to fluconazole and all isolates proved
itraconazole-resistant. Of five C. guilliermondii isolates, one was dose-dependently
sensitive to fluconazole and all were dose-dependently susceptible to itraconazole.
Candidemia incidence was higher (46.9%) among patients aged 60 years and older,
as well as in critical groups, including those admitted to intensive care units (40.6%)
or on hemodialysis (21.9%). Three patients acquired bloodstream infection related to
central venous catheters. Of the 32 patients, 47% died. Multivariate analysis revealed
an association between the higher number of deaths among patients with C. albicans
bloodstream infection than among those infected with non-C. albicans Candida
species (p < 0.05). The study revealed an emergence of non-C. albicans Candida
species—particularly the C. parapsilosis complex, C. guilliermondii, and C. glabrata—
as agents of candidemia in the hospital investigated. PCR-RFLP proved useful in
differentiating species of the C. parapsilosis complex.

Key words: candidemia, Candida sp, Candida parapsilosis complex, antifungal
susceptibility.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos 20 anos houve aumento significativo na incidéncia de
infeccdes fungicas sistémicas causadas principalmente por leveduras do género
Candida (CLEVELAND et al., 2012; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; PFALLER et
al., 2011; SEGIREDDY et al., 2009).

Infeccdo invasiva por leveduras do género Candida representa um grave
problema de satde publica (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; GIOLO; SVIDZINSKI,
2010). Candida albicans é o principal agente de candidemia, porém, observa-se a
emergéncia de outras espécies que ndo Candida albicans (HINRICHSEN et al.,
2008; SAMAPAIO CAMARGO et al., 2010).

Nos Estados Unidos da América (EUA) a taxa de sepse devido a infeccao
fungica aumentou em 207% durante o periodo 1979-2000 e mais de 50% dos casos
das infeccdes de corrente sanguinea (ICS) foram causadas por Candida albicans
(MARTIN et al., 2003).

A candidemia € uma sindrome de alta gravidade associada a elevada
mortalidade variando de 44,2% a 61% em diferentes casuisticas (BASSETTI et al.,
2011; CHANG et al., 2008; CHEN et al., 2012; COLOMBO et al., 2007; SAMPAIO
CAMARGO et al., 2010).

InfeccBes invasivas por Candida spp acometem principalmente pacientes em
extremos de idade, em uso de antibioticos de largo espectro e submetidos a
procedimentos invasivos como cateter venoso central, sonda vesical, ventilacdo
mecanica e internados em unidade de terapia intensiva (CHANG et al., 2008;
FRANCA et al., 2008; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; KAUFFMAN, 2006; ORTEGA et
al., 2011).

A identificacdo das leveduras envolvidas ao nivel de espécies € necessaria
para se conhecer a prevaléncia dos agentes envolvidos assim como monitorar,
detectar resisténcia e contribuir para a escolha terapéutica mais adequada
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Dados da literatura tém mostrado distintos padrdes de suscetibilidade frente
aos antifungicos, com maior porcentagem de resisténcia ao fluconazol, em especial
os isolados provenientes dos EUA, comparados com paises da América Latina
(BORG-VON et al., 2007; CHANG et al., 2008; COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
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PFALLER; DIEKEMA, 2007). Sugere-se que a emergéncia das leveduras resistentes
se deve, em parte, a falhas nas medidas de controle de infec¢éo fungica hospitalar e
ao uso indiscriminado de agentes antifangicos (EGGIMANN et al., 2011).

Dada a relevancia do assunto, a proposicao deste estudo foi investigar a
prevaléncia de candidemia diagnosticada laboratorialmente em pacientes atendidos
em hospital publico terciario de ensino situado na regido Centro-Oeste do Brasil.
Essa avaliacdo possibilitara uma vigilancia continua da infec¢do fangica invasiva
para monitorar a incidéncia de espécies emergentes e a deteccdo de resisténcia aos

antifangicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccdes de corrente sanguinea por Candida: epidemiologia e espécies

envolvidas

Leveduras do género Candida sd&o micro-organismos unicelulares que se
reproduzem por brotamento e produzem pseudo-hifas e hifas verdadeiras
dependendo das condi¢cdes de crescimento (LACAZ, 2002). Sado encontradas em
variados ecossistemas, como solo, alimentos, dgua e fazem parte da microbiota de
homens e animais (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Candida albicans € uma levedura que faz parte da microbiota normal dos
seres humanos, esta espécie pode causar desde infeccOes superficiais em mucosas
de individuos saudaveis, mas também é capaz de causar doenga invasiva,
particularmente quando o hospedeiro € debilitado ou imunossuprimido (DA MATTA
et al., 2010).

No ambiente hospitalar, infeccdes por Candida respondem por 80% de todas
as infec¢cbes fuangicas, incluindo principalmente infeccbes de corrente sanguinea
(ICS), do trato urinario e do sitio cirargico (COLOMBO et al., 2012).

Candidiase hematogénica engloba ampla situacéo clinica, incluindo episédios
isolados de candidemia até casos onde o fungo presente na corrente sanguinea
dissemina-se para um ou varios oOrgaos do hospedeiro infectado (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; HINRICHSEN et al., 2005).

Em hospitais publicos terciarios no Brasil, a incidéncia de candidemia é de
cerca de 2,5 casos por mil admissdes hospitalares (Colombo et al., 2006), taxa esta
considerada superior aos documentados nos hospitais da Europa e dos Estados
Unidos (BASSETTI et al., 2011; CLEVELAND et al., 2012; DIEKEMA et al., 2002;
ODDS et al., 2007).

De longa data, Candida albicans tem sido reconhecida como o patégeno mais
comum de candidemia, porém, na ultima década outras espécies de Candida tém
emergido (DIEKEMA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2012; NEUFELD et al., 2009;
ODDS et al.,, 2007; ORTEGA et al.,, 2011; SAMPAIO CAMARGO et al., 2010).

Estudos prévios mostram que nos ultimos anos tem sido observada mudanca na



18

epidemiologia das candidemias. As espécies de Candida mais estreitamente
associados com candidemia e outros tipos de candidiase invasiva sédo diferentes na
América Latina, na América do Norte e Europa (NUCCI et al., 2010; ORTEGA et al.,
2011).

Estudo retrospectivo realizado por Chen et al. (2012), em um centro médico
terciario em Taiwan entre 2006 a 2009 revelou que de um total de 447 episédios de
candidemia, Candida albicans foi a mais frequentemente identificada (57,7%),
seguida por C. tropicalis (15,0%), C. parapsilosis (13,0%) e C. glabrata (8,3%).

Outros estudos relatam que ao longo das Ultimas trés décadas em hospitais
dos EUA e Escocia houve reducdo na proporcdo de candidemia por Candida
albicans e um aumento na proporcdo por Candida glabrata, que corresponde por
cerca de um terco das candidemias hospitalares (DIEKEMA et al., 2012; ODDS et
al., 2007). Em contraste com a maioria dos estudos de candidemia dos Estados
Unidos, Candida glabrata representaram apenas 3% de todos os episodios de
candidemia no Brasil, enquanto Candida parapsilosis e Candida tropicalis sdo
responsaveis por cerca de 40% de todos os isolados de Candida (CHANG et al.,
2008; COLOMBO et al., 2007).

Estudo recente, realizado por Guimardes et al. (2012), com analise
retrospectiva de 987 episodios de candidemia registrados em 14 hospitais terciarios
no Brasil, revelou que Candida ndo Candida albicans foram isoladas em 61% dos
casos, as mais frequentes foram Candida tropicalis (24%) e Candida parapsilosis
(21%) e Candida glabrata representou 7% dos casos.

Similar a C. albicans, Candida do complexo C. parapsilosis pode fazer parte
da microbiota dos seres humanos. Faz se importante destacar que esta levedura é
capaz de formar biofilme em solugdes glicosiladas e aderir a materiais plasticos, tais
como dispositivos intravasculares, materiais protéticos e as maos de profissionais de
saude favorecendo infec¢cdes hospitalares (MEDRANO et al., 2006; TROFA et al.,
2008). Embora C. parapsilosis seja considerada menos virulenta que C. albicans,
essa espécie de Candida tem mostrado incidéncia crescente a partir de 1990 em
todo o mundo (TROFA et al., 2008).

Desde 2005 ja esta estabelecido que Candida parapsilosis € na verdade um
complexo de trés espécies distintas que sao diferenciadas por testes de biologia

molecular em Candida parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis,
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sendo a mais prevalente a Candida parapsilosis stricto sensu, seguida de C.
orthopsilosis e C. metapsilosis (TAVANTI et al., 2005).

Candida tropicalis € considerada agente oportunista em individuos
neutropénicos, normalmente causa infeccdo quando h& supressdo da microbiota
bacteriana pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa gastrointestinal
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Guimaraes et al. (2012), mostram que candidemia por Candida tropicalis é
mais comum entre 0s idosos. Em estudo realizado por Mufioz et al. (2011),
revelaram que os pacientes idosos com cancer e submetidos a cirurgias abdominais
foram mais propensos a desenvolver ICS por C. tropicalis.

Candida glabrata causam infec¢cdes superficiais e profundas em seres
humanos e tem sido isolada na corrente sanguinea de pacientes com cancer,
diabetes mellitus e infeccdo abdominal (LACAZ, 2002; SEGIREDDY et al., 2009).
Outro aspecto interessante sobre a epidemiologia deste patdogeno é sua maior
ocorréncia em pacientes idosos (CHANG et al., 2008; COLOMBO; GUIMARAES,
2003; GARNACHO-MONTERO et al., 2010).

De acordo com Klevaya et al. (2009), infeccdes de corrente sanguinea por
Candida glabrata podem ocorrer em pacientes previamente expostos a terapia com
triaz6is como o fluconazol e voriconazol.

Candida guilliermondii, embora em menor proporgcdo, também pode fazer
parte da microbiota humana. Infec¢cdes associadas a esta levedura sdo incomuns, o
gue pode ser atribuido a sua baixa patogenicidade (PFALLER et al., 2006). De
acordo com estudo prévio, os fatores de risco para candidemia tenham sido
semelhantes entre pacientes infectados por C. guilliermondii ou outras espécies de
Candida, a mortalidade associada com C. guilliermondii foi significativamente menor
(PASQUALOTO et al., 2006). A maioria dos casos descritos relaciona-se a pacientes
com cancer (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida krusei € naturalmente resistente ao fluconazol e talvez isso explique
seu aumento em pacientes neutropénicos expostos a este antifungico (ALMIRANTE
et al., 2011; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ORTEGA et al., 2011). A incidéncia de
candidemia por Candida krusei costuma ser baixa e acomete especialmente
pacientes  imunocomprometidos (GARNACHO-MONTERO et al, 2010;
PASQUALOTO et al., 2008).
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Infeccbes hematogénicas por Candida spp acometem pacientes de ambos os
sexos e mais frequentemente pacientes em extremos de idade tais como recém
nascidos e com idade superior a 60 anos (CHANG et al.,, 2008; ORTEGA et al.,
2011). Segundo Diekema et al. (2012), nas ultimas décadas tem sido observado nos
EUA reducdo nos casos de candidemia entre os pacientes oncoldgicos e aumento
entre os pacientes cirirgicos.

As principais condi¢cOes facilitadoras para o desenvolvimento de infeccbes
fungicas invasivas associadas a pacientes com candidemia sdo uso de antibidticos
de largo espectro, cateter venoso central, bloqueador do receptor de histamina tipo
2, nutricdo parenteral, internacdo em unidade de terapia intensiva, sonda vesical,
ventilagdo mecénica, neutropenia e colonizacdo de varios sitios anatémicos por
Candida (FRANCA et al., 2008; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; KAUFFMAN, 2006).

Pacientes que estdo em unidade de terapia intensiva sdo suscetiveis a ter
infeccbes hematogénicas por C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e em menor
proporcao C. parapsilosis e C. krusei (LACAZ, 2002).

Almirante et al. (2006), descreveram associacdo de infeccdo de corrente
sanguinea por C. parapsilosis e nutricAo parenteral por meio de cateter venoso

central.

2.2 Patogénese e aspectos clinicos

De acordo com dados da literatura a maioria dos casos de candidemia é
precedida por colonizacdo pelo mesmo agente (COLOMBO et al., 2012). O acesso a
corrente sanguinea pode ocorrer via enddgena por meio de translocacéao intestinal,
local onde ha rica colonizacdo por Candida spp. em ate 70% da populacdo normal
(COLOMBO et al., 2012; HINRICHSEN et al., 2005). O desequilibrio da microbiota
normal ou lesdo da mucosa gastrointestinal pode ser um agente facilitador de
translocacdo de Candida spp até a corrente sanguinea (COLOMBO; GUIMARAES,
2003).

Infeccbes hematogénicas por Candida spp podem ainda ser adquiridas por
via exdgena, por meio de contato com individuos colonizados, contaminacdo de

procedimentos médicos invasivos como cateter venoso central, implante de
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préteses/drenos e solugBes parenterais contaminadas (HINRICHSEN et al., 2005;
PFALLER, 1996).

N&o h& dados clinicos ou laboratoriais que permitam ao profissional da saude
identificar com seguranga, 0 momento da invasdo fungica na corrente sanguinea,
quais episédios serdo apenas transitérios e quais acarretardo quadros de
candidemia disseminada (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; NUCCI; COLOMBO,
2012).

A candidemia quase sempre esta associada a um quadro febril que pode ter
inicio insidioso ou apresentar-se de forma subita, acompanhada de calafrios,
mialgia, taquicardia e hipotensdo. Em alguns casos pode ocorrer disseminacdo da
infeccdo para multiplos 6rgéos e o paciente evoluir para o ébito. O aparecimento de
lesbes cutaneas pode ser a primeira manifestacdo de doenca invasiva ou um
marcador de disseminacdo da doenca. Dai a importancia do reconhecimento
precoce das leses e o seu diagndstico (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).

2.3 Diagnéstico laboratorial de candidemia e suscetibilidade in vitro aos

antifungicos

O hemocultivo € a principal forma de diagnéstico laboratorial de infeccdo de
corrente  sanguinea, entretanto, possui baixa sensibilidade (ELLEPOLA;
MORRISON, 2005; KAUFFMAN, 2006).

Novas técnicas de laboratdrio podem contribuir para o diagndstico precoce e
o tratamento (EGGIMANN et al., 2011; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). O teste da 1-3
beta-D-glucana tem sido considerado util para iniciar o tratamento de pacientes
colonizados por Candida com risco de desenvolver candidemia (POSTERARO et al.,
2011).

O desenvolvimento e o aperfeicoamento das técnicas de biologia molecular
tem-se mostrado uma estratégia clinicamente vidvel nos casos de infeccdes
invasivas, sendo a (Reacdo em Cadeia da Polimerase) PCR a técnica mais utilizada
para identificagdo rapida de diferentes espécies de Candida. De acordo com estudo

realizado por Moreira-Oliveira et al. (2005), a sensibilidade e especificidade da PCR
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em comparacao com a hemocultura, considerada padrdo-ouro, foram de 72,1% e
91,2% respectivamente.

Entretanto, para o diagnéstico em laboratério de rotina, a PCR ainda néo
mostra razao positiva entre custo e eficacia em comparagcdo aos métodos classicos
(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Candida albicans € naturalmente sensivel a todas as drogas antifingicas de
uso sistémico, mas casos de resisténcias adquiridas aos azélicos sdo conhecidos
em pacientes que foram expostos por tempo prolongado a estes medicamentos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; DEMITTO et al., 2012; SAMPAIO CAMARGO et
al., 2010).

Entre todas as espécies de Candida, resisténcia antifingica é considerado
evento raro (ANTUNES et al., 2004; COLOMBO et al., 2006; MARTINEZ et al.,
2006). Candida krusei, por sua vez, é intrinsecamente resistente ao fluconazol, mas
pode mostrar falsa sensibilidade no teste in vitro. Por essa razao, todos os cuidados
devem ser tomados para evitar a liberacdo desses resultados (MOTTA et al., 2010).

Candida glabrata costuma apresentar sensibilidade in vitro reduzida tanto a
anfotericina B quanto ao fluconazol (DERY; HASBUN, 2011; EGGIMANN et al.,
2011; KLEVAY et al., 2009; MOTTA et al., 2010; PAPPAS et al., 2009).

2.4 Tratamento e evolucéo

Em razado da alta ocorréncia de candidemia em pacientes hospitalizados faz-
se necessario o tratamento imediato, eficaz e seguro de modo a diminuir o indice de
mortalidade (DEMITTO et al., 2012; MIMICA et al., 2009; NUCCI; COLOMBO, 2012).
De acordo com KAUFFMAN (2006) nos EUA, o fluconazol é o antifingico de
primeira escolha para o tratamento de candidemia causada por Candida albicans,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis.

Segundo, o Consenso Brasileiro de infec¢cdes por Candida, os farmacos de
escolha para o tratamento de candidiase invasiva sdo: anfotericina B e suas
formulacdes, fluconazol, voriconazol e equinocandinas (COLOMBO et al., 2012).

A anfotericina B é uma droga fungicida e de rapida atuacdo contra as

diferentes espécies de Candida, sendo muito rara a ocorréncia de resisténcia
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secundaria (GOMEZ et al., 2010; TAPIA et al., 2003). Estudos prévios sugerem que
a CIM de anfotericina B para Candida glabrata e Candida krusei séo mais elevadas,
sendo necessario o uso de doses maiores desse poliénico (COLOMBO et al., 2012).

A profilaxia medicamentosa com uso de fluconazol tem sido utilizada para
prevenir infecgbes fungicas em recém-nascidos de alto risco, pacientes
neutropénicos, individuos com infeccdo pelo HIV, transplantados e pacientes em
unidades de terapia intensiva, entre outros. No entanto, de acordo com alguns
relatos, esta exposicao prévia ao fluconazol pode gerar resisténcia, reduzindo ainda
mais as opcdes de tratamento medicamentoso (DERY; HASBUN, 2011; EGGIMANN
et al., 2011; PASQUALOTO et al., 2008).

Apesar do fluconazol ser mais frequentemente administrado do que a
anfotericina B, existem opinibes conflitantes sobre o uso deste farmaco, pois pode
ocorrer a emergéncia de micro-organismos resistentes e contribuir com a mudanca
na distribuicio das espécies de Candida causadoras de candidemia (DERY;
HASBUN, 2011; EGGIMANN et al., 2011; KLEVAY et al., 2009; TROFA et al., 2008).
Pasqualoto et al. (2008), observaram associacdo entre o aumento do uso de
fluconazol e a incidéncia elevada de candidemia por Candida glabrata em um
hospital universitario localizado no Sul do Brasil.

O voriconazol € um farmaco com grande atividade antifangica contra a
maioria dos fungos causadores de micoses sistémicas como Candida, Cryptococcus,
Aspergillus e outros fungos filamentosos (COLOMBO et al., 2012; QUINDOS et al.,
2007). De acordo com estudos prévios, o voriconazol € mais ativo no tratamento de
candidiase hematogénica causada por todas as espécies de Candida, incluindo
Candida glabrata e Candida krusei que sao resistentes ao fluconazol e itraconazol
(KAUFFMAN, 2006; LUMBRERAS et al., 2003).

As equinocandinas tém emergido como uma nova opcdo terapéutica
representada por caspofungina, micafungina e anidulafungina. Tém ampla acao
contra a maioria das espécies de Candida e estdo associadas a baixa ocorréncia de
efeitos adversos (COLOMBO et al., 2012; CORTES et al., 2011; MARTINEZ, 2006).

A candidemia invasiva agrava o quadro clinico e piora o prognéstico de
pacientes criticos (FRANCA et al., 2008; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Estudo
retrospectivo realizado em um centro médico terciario em Taiwan entre 2006 a 2009

relevou que 48,2%, dos pacientes com candidemia evoluiram a Obito e nao foi
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observada diferenca significativa entre Candida albicans e Candida ndo Candida
albicans (CHEN et al., 2012).

Em estudo descrito por Klevay et al. (2009) nos EUA, entre os pacientes com
infeccdes de corrente sanguinea por Candida glabrata e Candida albicans nao
houve diferenca significativa na mortalidade.

Segundo Kauffman (2006), uma forma de verificar a eficacia do tratamento do
paciente com candidemia € o monitoramento de hemocultivos, com manutencao da
terapéutica medicamentosa por duas semanas apos a data da primeira hemocultura
negativa.

Dada a relevancia do tema, se propds no presente estudo, verificar a
distribuicdo das espécies de Candida responsaveis por candidemia e correlacionar
com o desfecho clinico do paciente de modo a colaborar com estratégias de controle
de infeccao invasiva por Candida na instituicdo hospitalar estudada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Proceder a caracterizacdo de Candida spp isoladas de hemocultivo e avaliar
aspectos clinicos de candidemia em pacientes atendidos em hospital publico
terciario de Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar a prevaléncia de candidemia identicada laboratorialmente em
pacientes atendidos em hospital publico de Mato Grosso do Sul no periodo de
marco de 2010 a marco de 2012.

¢ |dentificar os agentes de candidemia e realizar a diferenciagcdo molecular de
leveduras do complexo Candida parapsilosis.

e Determinar o perfil de suscetibilidade aos antifangicos de Candida spp
isolados de hemocultura.

e Descrever as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com

candidemia e correlacionar com a evolucéo clinica.
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4 MATERIAL E CASUISTICA

4.1Tipo de estudo

Pesquisa descritiva, transversal e observacional.

4.2 Sujeitos da pesquisa

A populacdo de estudo constitui-se de 32 pacientes com quadro clinico de
infeccdo de corrente sanguinea e que tiveram pelo menos uma amostra de
hemocultura positiva para Candida spp.

Na presente investigagao foi considerada uma Unica amostra por paciente.

4.3 Local e periodo

O estudo foi realizado com pacientes atendidos no periodo de margo de 2010
a marco de 2012 no Hospital Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU/UFMS), Campo Grande — MS.

O HU/UFMS é um hospital terciario com 256 leitos ativos de referéncia em
diagnostico e tratamento de Doencas Infecciosas e Parasitarias que presta

assisténcia em diferentes especialidades médicas pelo Sistema Unico de Saude.

4.4 Pesquisas em laboratorio

As hemoculturas foram realizadas a pedido médico para fins de diagndstico.
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Os dados de exames laboratoriais foram obtidos no Laboratério de Micologia
do HU/UFMS, responsavel pela cultura e identificacdo de fungos no ambito do
Hospital Universitario.

Os demais procedimentos laboratoriais referentes a este estudo foram
realizados no Laboratdrio de Pesquisas Microbiolégicas do Centro de Ciéncias

Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.4.1 Isolamento e identificacdo das leveduras

A deteccao das leveduras provenientes de hemoculturas foi feita por meio do
Sistema automatizado BactAlert (Biomerieux, Franca) / Bactec (BD,USA) e a
identificagdo por meio do Sistema automatizado Vitek 2 (Biomerieux, Franga). Os
micro-organismos foram mantidos estocados em Caldo de Infusdo de Cérebro e
Coracao (BHI) [Oxoid, Inglaterra], com glicerol a 15% em temperatura de -20°C até a
realizacao dos testes propostos.

Quarenta e oito horas antes da realizacdo dos testes as leveduras foram
repicadas em Cromoagar (Difco, USA) para certificacdo da pureza das mesmas. Em
seguida foi realizado repique em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) [Oxoid, Inglaterra]

para realizacéo dos testes de suscetibilidade.

4.4.2 Teste de suscetibilidade in vitro aos antifUngicos

A concentracao inibitéria minima das leveduras frente aos antifungicos foi
determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo padronizada pelo documento
M27-A3 do Clinical And Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2008).

4.4.2.1 Agentes antifungicos
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A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada frente aos antifingicos:
anfotericina B (Sigma Aldrich, EUA), fluconazol (Sigma Aldrich, EUA), itraconazol
(Sigma Aldrich, EUA) e voriconazol (Pfizer, EUA).

4.4.2.2 Preparo da solucao estoque dos antifungicos

Para se obter a concentracdo desejada da solucdo mae (solugdo estoque
para uso), o antifingico foi pesado e calculada a sua poténcia, expressa em ug/mL.
Apds a pesagem os antifungicos foram dissolvidos em solventes apropriados. O
fluconazol foi dissolvido em agua destilada, obtendo-se uma concentracdo de 5120
pg/mL. Anfotericina B, itraconazol e voriconazol foram dissolvidos em
Dimetilsulfoxido (DMSO) [Sigma, EUA] tendo uma concentracao final de 1600ug/mL.
A solucdo contendo os antifungicos foram aliquotadas em tubo tipo ependorff e

armazenadas no freezer a -20°C, até a preparacao das placas de microdiluicao.

4.4.2.3 Preparo das placas de microdiluicéo

A partir da solucdo estoque (solugdo mae) contendo anfotericina B,
itraconazol e voriconazol foram realizadas sucessivas diluicdes com DMSO em nove
tubos de ensaios (primeiras diluicdes). Para a segunda série diluicdes utilizaram-se
dez tubos de ensaio contendo meio RPMI 1640 com glutamina, sem bicarbonato e
antibidtico, pH 7, MOPS 0,165mM (Vitrocell, Brasil). Transferiu-se 0,1mL das
primeiras diluicbes para os tubos contendo 9,9 mL de meio RPMI, somente para o
primeiro tubo pipetou-se 0,1mL da solugcdo méae. A concentracdo nesses tubos
variou de 16ug/mL a 0,03 pg/mL. A Figura 1 ilustra um desenho esquematico de
todo o processo de diluicdo realizada.

Para o fluconazol, a partir da solugdo méae foram realizadas diluicdes com o
meio RPMI 1640 em dez tubos de ensaios (primeiras diluicbes). Na segunda série

de diluigbes transferiu-se 0,1mL da primeira diluicdo para outros dez tubos de
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ensaios, contendo 9,0mL de meio RPMI, tendo uma concentragdo de 128ug/mL a

0,25ug/mL. A Figura 2 mostra o desenho esquematico destas dilui¢des.

Figura 1 - Desenho esquemético das diluicbes dos antifingicos: anfotericina B,

itraconazol e voriconazol, segundo o documento M27 A3, CLSI (2008)
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Figura 2 - Desenho esquematico das diluicdes do antifungico fluconazol, segundo o
documento M27 A3, CLSI (2008)
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Os antifungicos foram distribuidos em microplacas, pipetando-se 100uL das
diluicbes, comecando da menor concentracdo para a maior, dispensando 0s
mesmos nos orificios de numeracdo de onze a dois no sentido vertical, deixando
vazio o orificio de numeracéo doze para o controle de crescimento (CC) e o orificio
de numeracdo um para controle de esterilidade (CE). A Figura 3 ilustra a distribuicao

dos antifangicos nas microplacas.

Figura 3 - Desenho esquematico da distribuicdo dos antifangicos diluidos nas
microplacas, segundo o documento M27 A3, CLSI (2008)

O Q 0 00 O0OOOO

1 415167 1819107112
100000000000
8 9000000000 )
(00000000000
0 V9000000000 )
000000000000
FOO000000000 )
c V0000000000 )
HO0000000000 )

Fonte: Alencar, 2013



32

ApoGs esse procedimento, as microplacas foram cobertas com parafim® e
armazenadas no freezer a -20°C por até seis meses. As microplacas de anfotericina

B foram acondicionadas protegidas da luz, devido a sua fotosensibilidade.

4.4.2.4 Preparo do in6culo

A partir do crescimento em cultura de col6nia pura em ASD incubado a 35°C
por 24 horas, com auxilio de alca descartavel estéril foram selecionadas de uma a
cinco colbnias e transferiu-se para um tubo contendo solucéo fisiolégica estéril. A
suspensao foi homogeneizada no vortex e ajustada a turbidez com o tubo 0,5 na
escala de McFarland que corresponde a 1x10° — 5x10° Unidade Formadora de
colonia - UFC/mL. A Figura 4 ilustra a distribuicdo do in6culo.

Dispensou 4,9 mL de meio RPMI no tubo de ensaio, pipetou 100uL do indculo
(diluicdo 1:50) com posterior agitacdo no vortex. Transferiu-se 500uL do mesmo em
outro tubo de ensaio contendo 9,5 mL de meio RPMI (diluicdo 1:20) agitado
novamente no vortex. A concentracdo final dessa suspensdo correspondeu a
5,0x10% a 2,5x10° UFC/mL.

A suspensédo das leveduras testadas foi distribuida nas linhas horizontais da
microplaca. No orificio de niamero um foi adicionado somente meio RPMI e foi
considerado como controle de esterilidade (CE). No orificio doze foi adicionado o
meio RPMI juntamente com a suspensédo das leveduras e foi considerado controle
de crescimento (CC). Em seguida as microplacas foram incubadas por 48 horas a
35°C.

4.4.2.5 Controle de qualidade

Como controle de qualidade e reprodutibilidade dos testes, foram incluidas
cepas Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019. Essas

cepas foram distribuidas nas duas ultimas linhas. A Figura 4 ilustra a distribuicao.



Figura 4 - Desenho esquematico da distribuicdo do inoculo para o teste de

microdiluigdo em caldo, destinado a determinagao da suscetibilidade
de leveduras, segundo o documento M27 A3, CLSI (2008)
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4.4.2.6 Leitura e interpretagcao dos resultados

A leitura da concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizada apés 24h de
incubacao para fluconazol/voriconazol de acordo com CLSI - M27 S4 (2012) e 48h
para anfotericina Bl/itraconazol conforme o CLSI - M27 S3 (2008). A presenca ou
auséncia de crescimento das leveduras em cada orificio da placa foi avaliada por
meio de leitura visual, a partir do orificio de maior nimero para o de menor nimero.

Para a interpretacdo dos resultados baseada na leitura visual estabeleceu-se
a seguinte pontuacao (escore).

0= opticamente claro

1= crescimento indefinido

2= reducao proeminente de crescimento

3= ligeira reducao do crescimento

4= nenhuma reducéao de crescimento

Para a anfotericina B, a concentracao inibitéria minima (CIM) foi considerada
a menor concentracdo do antifungico capaz de inibir totalmente (100%) o
crescimento da levedura.

Para os azois a concentracao inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor
concentracdo do antifungico capaz de inibir parcialmente (50%) o crescimento da
levedura.

Os pontos de corte (breakpoints) da CIM estabelecida pelo CLSI - M27-S3

(2008) e M27-S4 (2012) para as cepas de referéncia estao dispostos no apéndice B.

4.4.3 Testes moleculares

4.4.3.1 Extracdo do DNA genbémico

A extracdo de DNA das leveduras foi realizada conforme previamente descrito

por Sambrook et al. (1989) no Laboratério de Micologia do Instituto Adolfo Lutz —
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(IAL-SP). A Figura 5 ilustra um desenho esquematico da extragdo de DNA
gendmico.

Inicialmente, os micro-organismos foram repicados em ASD e incubados a
30°C por até 48h. As coldnias foram transferidas com o auxilio da algca descartavel
para um microtubo contendo 1mL de EDTA (Sigma, EUA) 50mM e em seguida
centrifugada a 10.000 rpm por 12 minutos e o sobrenadante desprezado. Neste
microtubo foi adicionado 200uL de EDTA 50mM e 30pLda enzima Trichoderma
harzianum (Sigma, EUA) com posterior agitacdo no vortex. Em seguida, o microtubo
foi incubado em banho maria a 37°C por 1h.

Ap6s este periodo, foi centrifugado e o sobrenadante desprezado. Na
sequéncia adicionou-se 200uL de tampéao de lise e incubou-se em banho maria a
56°C por 1h.

ApOs esse procedimento, a suspensédo foi centrifugada e o sobrenadante
removido para outro microtubo contendo 300uL de cloroférmio/isopropanol (24:1).
Em seguida nova centrifugacao foi realizada e a fase aquosa (parte superior) foi
transferida para outro microtubo. A esse, adicionou-se 400uL de isopropanol (Synth,
Brasil). Posteriormente, nova centrifugacao e descarte da fase liquida. O precipitado
foi lavado com 300uL de etanol (Sigma, EUA) a 70%. ApOs este processo a fase
liquida foi descartada e o microtubo foi mantido aberto e enrolado no papel toalha
para secar, “overnight” a temperatura ambiente.

No dia seguinte, o precipitado contendo DNA da levedura foi entéo
suspendido com 50uL de agua bidestilada estéril.

A guantificacdo de DNA foi medida no espectrofotometro NANO DROP 1000,
no Laboratério de Micologia do Instituto Adolfo Lutz — (IAL-SP). O grau de pureza
das extracdes foi determinado pela razdo entre as leituras de densidade 6tima (DO)

de 260/ DO 280 que deveriam estar com valores entre 1,8 e 2,0.



Figura 5 — Desenho esquemético da extracdo de DNA gendmico das leveduras
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Fonte: Alencar, 2013
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4.4.3.2 Reacéao em cadeia da polimerase — Polimorfismo dos fragmentos de
restricdo (PCR-RFLP)

A diferenciacdo das espécies do complexo Candida parapsilosis (Candida
parapsilosis stricto sensu, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis) foi
realizada pela técnica de PCR-RFLP de acordo com Tavanti et al. (2005) e esta

ilustrada na Figura 6.

4.4.3.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a realizacéo da PCR, foi preparado um mix contendo 12,5uL de GoTaq®
Green Master Mix (Promega, EUA), 1uL do DNA extraido e 0,7uL do par de primers
S1F: 8 GTTGATGCTGTTGGATTGT-3 e S1R: 5 CAATGCCAAATCTCCCAA-3
(Invitrogen, EUA), e agua bidestilada estéril para atingir um volume final de 25 pL.

A amplificacédo foi realizada no termociclador (Progene, LongGene Scientific
Instruments - Hangzhou/China) nas seguintes condi¢cfes: desnaturacdo inicial a
94°C por cinco minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um
minuto, anelamento a 50°C por um minuto seguido de extensdo a 72°C por um
minuto e extensao final a 70°C por dez minutos.

Apés o término da reacdo, o DNA amplificado foi mantido em freezer a -20°C
até a realizacao da eletroforese.

Os produtos amplificados foram separados mediante eletroforese em gel de
agarose (Promega, EUA) a 2% com TBE 1x (Apéndice C).

No gel agarose foi aplicado 3,5uL da reacdo da PCR e a corrida foi realizada
a 100V e 400mA por 35 minutos. Ao término da corrida os géis foram corados por
brometo de etidio por 20 minutos e observados no transiluminador de ultravioleta e
fotografados para observacdo do DNA amplificado com aproximadamente 716 pb,

correspondente ao complexo Candida parapsilosis.
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4.4.3.4 Polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP)

Os produtos do PCR foram digeridos com enzima de restricdo Banl
(Fermentas, Litudnia) em tampao especifico da enzima sob incubacdo a 37°C em
banho maria por 2h. Resumidamente, preparou-se um mix contendo 5uL do produto
da PCR, 2uL da enzima Banl, 2uL BSA (tamp&o que acompanha a enzima) e agua
bidestilada estéril com um volume final de 20pL.

Os fragmentos de DNA apds digestdo com Banl foram separados por
eletroforese em gel de agarose (Promega, EUA) a 2% com TBE 1x (Apéndice C).

A corrida foi realizada a 100V e 400mA por 40 minutos. Em seguida o gel foi
corado por brometo de etidio por 20 minutos. Os fragmentos foram observados no
fotodocumentador sob luz ultravioleta. A interpretacdo dos fragmentos visualizados
foi feita pela comparacao com cepas padroes:

Candida parapsilosis stricto sensu— um sitio de restricdo — duas bandas, uma
com 521 pb e outra com 196 pb (ATCC 22019).

Candida orthopsilosis — nenhum sitio de restricdo — uma banda em 716 pb
(ATCC 96139).

Candida metapsilosis — trés sitios de restricdo — quatro bandas com 370, 188,
93, 60 pb (ATCC 96144).



39

Figura 6 — Desenho esquemético da reacdo PCR — RFLP para Candida do complexo

Candida parapsilosis

8,1 uL agua bidestilada
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Fonte: Alencar, 2013



40

4.5 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas

Os dados demograficos, epidemiolégicos e clinicos foram coletados a partir
de prontuarios médicos. As informacdes foram registradas em um formulario
apropriado (Apéndice A) e as variaveis estudadas foram:

a)Dados demogréficos: sexo e idade.

b)Dados epidemiolégicos: setor de internacdo, periodo de internacéo, espécie
isolada.

c)Condicbes clinicas: baseadas nos sinais e sintomas apresentados no
momento do diagnéstico.

d)Doenca de base: diabetes mellitus, imunodeficiéncia pelo HIV, doencga renal
e outras.

e)Comorbidades: doenca cardiaca, doenca pulmonar, hipertenséo e outras.

f)Procedimentos de risco clinico: internacdo em unidade de tratamento
intensivo, plaguetopenia, ventilagdo mecanica, hemodialise, cateter venoso central,
nutricdo parenteral total, sonda vesical, sonda nasogastrica/orogastrica/nasoenteral,
hemodialise, dreno, cirurgia abdominal, uso de antibidticos: carbapenémicos,
vancomicina e de cefalosporinas de 32 ou 42 geracao, proteses, quimioterapia, uso
de bloqueador do receptor de histamina tipo 2, omeprazol, uso de
corticéide/imunossupressor.

g)Terapia empirica ou terapéutica com antifungico: uso de antifiungico anterior
e apos hemocultura positiva.

h)Exames complementares: exames que poderiam demonstrar a relacao
entre a candidemia e as condi¢des clinicas do paciente, tais como o hemograma,

contagem de plaquetas e isolamento do fungo em outros sitios.

4.6 Andlises de dados

Uma base de dados foi criada com informac8es demograficas e clinicas dos
pacientes e relacionadas aos micro-organismos estudados. Os dados descritivos

foram apresentados em representacao tabular, constando de frequéncia absoluta e
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relativa. Para verificar possiveis associa¢cdes entre as varidveis de estudo foram
utilizados os testes Qui-quadrado corrigido por Yates e Teste Exato de Fisher, e
calculadas as razdes de prevaléncia, com 0s respectivos intervalos de confianca de
95%. Para estimar as razdes de prevaléncia ajustadas, foi utilizada a Regressao de
Cox, utilizando as varidveis com significancia < que 20% e as que tinham relevancia
clinica-epidemiolégica. Foram utilizados os Programas de computador BioEstat
versdo 5 e Epi Info 3.5.3 (AYRES et al.,, 2007; CENTERS FOR DISEASES
CONTROL AND PREVENTION, 2011).

4.7 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa da UFMS
(protocolo n°1591) conforme consta no Anexo A. O levantamento de dados
epidemiologicos foi realizado a partir de prontuarios médicos e ndo houve contato

com pacientes.
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5 RESULTADOS

No periodo de margco de 2010 a marco de 2012 foram processadas 6.879
hemoculturas no laboratério de Analises Clinicas do HU/UFMS. Destas, 48 (0,7%)
provenientes de 32 pacientes, foram positivas para leveduras do género Candida.

As espécies de Candida responsaveis por candidemia foram: 11 (34,4%)
Candida albicans, 7 (21,9%) Candida do complexo C. parapsilosis, 5 (15,6%)
Candida guilliermondii, igual numero de isolados 4 (12,5%) Candida glabrata,
Candida tropicalis e 1 (3,1%) Candida krusei. Juntas as espécies de Candida nao
Candida albicans representaram 65,6% (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero e porcentagem dos agentes de candidemia, HU/UFMS — 2010 a

2012 (n=32)
Espécies N, %
Candida albicans 11 34,4
Candida nao albicans 21 65,6

Candida parapsilosis
Candida parapsilosis stricto sensu 5 15,6
Candida orthopsilosis 2 6,3
Candida guilliermondii 5 15,6
Candida glabrata 4 12,5
Candida tropicalis 4 12,5
Candida krusei 1 3,1

A diferenciacdo das espécies do complexo Candida parapsilosis realizada
pela técnica de PCR seguida de RFLP revelou que entre as sete Candida
parapsilosis identificadas inicialmente pelo sistema automatizado VITEK2, cinco
eram Candida parapsilosis stricto sensu e duas Candida orthopsilosis. A figura 7

ilustra os produtos da amplificacdo na técnica de PCR-RFLP.
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Figura 7 - Gel de agarose a 2% mostrando os produtos de PCR-RFLP

M 14 2 3 4 3 58 7 8 9 10 11 12

700
500

200

M: marcador molecular de 100 pares de base; L: Linhas, L1 e L2: bandas representativas dos
produtos de PCR do isolado clinico e cepa padrdo, respectivamente; Linhas 3 a 9 — produtos da
restricdo com enzima Banl dos isolados clinicos:L3-03H/11, L4-80H5/11, L5-189H,/11, L6-117H5/11,
L7-07Hg/11, L8-72H141/11, L9-45H,/12 e Linhas 10 a 12: produtos de restricdo com enzima Banl das
cepas padrdo: L10-C. parapsilosis ATCC 22019; L11-C. orthopsilosis ATCC 96139; L12-C.
metapsilosis ATCC 96144, respectivamente.

Na tabela 2 observam-se os valores da concentracédo inibitéria minima (CIM)
dos antifungicos testados frente as diferentes espécies de Candida isoladas.

Todas Candida albicans e Candida tropicalis isoladas de hemocultura no
HU/UFMS foram sensiveis aos antifungicos testados: anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e voriconazol.

Entre as sete leveduras do Complexo Candida parapsilosis, somente uma
Candida parapsilosis stricto sensu foi resistente ao fluconazol (CIM 8,0 pg/mL).

Todas as quatro Candida glabrata isoladas mostraram resisténcia ao
itraconazol e sensiveis dose dependente frente ao fluconazol.

Entre as cinco Candida guilliermondii isoladas, uma foi sensivel dose

dependente ao fluconazol e todas sensiveis dose dependente ao itraconazol.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade aos antifingicos de Candida spp isoladas de
hemoculturas de pacientes internados, HU/UFMS - 2010 a 2012 (n=32)

Espécie n Antifingico Variacdo CIM Sensivel SDD Resisténcia
(ng/ml) N°. (%) N°. (%) N°. (%)

C. albicans 11 Anfotericina B 0,25-0,5 11(100) - -

Fluconazol 0,125 -0,25 11(100) - -

Itraconazol 0,03 -0,06 11(100) - -

Voriconazol 0,015 11(100) - -

C. parapsilosis 5 Anfotericina B 0,5-1,0 5(100) - -

stricto sensu Fluconazol 0,125-38,0 4(90) - 1(10)

Itraconazol 0,015-0,125 5(100) - -

Voriconazol 0,015 - 0,06 5(100) - -

C. orthopsilosis 2 Anfotericina B 0,5 2(100) - -

Fluconazol 0,125-0,25 2 (100) - -

Itraconazol 0,06 — 0,125 2(100) - -

Voriconazol 0,015 2(100) - -

C. tropicalis 4 Anfotericina B 0,5-1,0 4(100) - -

Fluconazol 0,125-0,25 4(100) - -

Itraconazol 0,03 -0,06 4(100) - -

Voriconazol 0,015 4(100) - -

C. glabrata 4 Anfotericina B 0,5-1,0 4(100) - -

Fluconazol 4,0-8,0 - 4(100) -

Itraconazol 1,0 - - 4(100)

Voriconazol 0,125 - - -

C. guilliermondi 5 Anfotericina B 0,25-1,0 5(100) - -

Fluconazol 0,5-4,0 4(90) 1(10) -

Itraconazol 0,25-0,5 - 5(100) -

Voriconazol 0,015 - 0,06 5(100) - -

C. krusei 1 Anfotericina B 1 1(100) - -

'Fluconazol 8,0 - - -

Itraconazol 0,5 - 1(100) -

Voriconazol 0,06 1(100) - -

'As espécies de C. krusei sdo intrinsecamente resistentes in vivo ao fluconazol, independente da
CIM. A Interpretacdo da CIM para anfotericina B e itraconazol foi baseada nas recomendacfes da
CLSI - M27 S3, (2008) e para fluconazol e voriconazol no documento M27 S4 (2012). SDD — Sensivel
dose dependente. CIM — Concentracéo inibitéria minima. SDD — Sensivel dose dependente.

Do total de 32 pacientes com diagnostico laboratorial de candidemia, 17
(53,1%) eram do sexo masculino e 15 (46,9%) do sexo feminino (Tabela 3).

A idade dos pacientes variou de 1 dia a 93 anos com média de 65 anos. Entre
todos, cinco eram criangcas sendo trés neonatos com média de idade de 25 dias.
Dois de trés recém-nascidos eram prematuros um pesava 495g e o outro 700g.

Os pacientes estavam internados nos seguintes setores: nove (28,1%) no CTI
Adulto, quatro (12,9%) na Clinica Cirargica, dois (6,3%) no CTI Pediatrico, UTI
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Neonatal, Clinica Médica, Unidade Coronariana e Pronto Atendimento Médico, um
(3,2%) no Bercario e Doencas Infecciosas e Parasitérias. Sete (21,9%) pacientes
estavam realizando tratamento hemodialitico no servigo de hemodialise.

O tempo médio de internacdo entre os 17 pacientes que tiveram alta
hospitalar foi de 50 dias e entre aqueles que foram a 6bito de 19 dias. A letalidade
geral foi de 46,9%. De acordo com o Teste Mann Whitney aplicado, a diferenca entre
o periodo de internacdo daqueles pacientes que tiveram alta hospitalar e os que
foram a 6bito foi considerada estatisticamente significante (p = 0,015).

Tabela 3 - NUmero e porcentagem de pacientes com candidemia segundo variaveis
de estudo, HU/UFMS — 2010 a 2012 (n=32)

Variaveis N©., %
Faixa Etaria
De 1 a 25 dias 3 9,4
De 26 dias a menos de 1 ano - -
De 1 a 4 anos 2 6,2
De 5 a 20 anos - -
De 21 a 30 anos 3 9,4
De 31 a 40 anos 2 6,2
De 41 a 50 anos 4 12,5
De 51 a 60 anos 3 9,4
Acima de 60 anos 15 46,9
Sexo
Masculino 17 53,1
Feminino 15 46,9
Setor de internacao
CTI Adulto 9 28,1
Unidade Renal ® 7 22,0
Clinica Cirurgica | 4 12,5
CTI Pediatrico 2 6,2
UTI Neonatal 2 6,2
Clinica Médica 2 6,2
Pronto Atendimento Médico 2 6,2
Unidade Coronariana 2 6,2
Bercario 1 3,2
DIP 1 3,2
Evolucéao Clinica
Sobrevida 17 53,1
Obito 15 46,9

W' Os pacientes ndo estavam internados, a hemocultura foi positiva no dia
em que realizavam hemodidlise. CTI - Centro de terapia intensiva. UTI —
Unidade de terapia intensiva. DIP- Doencas Infecciosas e Parasitérias.
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Na tabela 4 estdo elencadas as manifestagdes clinicas, doencas de bases e
comorbidades apresentadas pelos pacientes que desenvolveram candidemia.

As principais manifestagfes clinicas destes na ocasido da coleta de sangue
para hemocultura foram: hipotensao (16; 50%), febre e taquicardia (12; 37,5%). A
maioria tinha mais de uma doenca de base, com predominio de doenca renal cronica
e diabetes. Dentre as comorbidades, hipertensédo e doencas cardiacas foram as mais
relatadas.

Tabela 4 - Numero e porcentagem de pacientes com candidemia segundo
aspectos clinicos, HU/JUFMS — 2010 a 2012 (n=32)

Aspectos clinicos N°. %
Manifestagdes Clinicas
Hipotensao 16 50,0
Febre 12 37,5
Taquicardia 12 37,5
Infeccdo Urinaria por Candida 4 12,5
Dispnéia 8 25,0
Candidiase Oral 6 18,8
Leséo de pele 5 15,6
Doenca de base
Doenca Renal Crbnica 13 40,6
Diabetes 12 37,5
Céancer 4 12,5
Prematuridade 3 9,4
AIDS 3 9,4
Comorbidade
Hipertenséao 17 53,1
Doenca Cardiaca 16 50,0
Doenca Pulmonar 4 12,5
Doenca Neurolégica 3 9,4
Doenca Hepética 3 9,4
Doenca Auto-Imune 2 6,3

Nota: cada paciente poderia apresentar um ou mais manifestacdes clinicas, doencas
de base, comorbidades e outros sitios com Candida.

No mesmo periodo da hemocultura positiva, Candida spp foi isolada em
cultura de outras espécimes clinicas, principalmente de urina 4 (12,5%) e 3 (9,4%)
foram isoladas da cultura de ponta de cateter.

Dos pacientes que tiveram candidemia (32), nove apresentaram mais de uma

hemocultura positiva para um mesmo agente. Em dois pacientes renais cronicos que
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faziam hemodiélise a hemocultura foi positiva por periodo de quatro e nove meses,
respectivamente.

Todos os pacientes com candidemia foram submetidos a algum tipo de
procedimento de risco clinico, tais como: (30; 93,8%) uso de cateter venoso central,
(23; 71,9%) sonda nasogastrica/orogéastrica/nasoenteral, (20; 62,5%) sonda vesical
de demora, (19; 59,4%) ventilacdo mecénica, (14; 43,8%) hemodidlise, (13; 40,6%)
internacdo no CTI/UTI, (11; 34,4%) nutricdo parenteral, (13; 40,6%) uso prévio de
carbapenémicos, (12; 37,5%) uso prévio de cefalosporinas de 32 e 42 geracao e (11;
34,4%) uso prévio de vancomicina, entre outros (Tabela 5).

Dez (31,3%) pacientes realizaram cirurgia até 30 dias antes do episédio de
candidemia. Entre essas, oito foram cirurgia abdominal, cinco cirurgias cardiacas,

duas toracicas, duas biopsias e uma confeccao de fistula.

Tabela 5 - NUumero e porcentagem de pacientes segundo procedimentos de risco a
gue foram submetidos, HU/UFMS — 2010 a 2012 (n=32)

Procedimentos de risco clinico N©°. %
Cateter Venoso Central 30 93,8
Sonda Nasogastrica/Sonda Orogastrica/Sonda Nasoenteral 23 719
Sonda Vesical de Demora 20 62,5
Ventilacdo Mecanica 19 594
Omeprazol 18 56,3
Bloqueador do receptor de histamina tipo 2 16 50,0
Hemodialise 14 43,8
Plaquetopenia 14 438
Internado CTI/UTI 13 40,6
Carbapenémicos 13 40,6
Cefalosporinas 32 e 4 2 geracéo 12 375
Nutricdo Parenteral Total 11 344
Vancomicina 11 344
Corticéide/Imunossupressor 11 344
Cirurgia até 30 dias da Hemocultura Positiva 10 31,3
Dreno 9 28,1
Cirurgia Abdominal 8 250

Nota: cada paciente poderia ter sido submetido a um ou mais procedimentos de risco.
CTI/UTI — Centro de Terapia Intensiva/Unidade de Terapia Intensiva.
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Quanto ao tratamento antifingico: 23/32 pacientes foram tratados apés o
diagnéstico laboratorial de candidemia, sendo o fluconazol 21(65,6%) o antifingico
de primeira escolha. Nove pacientes nao receberam tratamento antifiingico. Entre
esses, cinco pacientes foram a 6bito no dia da coleta da hemocultura ou até trés
dias depois e quatro pacientes apresentaram quadro de candidemia transitéria e
receberam alta hospitalar.

Como pode ser constatado na tabela 6, nd&o houve associacao
estatisticamente significativa entre a evolucéo clinica e as seguintes variaveis: idade,
sexo, setor de internacdo. Entre os pacientes que evoluiram a Obito, em dez foi
isolado Candida albicans e em cinco Candida ndo Candida albicans.

Também nédo houve associagao estatisticamente significativa entre a evolucéo
clinica e as doencas de base e comorbidades apresentadas pelos pacientes (Tabela
7).

Tabela 6 - Numero e porcentagem de pacientes segundo variaveis de estudo e
evolucéao clinica, HU/UFMS - 2010 a 2012 (n=32)

Evolucao clinica
Obito Sobrevida

@RpP

L )
Variaveis (n=15)  (n=17) P (IC 95%)
N % N° %

Pacientes
Criancas e idosos (acima de 60 anos) 12 60,0 8 40,0 © 0,120 2,40 (0,85-6,81)
Adultos 3 250 9 75,0

Sexo
Feminino 8 533 7 46,7 “0,739 1,30 (0,62-2,71)
Masculino 7 412 10 58,8

Setor de Internacao
CTI/UTI 8 615 5 385 “0,310 1,67 (0,81-3,46)
Outras Enfermarias 7 36,8 12 63,2

Espécie
Candida albicans 10 90,9 1 9,1 “0,001 3,82 (1,74-8,39)
Candida ndo Candida albicans 5 238 16 76,2

@) p < 0,05 = diferenca estatisticamente significativa.
@ RP (IC 95%) = razdo de prevaléncia com intervalo de confianca de 95%.
®) Teste Exato de Fisher.

)
)
“ Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.
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Tabela 7 - NUmero e porcentagem de pacientes segundo aspectos clinicos e
evolucao clinica, HU/UFMS — 2010 a 2012 (n=32)

_Evolucao clinica
Aspectos Clinicos Obito Sobrevida @ @RP
P (n= 15) (n = 17) P (95%)

N° % N° %

Doenca de Base

AIDS 3 100,0 - - ®0,001 2,42 (1,57 -3,73)
Cancer 3 750 1 250 ©0,319 1,75(0,86 - 3,56)
Diabetes 5 417 7 583 “0927 0,83(0,37-1,85)
Doenca Renal Cronica 5 385 8 615 “0,668 0,73(0,33-1,64)
Prematuridade 1 333 2 66,7 ©1,000 0,69 (0,13 -3,57)
Comorbidade
Doenca Neuroldgica 2 66,7 1 333 ©®0589 1,49 (0,61 - 3,64)
Doenca Pulmonar 2 50,0 2 500 ©®1,000 1,08 (0,37-3,10)
Hipertens&o 7 412 10 588 ®0,739 0,77 (0,37 - 1,62)
Doenca Cardiaca 6 375 10 625 ©@0,478 0,67 (0,31 -1,43)

Doenca Hepatica - 3 1000 ©®0,288
Doenca Auto-Imune - - 1 100,0 ©1,000 -

Nota: cada paciente poderia apresentar uma ou mais doencas de base ou comorbidades. " p < 0,05
= diferenca estatisticamente significativa.

@Rp (IC 95%) = razéo de prevaléncia de 6bitos, com intervalo de confianca de 95%, entre os que
tinham ou ndo a doenca de base ou comorbidade.

®) Teste Exato de Fisher.

“ Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.

Em relacdo aos procedimentos de risco clinico (Tabela 8), avaliados 0 uso
prévio de corticoide/imunossupressor, bloqueador do receptor de histamina tipo 2,
ventilacdo mecanica, uso de sonda nasogastrica/orogastrica/nasoenteral e sonda

vesical foram associados a ocorréncia de 6bitos (p<0,05).
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Tabela 8 - NUmero e porcentagem de pacientes segundo condi¢cdes associadas a
ocorréncia de candidemia e evolugéo clinica, HU/UFMS - 2010 a 2012

(n=32)
Evolucéo clinica
ra . - (2)
Procedimentos de risco clinico (Sflig) S?nbr:e\1/|7c;la Dp (IC 9R5Fc:/o)
Ne. % N°o. %

Corticéide/ Imunossupressor 8 727 3 273 90,080 2,18 (1,08 - 4,42)
Bloqueadores H, 11 688 5 312 ©0,033 2,75(1,11-6,84)
Ventilacdo Mecanica 13 684 6 316 ©0,009 4,45 (1,20 -16,50)
Nutricdo Parenteral Total 7 636 4 364 “0316 1,67 (0,83-3,38)
SNG/SOG/SNE 15 652 8 348 “0,001 -
Cirurgia Abdominal 5 625 3 375 ©“0423 1,50 (0,73 - 3,07)
Internado UTI/CTI 8 615 5 385 ©0,310 1,67 (0,81-3,46)
Carbapenémicos 8 615 5 385 ©0310 1,67 (0,81 -3,46)
Sonda Vesical 13 650 7 350 ©0,022 3,90 (1,06 - 14,39)
Omeprazol 10 556 8 444 0,448 1,56 (0,69 - 3,52)
CEF 32 e 42 Geragao 7 583 5 41,7 ©0522 1,46 (0,71 - 2,99)
Plaquetopenia 8 571 6 429 ©®0503 1,47 (0,70 - 3,07)
Cateter Venoso Central 14 46,7 16 533 ©“1,000 0,93(0,22 - 3,93)
Hemodialise 6 429 8 571 ©®0964 0,86 (0,40 - 1,83)
Cirurgia até 30 dias antes Hemocultura + 5 50,0 5 500 “1,000 1,10 (0,51- 3,93)
Dreno 4 444 5 556 “@1000 0,93(0,40-2,17)
Vancomicina 3 273 8 727 ©0216 0,48 (0,17 - 1,34)

Nota: cada paciente poderia apresentar um ou mais condicfes associadas a ocorréncia de

candidemia.

SNG/SOG/SNE - Sonda Nasogastrica/Sonda Orogastrica/Sonda Nasoenteral.

CEF32 e 42 Geracdo— Cefalosporina de 32 e 42 Geracao.

Wb < 0,05 = diferenca estatisticamente significativa.

@ Rp (IC 95%) = razdo de prevaléncia de 6bitos, com intervalo de confianca de 95%, entre os
expostos ou ndo as condi¢Bes associadas a ocorréncia de candidemia.

®) Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.

“ Teste Exato de Fisher.

Na tabela 9 estdo demonstradas as razdes de prevaléncia ajustadas.

Tabela 9 — Razbes de prevaléncia de Obitos em pacientes com candidemia,
ajustadas pela andlise multivariada, HU/UFMS — 2010 a 2012 (n=32)

Razao de
Variaveis prevaléncia |~ g50, (Rpy

ajustada

(RP)

Candida albicans versus Candida nao C. albicans 0,045 2,92 1,02 - 8,37
Idosos e criangas versus adultos 0,244 2,44 0,54-1,10
Uso de Bloqueadores H, versus nao uso 0,295 2,01 0,54 - 7,47
Uso de Corticoide/ Imunossupressor versus ndao uso 0,466 1,52 0,49 - 4,74
Uso de sonda vesical versus ndo uso 0,471 1,85 0,34-10,05
Uso de ventilacdo mecénica versus ndo uso 0,529 1,72 0,31-9,41
Sexo feminino versus masculino 0,661 0,75 0,21 -2,70

Nota: Regresséo de Cox — se p < 0,05 diferenga estatisticamente significativa.
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6 DISCUSSAO

No HU da UFMS, no periodo de 2010 a 2012 foi registrado em média, 16
casos de candidemia ao ano. Comparado a estudo anterior realizado por Bonfietti et
al. (2012) com dados da mesma instituicdo hospitalar, observa-se um aumento no
namero de casos candidemia (10 versus 16 ao ano). Acredita-se que esse aumento
possa estar relacionado a complexidade dos procedimentos invasivos e ao aumento
no numero de pacientes imunologicamente debilitados (BASSETTI et al., 2011).

Dados da literatura revelam que a epidemiologia da candidemia mudou ao
longo das Ultimas trés décadas. Estudos prévios tém mostrado emergéncia de
Candida ndo Candida albicans como agentes de infec¢des sistémicas em todas as
partes do mundo, tanto em hospitais publicos quanto privados (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; PFALLER et al., 2011; SEGIREDDY et al., 2009).

Em hospitais dos Estados Unidos e Europa também tem sido descrito
reducdo na proporcao de Candida albicans e um aumento no numero de espécies
de Candida ndo Candida albicans associados a candidiase hematogénica
(DIEKEMA et al., 2012; PFALLER et al., 2009; SIGIREDDY et al., 2009).

Estudo prospectivo realizado em um Hospital Clinico de Barcelona por meio
de um programa de vigilancia em hemocultura por um periodo de 18 anos (1991 a
2008) revelou que apesar de Candida albicans ter sido a espécie mais comumente
identificada (48%), as espécies de Candida ndo Candida albicans foram mais
representativas (52%), incluindo Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei entre outras (ORTEGA et al., 2011).

Em hospitais brasileiros, as espécies de Candida ndo Candida albicans
também tem sido responsabilizadas por mais de 50% dos casos de infeccdo de
corrente sanguinea (CHANG et al., 2008; COLOMBO et al., 2007; HINRICHSEN et
al., 2008; MOTTA et al., 2010; SAMPAIO CAMARGO et al., 2010).

Estudo prévio realizado em Campo Grande-MS, conduzido por Chang et al.
(2008) com candidemia diagnosticada em um periodo de oito anos (1998 a 2006) no
HU/UFMS ja mostrava prevaléncia de espécies de Candida ndo Candida albicans
(54,2%). Os resultados da presente pesquisa (Tabela 1) mostram continua elevacao
do numero de casos por espécies Candida ndo Candida albicans (65,6%) como

agente de candidemia no Mato Grosso do Sul, com predominio de Candida



52

parapsilosis. Diferentemente de estudo realizado por Almeida et al. (2013), em
Dourados, Mato Grosso do Sul, em um periodo de um ano, Candida albicans
(66,6%) foi predominante, seguido de Candida tropicalis (33,4%).

Pesquisa multicéntrica realizado por Colombo et al. (2006) no periodo de
2003 a 2004 relatou que Candida parapsilosis e Candida tropicalis eram entre as
espécies de Candida ndo Candida albicans as mais isoladas no Brasil, em torno de
70%.

Desde 2005, Candida parapsilosis tem sido descrita como complexo Candida
parapsilosis incluindo C. parapsilosis stricto sensu, C. metapsilosis e C. orthopsilosis.
(TAVANTI et al., 2005). A diferenciacédo dessas espécies tem sido feita por meio de
métodos moleculares, restringindo assim a sua utilizacdo no laboratério de rotina,
gue necessita de pessoal treinado e equipamentos de alto custo (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).

Em hospital terciario da Espanha, De Toro et al. (2011), descreveram a
distribuicdo das espécies do complexo de Candida parapsilosis em 122 isolados do
sangue e de outros sitios. Candida parapsilosis stricto sensu foi a mais isolada
(91%), seguida por Candida orthopsilosis (8,2%) e (0,8%) Candida metapsilosis.

Os resultados obtidos na presente investigacao (Figura 7) mostram também
predominio de Candida parapsilosis stricto sensu. Nenhuma Candida metapsilosis
foi isolada como agente de candidemia. Esse dado esta de acordo com estudo
prévio que afirma que C. metapsilosis € agente incomum de infeccéo sistémica, e
tem sido mais isolada em amostra do trato respiratorio e superficie da mucosa
(SILVA et al., 2009).

Interessante foi a observacdo de maior numero de isolamentos de C.
guilliermondii (15,6%) entre espécies de Candida ndo C. albicans. De acordo com
estudos anteriores, C. guilliermondii € um agente incomum de candidemia
(COLOMBO et al., 2006; PASQUALOTTO et al., 2006; PFALLER et al., 2006).

Estudo realizado por Colombo et al. (2007), em Séo Paulo, revelou que em
guatro hospitais estudados, somente em um foi registrada infeccdo de corrente
sanguinea por C. guilliermondii. Pesquisa anterior desenvolvida por Bonfietti et al.
(2012) com dados de 1998 a 2007 mostrou que candidemia por C. guilliermondii era
considerada rara no HU da UFMS.

Estudo desenvolvido por Nucci e Colombo (2007), com 924 episddios de

candidemia diagnosticadas em hospitais do sul, sudeste e regido central do Brasil
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mostrou que Candida tropicalis (20%) foi o segundo agente de candidemia. Até
2007, essa era também a segunda espécie de Candida ndo C. albicans mais isolada
de hemocultivos no HU da UFMS (BONFIETTI et al., 2012). A presente pesquisa
mostra que C. glabrata est4d emergindo no Hospital Universitario estudado, pois foi
isolada na mesma proporcéo do que Candida tropicalis (12,5%).

Em se tratando de C. glabrata, de acordo com Colombo et al. (2006), entre
2003 e 2004, a ocorréncia de candidemia por essa espécie era pouco documentada
nos hospitais brasileiros. Por outro lado, no mesmo periodo, nos EUA e Europa ja se
observava a emergéncia dessa levedura como um dos principais agente de infec¢éo
fungica de corrente sanguinea (DIEKEMA et al.,, 2012; PFALLER et al.,, 2009;
SEGIREDDY et al., 2009).

Similar a estudos prévios, o isolamento de Candida krusei em hemocultivos
foi pouco frequente (FRANCA et al, 2008; HINRICHSEN et al, 2008;
PASQUALOTO et al., 2008; PFALLER et al., 2008). Esse dado é importante tendo
em vista que C. krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol, antifiungico este
bastante utilizado na pratica médica.

O conhecimento do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos é
recomendado, pois a resisténcia in vitro pode predizer falha terapéutica (PFALLER,
2012). As técnicas disponiveis para realizacdo de testes de suscetibilidade aos
antifangicos incluem disco difusdo (CLSI - M44 A2, 2009), E-test Pfaller (2012),
microdiluicio em caldo que pode ser realizada de forma manual, como a
preconizada pelo CLSI - M27 A3 (2008) e por meio de sistema automatizado
(PFALLER, 2012). As técnicas de microdiluicdo tem a vantagem de determinar a
concentragdo inibitéria minima. Entre essas, as recomendadas sao as do Comité
Internacional CLSI (2008) e EUCAST (2008).

Na presente investigacao foi realizada a técnica de microdiluicdo (CLSI, 2008)
utilizada na rotina do Laboratério de Pesquisas Microbiolégicas da UFMS para
monitorar a emergéncia de leveduras resistentes aos antifangicos.

Similar a estudos de Bonfietti et al. (2012) e Motta et al. (2010) os resultados
obtidos no teste in vitro mostram que a maioria das leveduras foram sensiveis aos
antifangicos testados (Tabela 2).

Embora ainda pouco descrita no Brasil a resisténcia aos antifungicos
representa um desafio terapéutico, especialmente entre as espécies de Candida néo
Candida albicans (COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007).
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Acredita-se que a frequente utilizacdo de fluconazol para tratar um paciente
com candidemia persistente (por nove meses) pode ter favorecido o
desenvolvimento de resisténcia a esse antifungico observada em uma Candida
parapsilosis stricto sensu, no presente estudo. Ja esta estabelecido que 0 uso
extensivo deste farmaco estd associado ao surgimento de leveduras resistentes
(DERY; HASBUN, 2011).

Candida guilliermondii com suscetibilidade reduzida para diferentes classes
de agentes antifingicos tem sido pouco descrita. Estudo realizado por Pfaller et al.
(2006) mostrou sensibilidade reduzida ao fluconazol (85%) corroborando com os
resultados da presente investigagao.

Embora o itraconazol ndo seja indicado para o tratamento de infeccdes
fungicas invasivas (Colombo et al. 2012), foi observado que todas as C.
guilliermondii isoladas foram sensiveis dose dependente a esse antifungico.

Ja € bem conhecido na literatura que entre as espécies de Candida, C.
glabrata costuma apresentar maior resisténcia aos antifUngicos e necessitam doses
maiores de azolicos para possibilitar sucesso no tratamento terapéutico.
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

De acordo com Pappas et al. (2009), no teste de suscetibilidade in vitro,
Candida glabrata se mostra sensivel dose dependente ou resistente tanto para
fluconazol como itraconazol. Na presente investigacdo, o perfil de resisténcia de
Candida glabrata observado frente ao itraconazol foi superior o descrito (3/7) por
Franca et al. (2008), em pacientes com candidemia no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do Parana. Essa levedura também pode ser resistente a
outros antifungicos. Estudo realizado no México por Gonzalez et al. (2008),
relataram resisténcia ao fluconazol, itraconazol e anfotericina B entre as espécies de
Candida glabrata.

Candida krusei é intrinsicamente resistente ao fluconazol e tende a ser
sensivel dose dependente ao itraconazol (PAPPAS et al., 2009). O laboratério de
microbiologia deve ficar atento na interpretacdo do antifungigrama tendo em vista
gue, por vezes, Candida krusei pode mostrar halo de inibicdo de crescimento diante
do fluconazol sugerindo falsa sensibilidade (COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
MOTTA et al., 2010).

Similar & maioria dos estudos sobre candidemia, na presente investigacao

(Tabela 3), ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa em relagao ao
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sexo dos pacientes (ALMIRANTE et al., 2006; COLOMBO et al., 2006; COLOMBO
2007 et al.,, 2007; HORN et al, 2009). Outros pesquisadores descreveram
prevaléncia de 60% a 62% entre os pacientes do sexo masculino (FRANCA et al.,
2008; HINRICHSEN et al., 2008).

Dados da literatura mostram que pacientes em extremos de idades sdo mais
suscetiveis a infeccBes por micro-organismos oportunistas como leveduras do
género Candida (BASSETTI et al., 2011; GUIMARAES et al., 2012; HORN et al.,
2009; SAMAPAIO CAMARGO et al., 2010). Corroborando com outros autores, a
maioria dos pacientes que desenvolveram infeccdo de corrente sanguinea por
Candida no Hospital Universitario de Mato Grosso do Sul tinha idade acima de 60
anos (ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO et al.,, 2006; FRANCA et al., 2008;
GUIMARAES et al., 2012; HINRICHSEN et al., 2008). Individuos com idade
avancada costumam ser imunologicamente debilitados e normalmente s&o
portadores de doencas cronicas as quais predispdem infecgcdes microbianas,
inclusive infeccdo de corrente sanguinea (VAZIRI et al., 2012).

Prematuridade e baixo peso (inferior a 1500g) podem ter favorecido as ICS
entre 0s neonatos do presente estudo. Pesquisa realizada por Xavier et al. (2008),
na UTI Neonatal do HU/UFMS, revelou que em dezessete recém nascidos que
desenvolveram candidemia a média de idade era de 16,7 dias de vida, corroborando
com outros autores que descrevem prematuridade como condicdo de risco para
infeccdo hematogénica (ALMIRANTE et al., 2005; ALMIRANTE et al.,, 2006;
ARAUJO 2012; COLOMBO, GUIMARAES 2003).

Com relacéo ao setor de internacdo dos pacientes, 40,6% estavam internados
em unidades de terapia intensiva. De acordo com dados da literatura, a internacao
em UTI constitui condi¢cdo de risco para a ocorréncia de candidemia, pela gravidade
dos pacientes ali internados e, pelos dispositivos invasivos frequentemente utilizados
para o diagndstico e tratamento (COLOMBO et al., 2007; HINRICHSEN et al., 2008;
HORN et al., 2009).

Entre todos pacientes analisados 7 (22%) eram doentes renais cronicos em
tratamento hemodialitico, considerados grupos de risco para infeccdo fungica
invasiva. Infeccdo de corrente sanguinea associada ao uso de cateter venoso
central € uma das principais complicacdes em nefropatas crbénicos que fazem
hemodialise. Nesses pacientes, sepse representa a principal causa de
hospitalizacdo e a segunda de 6bito (LUKOWSKY et al., 2012).
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Normalmente, as manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes com
sepse sdo inespecificas e ndo ha como diferenciar infecgdo de corrente sanguinea
causada por bactérias ou fungos. Febre costuma ser o sinal mais frequente,
presente em cerca de 60 a 80% dos enfermos (COLOMBO et al., 1999; MEAN et al.,
2008; NUCCI; COLOMBO, 2012).

De acordo com especialistas, a persisténcia da febre, mesmo com uso de
antibidticos potentes costuma ser um indicativo de infec¢do fungica. O paciente
pode apresentar febre de forma slbita acompanhada de calafrios, mialgia,
taquicardia e hipotensdo. O aparecimento de lesbes cutaneas pode ser a primeira
manifestacéo de doenca invasiva em 10 a 15% dos casos (COLOMBO et al., 1999;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Corroborando com outros autores, na presente investigacao (Tabela 4), as
principais manifestagdes clinicas nos pacientes com candidemia foram: hipotenséao,
febre e taquicardia (ALMIRANTE et al., 2006; ASMUNDSDOTTIR et al., 2012;
COLOMBO et al., 2006; MOREIRA-OLIVEIRA et al., 2005).

Recente estudo realizado por Gauna et al. (2013), no Servico de hemodialise
no HU/UFMS mostrou que a presenca de tremores, calafrios e hiperemia no local de
insercao do cateter foram considerados sintomas indicativos de infec¢do de corrente
sanguinea (p<0,05) entre 60 doentes renais crOnicos que se encontravam em
tratamento hemodialitico, similar ao observado por outros autores (AL MOHAJER,;
DAROUICHE, 2012; FERMI, 2010).

De modo geral, pacientes idosos apresentam doencas de base e mais de
uma comorbidade. Entre as mais frequentes cita-se: diabetes, insuficiéncia renal,
doenca cardiaca e doenca pulmonar como também observado nos pacientes com
candidemia do presente estudo (ASMUNDSDOTTIR et al., 2012; BASSETTI et al.,
2011; GUIMARAES et al., 2012; HINRICHSEN et al., 2008).

De acordo com estudos prévios, entre os fatores que predispéem fungemia
cita-se: condi¢cBes inerentes ao individuo e outras relacionadas a procedimentos
médicos. Entre as condicbes inerentes ao paciente, extremos de idade, deficiéncia
imunoldgica, diabetes, insuficiéncia renal crénica dialitica sdo os mais descritos
(ASMUNDSDOTTIR et al., 2012; FRANCA et al., 2008; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
As condi¢Ges relacionadas a procedimentos médicos incluem: uso prévio de

corticdides, quimioterapicos e drogas citotoxicas, técnicas invasivas como cirurgia
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abdominal, uso de cateter venoso central e procedimentos endoscoépicos (ARAUJO,
2012; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; CORNISTEIN et al., 2013).

Na presente investigacédo, os pacientes com candidemia foram submetidos a
uma variedade de procedimentos (Tabela 5), que segundo estudos prévios, sdo
considerados de risco para infeccdo de corrente sanguinea. Entre esses, destaca-
se: 0 uso de cateter venoso central, sonda nasogastrica/orogastrica/nasoenteral,
sonda vesical de demora e ventilagdo mecanica (COLOMBO et al., 2007,
GUIMARAES et al., 2012; HINRICHSEN et al., 2008; ORTEGA et al., 2011).
Dispositivos esses bastante utilizados em pacientes internados em unidade de
terapia intensiva do HU/UFMS os quais foram & maioria (40,6%).

Estudo recente mostra que mais de 10% dos cateteres venosos centrais
podem estar colonizados por leveduras, que ao serem manipulados, aumentam a
chance de infeccéo de corrente sanguinea (RAMOS et al., 2011). Esses dispositivos
vasculares sao importantes ferramentas para auxiliar o tratamento de paciente
criticamente enfermo, porém, sua utilizacdo nao esta isenta de riscos (GAUNA et al.,
2013).

Ja é bem conhecido que uma das principais complicacdes associadas ao uso
de CVC é a infeccdo de corrente sanguinea (O’GRADY; CHERTOW, 2011;
SEREFHANOGLU et al., 2012). Diante desta informacéo, e considerando que 93,8%
dos pacientes com candidemia estudados faziam uso de CVC, especula-se que
esse dispositivo pode ter favorecido o desenvolvimento de fungemia. A observacgao
de duas Candida parapsilosis e uma Candida albicans isoladas concomitantemente
de hemocultura e cultura de ponta de cateter sugere infeccao relacionada ao cateter.
O diagnéstico de Infeccdo de corrente sanguinea associada ao uso de cateter
venoso central é de grande importancia clinica tendo em vista que essas podem ter
consequéncias sistémicas graves como sepse, e estar associadas a elevadas taxas
de mortalidade (BRASIL, 2009; SEREFHANOGLU et al., 2012).

Na presente investigacdo, digno de nota foi a observacdo de candidemia
persistente causada por leveduras do complexo Candida parapsilosis (nove meses)
e por Candida guilliermondii (quatro meses) em dois pacientes renais crénicos que
faziam uso de cateter venoso central. Estudo realizado na Islandia por
Asmundsdottir et al. (2012), mostrou que em 29 anos somente nove de 307
pacientes tiveram Candida sp repetidamente isolada de hemocultivos sugerindo que

este é um evento raro.
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Estudos mostram administracdo de nutricdo parenteral contaminada esta
associada a infeccdo de corrente sanguinea (MEDRANO et al., 2006; RAMOS et
al., 2011; TROFA et al., 2008). Na presente investigacao 34% dos pacientes fizeram
uso de nutricdo parenteral, entretanto, ndo foi observada correlagéo estatisticamente
significante desse procedimento com o desenvolvimento de candidemia.

Dados da literatura revelam que o uso de determinadas classes de
antimicrobianos por tempo prolongado pode favorecer o desenvolvimento de
candidemia (BRISAUD et al., 2012; CORNISTEIN et al., 2013; ZAOUTIS, 2010).
Segundo Brisaud et al. (2012), o uso prévio de cefalosporinas de amplo espectro e
carbapenémicos aumenta a chance de ocorréncia de candidemia em torno de duas
a trés vezes, respectivamente. Zaoutis (2010), refere que o uso prévio de
vancomicina por mais de uma semana, aumenta em torno de seis a quatro vezes o
risco de adquirir infeccéo por Candida spp. Diante do exposto, acredita-se que 0 uso
desses antimicrobianos (carbapenémicos 40,6%, cefalosporinas 37,5% e
vancomicina 34,4%) podem estar implicados no desenvolvimento de candidemia nos
pacientes estudados, porém sem significancia estatistica.

Na presente pesquisa, oito de dez pacientes foram submetidos a
procedimentos cirargicos realizaram cirurgia abdominal. De acordo com Colombo et
al. (2012), lesdo na mucosa gastrointestinal permite a translocacdo de Candida spp
para a corrente sanguinea. Estudo realizado por Asmundsdottir et al. (2012),
observou que cirurgia abdominal (44%), foi considerada uma das principais
condicBes de risco para candidemia nos pacientes atendidos no periodo 1980 a
2008 na Islandia.

Com relacdo ao tratamento de pacientes com candidiase hematogénica, de
acordo com especialistas, esse depende da espécie envolvida e pode diferir se o
paciente é neutropénico ou ndo (COLOMBO et al., 2012; PAPPAS, et al., 2009).

Consenso sobre o tratamento de infeccbes causadas por Candida recomenda
no caso de infec¢des invasivas: anfotericina B e suas formulacdes, fluconazol,
voriconazol e equinocandinas (COLOMBO et al., 2012). Com excecao de C. krusei
gue é intrinsicamente resistente ao fluconazol, resisténcia antiflngica por espécies
de Candida tem sido pouco descritas (CONSOLO, 2012; DERY; HASBUN, 2011;
GARNACHO-MONTERO et al., 2010). O antifungico de escolha para o tratamento
dos pacientes com diagnéstico de candidemia no HU/UFMS foi o fluconazol (Tabela

6), similar ao descrito por Horn et al. (2009). Estudos prévios mostram que esse



59

azol é eficaz na terapéutica de infeccdes de corrente sanguinea (DIEKEMA et al.,
2012; TROFA et al., 2008). Em periodo anterior, estudo realizado por Colombo et al.
(2007), revelou que a anfotericina B (54%) foi o farmaco de escolha no tratamento
de candidemia e somente um quarto dos pacientes receberam tratamento com
antifingicos azéis.

Dados da literatura revelam que Candida glabrata apresenta menor
suscetibilidade ao fluconazol quando os pacientes tem exposicdo prévia a esse
antifingico (COLOMBO et al., 2012; PFALLER, 2012). Nestes casos, a droga de
escolha deve ser da classe das equinocandinas (PAPPAS et al., 2009).

Demitto et al. (2012), refere que diante das caracteristicas peculiares
apresentadas por diferentes espécies de Candida, do ponto de vista terapéutico e
epidemiologico, a identificacdo do agente causal em nivel de espécie e 0
conhecimento do seu perfil de suscetibilidade sdo fundamentais para a terapéutica
mais adequada assim como para estudos de vigilancia

Na tentativa de verificar correlacdo entre as caracteristicas demograficas e
clinicas com a evolucdo dos pacientes estudados, algumas variaveis foram
submetidas a analises estatisticas.

Ja esta bem estabelecido na literatura que a incidéncia de candidemia
aumenta com a complexidade dos pacientes sendo mais frequentes naqueles
considerados de alto risco para infecgio (BASSETTI et al., 2011; GUIMARAES et
al.,, 2012; HORN et al.,, 2009; SAMAPAIO CAMARGO et al., 2010) e possuem
sistema imune deficitario (BASSETTI et al., 2011; HORN et al., 2009; ORTEGA et
al., 2011; SAMAPAIO CAMARGO et al., 2010). Também ja se sabe que candidemia
€ uma das principais causas de mortalidade em ambientes hospitalares (HORN et
al., 2009; MUNOZ et al., 2011).

Na presente pesquisa foi observada elevada letalidade (46,9%), porém
inferior (60,4%) a descrita ha mesma instituicAo hospitalar em pacientes com
candidemia diagnosticados entre 1998 a 2006 (CHANG et al., 2008). A diferenca
observada pode ser devido ao maior niumero de casos de candidemia em recém-
nascidos no estudo de Chang et al. (2008).

Pesquisa multicéntrica desenvolvida por Colombo et al. (2007), em quatro
hospitais de atendimento terciario da cidade de Sdo Paulo relatou letalidade maior

ainda (61%). Esses dados sdo superiores aos observados em paises europeus e
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nos Estados Unidos (BASSETTI et al., 2011; DIEKEMA et al., 2012; HORN et al.,
2009).

No presente estudo, a prevaléncia de Obitos foi aproximadamente quatro
vezes maior nos pacientes com candidemia por Candida albicans do que por
espécies de Candida ndo Candida albicans (p<0,05), corroborando com Medrano et
al. (2006). Outras pesquisas, porém, afirmam que ndo ha diferenca significativa
entre as espécies de C. albicans e Candida ndo C. albicans na evolucéo clinica do
paciente (BASSETTI et al., 2011; CHEN et al., 2012; HORN et al., 2009; SAMAPAIO
CAMARGO et al., 2010).

Estudo realizado na Espanha por Ortega et al. (2011), refere maior taxa de
mortalidade (39%) quando o agente envolvido era Candida krusei e menor (23%)
em pacientes com ICS causada por Candida parapsilosis, embora sem diferencas
estatisticamente significativas.

Elevada letalidade associada a Candida krusei também foi evidenciada em
estudo realizado por Horn et al. (2009) com 2.019 pacientes com diagndéstico de
candidemia em vinte e trés centros Norte-Americanos.

Outras condi¢cbes de risco (Tabela 9) podem estar associadas a um mal
prognostico nos pacientes que desenvolvem infeccdo de corrente sanguinea por
Candida.

No presente estudo, observou-se uma prevaléncia aproximadamente duas
vezes maior de Obitos nos pacientes com candidemia que fizeram uso prévio de
corticoide/imunossupressor, em comparagao aos que nao utilizaram. Entretanto, na
analise multivariada a utilizacdo destes medicamentos ndo foi considerada
significativa para o desfecho fatal dos pacientes com candidemia. Por outro lado,
estudo realizado por Mufioz et al. (2011), mostrou que o tratamento com corticéide e
choque séptico foram considerados fatores de risco independentes para Obito.

O numero de mortes também foi trés vezes maior nos que usaram bloqueador
do receptor de histamina tipo 2. Estudo, desenvolvido por Franca et al. (2008),
revelou deste farmaco nao foi considerado fator de risco para candidemia, mas
poderia ser considerado como um marcador de gravidade da doenca, devido o
mesmo ser utilizado para prevencdo de hemorragia digestiva alta em pacientes
criticos.

Os resultados da presente pesquisa mostram ainda cinco vezes mais 6bito

nos pacientes submetidos a ventilagdo mecénica; e quatro vezes mais nos que
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utilizaram sonda vesical, corroborando com estudos prévios (GUIMARAES et al.
2012; LERQY et al., 2009).

Como pode ser observado nos dados da tabela 9, houve associacao entre o
uso de sonda nasogastrica/orogastrica/nasoenteral e a ocorréncia de 6bitos, no
entanto, ndo foi possivel calcular a razdo de prevaléncia, pois ndo ocorreu nenhum
Obito dentre os que ndo usaram estes tipos de sonda.

As variaveis associadas a ocorréncia de candidemia e que apresentaram
maior frequéncia de Obitos na andlise bivariada, deixaram de apresentar esta
associacao na andlise multivariada, permanecendo apenas a associacao entre maior
namero de ébitos nos pacientes com infeccao de corrente sanguinea pela espécie
de Candida albicans (Tabela 10).

Em suma, os resultados da presente pesquisa mostram que avaliar a
associacao entre candidemia e o desfecho clinico dos pacientes ndo é uma tarefa
facil, pois inimeros s@o os fatores envolvidos e pode variar de acordo com a

populacédo estudada.
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7 CONCLUSOES

No HU/UFMS sao registrados em média dezesseis casos de candidemia por
ano com comprovacao laboratorial. Incidéncia essa maior do que a observada em
estudos anteriores na mesma instituigao.

Os agentes etiologicos de candidemia sdo Candida albicans, Candida do
complexo C. parapsilosis (C. parapsilosis stricto sensu e C. orthopsilosis), C.
guilliermondii, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei. As espécies de Candida ndo
Candida albicans séo responséaveis por mais de 60% dos casos de candidemia.

Observa-se emergéncia de Candida guilliermondii, considerada pouco comum
como agente de candidemia no HU/UFMS e em outras instituicdes do Brasil.

Os resultados dos testes de suscetibilidade mostram que a maioria das
leveduras é sensivel aos antifungicos fluconazol, itraconazol, voriconazol e
anfotericina B. O antifingico mais eficaz no teste in vitro é a anfotericina B.

Observa-se que o0 uso prolongado de fluconazol para o tratamento de
candidemia persistente por Candida parapsilosis stricto sensu pode favorecer o
desenvolvimento de resisténcia a esse antifungico.

Candida guilliermondii e Candida glabrata apresentam reduzida sensibilidade
ao fluconazol.

Entre os adultos com candidemia a maioria tem idade acima de 60 anos e
entre 0s pacientes pediatricos, a maioria € recém-nascido prematuro e de baixo
peso. Pacientes internados em unidade de terapia intensiva e doentes renais
cronicos em tratamento hemodialitico sdo também considerados grupos de risco
para infeccdes fungicas invasivas.

A observacédo de duas Candida parapsilosis e uma Candida albicans isoladas
concomitantemente de hemocultura e cultura de ponta de cateter venoso central
sugere infeccao relacionada ao cateter venoso central.

O antifungico de escolha para o tratamento dos pacientes com diagndstico de
candidemia no HU/UFMS é o fluconazol.

Observa-se elevada letalidade nos pacientes com infeccdo de corrente

sanguinea por Candida. Principalmente quando o agente envolvido é C. albicans.
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O uso prévio de corticéide/imunossupressor, bloqueador do receptor de
histamina tipo 2, assim como utilizacdo de ventilagdo mecanica e sonda vesical s&o
condicdes de risco para infeccao de corrente sanguinea por Candida spp.

A andlise multivariada mostra associacdo entre maior niumero de Obitos nos
pacientes com infeccdo de corrente sanguinea por Candida albicans do que por
Candida nao C. albicans (p<0,05).
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APENDICE A - FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS DO PRONTUARIO
MEDICO

Projeto Candidemia HU/UFMS

Amostra: Espécie: Setor de internagéo:
Data (coleta): /[ Data da hemocultura positiva:___ /| [
RG - HU:
HERENEN
Nome:
Sexo:( ) Masc () Fem Idade(época da coleta): Data nascimento:_ [/ [
Data Internacdo: /| | APGAR: |
Idade gestacional: semanas Peso: Cor:
Procedéncia: Naturalidade:

Causa/diagndéstico nainternagao:

Doencal/infecc¢éo atual:

Dias entre internacdo e hemocultura +:

Evolucéo:
(Jalta:__/__/ ( )dias deinternacao ( )obito:__/ /| ( )dias deinternacao

Dias entre hemocultura + e 6bito:

Doenca de base (que pode ter contribuido para ocorrer a candidemia):

( )AIDS ( )Doenca renal crénica

( )Cancer ( )Prematuridade

( )Diabetes

Comorbidade (que pode ter contribuido para ocorrer a candidemia):
( )Doenca Auto-Imune ( )Doenca Neuroldgica

( )Doenca Cardiaca ( )Doenca Pulmonar

( )Doenca Hepética ( )Hipertensédo

Condic0@es clinicas na ocasido do episddio da candidemia:

( ) Febre(=37,8°C) ( ) Dispnéia  ( )Diarreia ( )Taquicardia ( )Mialgia
( ) Convulsao ( ) Anasarca ( ) Hipotensao (sistolica <90mm)

( ) Candidiase oral ( ) Lesé&o de pele(envolvendo Candida)

( ) Infecc@o urinaria por Candida

Condicbes de risco anteriores a candidemia:

( )Internado em UTI/CTI ( )Plaguetopenia () Didlise ( ) Dreno
( ) Quimioterapia () Prétese () Ocluséo intestinal

( ) Vancomicina () Cefalosporinas 32 e 4 2 geragéo (ceftriaxona, ceftazidima,
cefepime) ( ) Carbapenémicos (imipenem, meropenem) () Colostomia

() Blogueadores H2(cimetidina, ranitidina) ( )Omeprazol

( )Cirurgia abdominal

( ) Cirurgia (até 30 dias antes da hemo +)

( ) Cateter venoso central () Cateter umbilical

( ) Sonda vesical ( )Sonda nasogéstrica/orogastrica
( ) Ventilacdo mecéanica

( ) Nutricdo Parenteral total

( )Corticoide/Imunossupressor



Tratamento ANTIFUNGICO:( ) SIM

( )NAO

( )Obito antes ou no dia da hemocultura +

( )Obito até 3 dias da hemocultura +

Tratamento sistémico PREVIO (48 hrs antes) a candidemia: ( ) SIM

( )NAO

Antifngico prévio Dose (mg/dia Inicio Término Dias de tratamento
Uso deMicostatin e/ou Nistatina: ( ) NAO  ( )SIM, Inicio: Término:
Tratamento antifangico APOS a coleta:

Antifingico Dose (mg/dia) Inicio Término Dias de tratamento

Antifangico de primeira escolha:( )Fluconazol ( ) AnfotericinaB ( ) Itraconazol
( )Outro:

Troca de antifungico: ( ) Fluco por AnB
Combinacéo de antifungicos sistémicos: ( )SIM

Dias entre hemocultura positiva e tratamento:

Antifungigrama:

( ) AnB por Fluco

() Outra:

( ) NAO

Antifangico

MIC Vitek (ug/mL)

MIC CLSI (ug/mL)

Resultado

Anfotericina B

Fluconazol

Itraconazol

Voriconazol

Antibiéticos utilizados ANTES da coleta da hemocultura: Nidmero de antibioticos:

1) Inicio: Término:
2) Inicio: Término:
3) Inicio: Término:
4) Inicio: Término:
5) Inicio: Término:
6) Inicio: Término:
7) Inicio: Término:
8) Inicio: Término:
Hemograma (mais préximo do dia da coleta da hemocultura):

Hemécias: Hemoglobina: Hematécrito:

Leucdcitos totais: ( )Leucopenia () Leucocitose
Metamieldcitos: Bastonetes: Segmentados:

Eosindfilos: Linfcitos: Mondcitos:

Plaguetas:

Obs:

( ) Anemia
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APENDICE B — VALORES DE REFERENCIAS, SEGUNDO CLSI M27 — S3 (2008)
E M27 - S4 (2012)

Tabela 1 - Variagdo das espécies de referéncia recomendada pelo CLSI M27- S4
(2012), segundo concentracao inibitéria minima (CIM)

CIM (ug/mL) 24 horas de Incubag&o

Espécie

Anfotericina B Fluconazol Itraconazol Voriconazol
Candida parapsilosis 0,25-2,0 0,5-4,0 0,06-0,5 0,015-0,12
Candida krusei 0,5-4,0 1,0-4,0 0,06-0,5 0,03-0,25
Espécie CIM (ug/mL) 48 horas de Incubacéao
Anfotericina B Fluconazol Itraconazol Voriconazol
Candida parapsilosis 0,5-2,0 8,0-64 0,12-1,0 0,06-0,5
Candida krusei 1,0-4,0 16-128 0,25-1,0 0,12-1,0

Tabela 2 - Variagdo da concentracao inibitéria minima (CIM), segundo o documento
CLSI M27 - A3 (2008) e M27- S4 (2012)

e L CIM (ug/mL)
Antifangico Espécies S SDD R
C. albicans <2 4 >8
C. parapsilosis <2 4 >8
Fluconazol' C. tropicalis <2 4 >8
C. glabrata - <32 =64
C. krusei - - -
Voriconazol® C. albicans <0,12 0,25-0,5 =1
C. parapsilosis <012 0,25-0,5 21
C. tropicalis <012 0,25-0,5 21
C. glabrata - - -
C. krusei <0,5 1 <2
ltraconazol” <0,12 0,25-0,5 >1
Anfotericina B° - - >1

"CLSI M27-54 (2012), Leitura de 24h.
CLSI M27-S3 (2008), Leitura de 48h.



APENDICE C - COMPOSICAO DAS SOLUCOES

Tampéo TE

(Tris HCL 10mM pH 8,0, EDTA10mM pH 8,0)

EDTA 0,5M pH 8,0 (Sigma, EUA)........ccccciiiiiiiiiiiiiiiieeeeee
Tris-HCL 1M pH 7,5 (Sigma, EUA)........coooiiiiiiiiiiiieeee
Agua bidestilada.............ccooveveeveeeeeeeeeeeee e,

Manter na geladeira.

Tampao de Lise

Tampao TE (10mM Tris HCL pH 8,0, 10mM EDTA)

SDD 10% - Dodecil sulfato de sodio (USB, EUA).................
N-Lauroylsarcosine sodium salt a 1% (Sigma, EUA)............
Proteinase K — 55mg/mL (Sigma, EUA).........ccccceeeiviieeeinnnnn,

Completar para 50 mL

Aliquotar em tubos Falcon de 15mL e manter a -20°C.

Tampado TBE 10X

Acido Borico (Sigma, EUA)........ccooveeeeiieee e
Tris Base (Sigma, EUA)...........ooiiiiiiii e,
EDTA 0,5M pH 8,0 (Sigma, EUA)......cvoveeereeeeeeeeeeeeeseeenenen,

Agua bidestilada eSteril............c.coeeieeiirieeeeeeeee e

Manter na geladeira.

54,00 g
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TIBE 1X

TAMPEO TBE 10X ..euuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieie e e e e e e e e s e
Agua bidestilada eSteril.............cc.coveveeeeieiieieeeeeeeeeee e

Manter na geladeira.

78



APENDICE D - RELACAO DAS AMOSTRAS

79

Amostra

Identificac&o

Identificac&o

CIM (pg/mL)
1

Fenotipica Molecular AMB* FCZ ITZ vVCZzZ!
313 H3-10 C. albicans 0,5 0,125 0,03 0,015
318 H3-10 C. glabrata 1 8 1 0,125
454 H3-10, 530H3-10 C. guillermondii 0,5 0,5 0,25 0,015
443 H3-10 C. glabrata 1 4 1 0,125
489 H4-10 C. albicans 0,5 0,125 0,03 0,015
518 H4-10 C. tropicalis 1 0,25 0,03 0,015
674H5-10 C. parapsilosis C.orthopsilosis 0,5 0,25 0,125 0,015
192 H5-10, 31 H6-10, C. krusei 1 4 0,5 0,06
40 H6-10
164 H6-10, 24 H6-10, C. albicans 0,5 0,25 0,06 0,015
28 H6-10
108 H7-10, 106 H6-10 C. parapsilosis C.parapsilosis 1 0,5 0,06 0,015
184 H7-10 C. albicans 0,5 0,25 0,03 0,015
19 H8-10 C. albicans 0,25 0,25 0,03 0,015
52 H9-10, 03 H1-11 C. parapsilosis C.parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,015
423 H9-10 C. glabrata 0,5 4 1 0,125
458 H10-10 C. parapsilosis C.parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,015
184 H10-10 N.R. C. guillermondii 0,25 1 0,5 0,03
153 H1-11 C. albicans 0,5 0,25 0,03 0,015
80 H3-11 C. parapsilosis C.orthopsilosis 0,5 0,125 0,06 0,015
139 H3-11 C. albicans 0,25 0,125 0,03 0,015
90 H3-11 C. guillermondii 0,25 4 0,5 0,03
08 H4-11, 25 H4-11 C. albicans 0,25 0,125 0,03 0,015
18 H4-11 C. glabrata 1 8 1 0,125
189 H4-11 C. parapsilosis C.parapsilosis 0,5 0,125 0,015 0,015
03H5-11 C. tropicalis 0,5 0,125 0,06 0,015
117 H5-11, 07 H8-11,72 C. parapsilosis C.parapsilosis 1 8 0,125 0,06
H11-11, 45H2-12
103H8-11, 166H9-11, C. guillermondii 1 2 0,5 0,06
19 H10-11,197H11-11,
110H12-11
130H9-11 C. albicans 0,5 0,125 0,03 0,015
28H11-11 C. tropicalis 1 0,25 0,03 0,015
252H12-11 C. tropicalis 1 0,25 0,03 0,015
75 H3-12 C. albicans 0,5 0,125 0,03 0,015
108 H3-12 C. guillermondii 0,5 2 0,25 0,03
113 H3-12 C. albicans 0,5 0,125 0,03 0,015

"CLSI M27-S4 (2012), Leitura de 24h.
2CLSI M27-S3 (2008), Leitura de 48h.
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revisado por este comité e aprovado em reunido ordindria no dia 4 de marco de
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