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RESUMO

Enquanto Candida produgdo de enzimas em amostras oral e vaginal tem sido
extensivamente estudada, houve pouquissimas investigacdes com amostras de
sangue e aspectos clinicos. O objetivo do presente trabalho estudar os aspectos
epidemioldgicos e clinicos de candidemia em pacientes internados em Hospital
Publico do Mato Grosso do Sul e investigar fatores de viruléncia nos agentes
etiolégicos. Um total de 137 Candida spp., incluiu 61 C. albicans, 45 C. parapsilosis,
C. tropicalis 19, 9 C. glabrata, 2 C. krusei e 1 C. guilhermondii foram isoladdas de
pacientes do Hospital Universitario de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.
Houve diferenca significativa nos niveis de expressao de fosfolipase entre Candida
albicans e nado-C. Candida albicans isolados. A maioria dos pacientes foram
internados na Unidade de Terapia Intensiva (62,0%). Nenhuma correlacao
significativa foi observada entre as enzimas atividades estudadas e desfecho fatal do
paciente. Nenhuma amostra apresentou resisténcia in vitro contra o fluconazol,
itraconazol e anfotericina B.



ABSTRACT

While Candida enzymes production in oral and vaginal samples has been extensively
studied, there have been very few investigations with blood samples and clinical
aspects. The aim of this work to study the epidemiological and clinical aspects of
candidemia in patients admritted to Government Hospital of Mato Grosso do Sul and
investigate virulence factors in the etiologic agents. A total of 137 Candida , included
61 C. albicans, 45 C. parapsilosis, 19 C. tropicalis, 9 C. glabrata, 2 C. krusei and 1 C.
guilhermondii were recovered from patients at University Hospital in Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brazil. There was significant difference in the expression levels
of phospholipase among Candida albicans and non-C. albicans Candida isolates.
Most patients were admitted to the Intensive Care Unit (62.0%). No significant
correlation was observed between the enzymes activities studied and the patient's
fatal outcome. No samples showed resistance in vitro against fluconazole,
itraconazole and amphotericin B.
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1 INTRODUCAO

Espécies de Candida tém sido descritas como um dos principais agentes de
infecc@o de corrente sanguinea, de dificil diagndéstico e associadas a alta morbidade
e mortalidade. Em pacientes hospitalizados, essas leveduras sao responsabilizadas
por 80% das fungemias. Tal condicdo apresenta como consequéncia aumento no
tempo de internacéo e elevado custo adicional para o tratamento dos pacientes.

A patogenicidade de um dado microrganismo é definida como a sua
capacidade em aderir, infectar e causar a doenca no hospedeiro. Nas infeccoes
hematogénicas causadas por Candida, a viruléncia desses microrganismos pode
estar diretamente ligada com a atividade de enzimas como proteinase, fosfolipase e
hemolisina. Os fatores de viruléncia produzidos por Candida spp. tém sido
amplamente estudados a fim de elucidar sua relacdo na patogenicidade. A producéo
de adesinas, hemolisinas, enzimas proteoliticas e lipoliticas, capacidade de
formacdo de pseudo-hifas e variabilidade fenotipica s&do fatores de viruléncia
atribuidos a essas leveduras.

As proteinases sao responsaveis pela adesao e lesao tecidual no hospedeiro
e capazes de degradar diversas proteinas humanas em sitios lesionados, como a
albumina, hemoglobina, queratina e imunoglobulina da classe IgA. As fosfolipases
sdo enzimas especializadas na hidrolise dos fosfolipideos, componentes esses
essenciais para a estrutura e funcdo das membranas celulares e vesiculares. A
habilidade de Candida spp. adquirir o ferro da hemoglobina através da producao de
hemolisina € essencial para sua sobrevivéncia e para estabelecer infeccbes no
hospedeiro. Os fatores de viruléncia de Candida spp. tém despertado interesse
também para o desenvolvimento de novas terapéuticas antifungicas contra
candidiase.

Apesar de ainda ser observada pouca resisténcia antifingica em Candida
spp. provenientes de ambiente hospitalar, sabe-se que é importante a constante
vigilancia para correta prevencao e controle de infecgGes hospitalares causadas por
fungos.

Considerando a escassez de dados sobre o tema em nossa regido, faz-se
necessario o estudo para o conhecimento do perfil epidemiolégico, fenotipico e de
susceptibilidade aos antifungicos para correto controle e tratamento de infeccbes

sistémicas por Candida spp.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

As leveduras do género Candida pertencem ao reino Fungi, divisdo
Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, filo Ascomycota, classe Deuteromycetes,
ordem Cryptococcales e familia Cryptococcacea. Sdo microrganismos unicelulares,
eucarioticos, pleomorficos, abrangendo mais 150 espécies. Sua distribuicdo € muito
ampla e pode ser encontrada na natureza (como em solo, 4gua e plantas) assim
como colonizar humanos e animais (KURTZMAN; FELL, 1998; LACAZ et al., 2002;
SILVA; DIAZ; FEBRE, 2002).

Algumas espécies, em particular Candida albicans pode fazer parte da
microbiota normal ou residente de humanos. Dados da literatura revelam que 20 a
80% dos individuos sadios possuem essa levedura na cavidade oral, no trato
gastrointestinal e no sistema genitourinario (LACAZ et al., 2002; ODDS, 1988).

S&o reconhecidas como microrganismos oportunistas. Normalmente, tornam-
se patogénicas quando ha alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou
comprometimento de barreiras anatdmicas como queimaduras ou procedimentos
meédicos invasivos (FRANCA; RIBEIRO; QUEIROZ-TELLES, 2008; PFALLER;
DIEKEMA, 2007). As alteragbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro estdo
relacionadas a mudancas fisiolégicas caracteristicas da infancia (prematuridade) ou
envelhecimento e mais freqientemente, associadas a doencas degenerativas,
neoplasias, imunodeficiéncias congénitas ou adquirida e imunodepressao
(ALMIRANTE et al., 2005; CHANG et al., 2008; CHENG et al., 2005, DIGNANI;
SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003; FRANCA; RIBEIRO; QUEIROZ-TELLES, 2008).

2.1 Candida e candidemia

As infec¢bes causadas pela Candida podem variar de candidiase superficial
de pele e mucosas até formas invasivas, comprometendo diversos 0rgaos apos
disseminagcéo hematogénica (LACAZ et al., 2002; ODDS, 1988).

Candidemia tem sido definida como a presenca de Candida spp. na corrente
sangiinea, enquanto que candidiase hematogénica engloba um amplo espectro de

situagdes clinicas, incluindo desde episodios isolados de candidemia até casos onde
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o fungo esta presente na corrente sanglinea e dissemina-se para um ou VArios
orgéos do hospedeiro.

A maioria dos casos de infec¢cdo na corrente sanguinea por Candida € de
origem enddgena e acredita-se que seja principalmente decorrente da translocacao
da levedura através do trato gastrointestinal. Pode também ser adquirida a partir de
origem exogena, por meio do contato das méos dos profissionais de saude com o
paciente portador de cateter vascular central, implante de prétese contaminada,
consequéncia da quebra da integridade da pele e por meio da administracao
parenteral de solu¢bes contaminadas (BRITO et al., 2006; HINRICHSEN et al.,
2008; ODDS, 1988).

A frequéncia de infecgcdes em corrente sanguinea por fungos oportunistas
cresce proporcionalmente ao numero de pacientes em estado critico. Procedimentos
cirdrgicos, terapias citotbxicas com neutropenia prolongada, outras terapias
imunossupressoras, uso de antibidticos de amplo espectro, implantacdo de
aparelhos invasivos e a permanéncia em unidades de tratamento intensivo (UTI) sé@o
considerados fatores predisponentes (BECK-SAGUE, JARVIS, 1993; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; JARVIS, 1995).

Segundo dados do National Nosocomial Infections Surveillance System -
NNISS nos primeiros anos da década de 80, nos Estados Unidos da Ameérica,
Candida spp. jA aparecia como sétimo patdgeno mais comumente relacionado a
infecgcdo hospitalar, correspondendo a um aumento de 400% na incidéncia de
candidemia (BECK-SAGUE; JARVIS; 1993).

Edmond et al., (1999), em estudo realizado em 49 hospitais por 3 anos,
observaram que Candida spp. foi o quarto microrganismo mais isolado de infec¢éo
de corrente sanguinea. A incidéncia de candidemia nos EUA encontrada por Hajjeh
et al. (2004) foi de 1,5 epis6dio/10.000 pacientes-dia. Candida spp. tem sido descrita
como a quarta causa de infeccdo da corrente sanguinea relacionada a assisténcia a
saude (IRAS). Espécies do género Candida tém sido responsabilizadas por 80% das
fungemias (COLOMBO et. al, 2006; JARVIS, 1995; ST-GERMAN et al., 2001).

Estudos Europeus mostram menor incidéncia de infeccdo de corrente
sanguinea quando comparado a outras casuisticas, geralmente inferior a 0,7
epis6dio/10.000 pacientes-dia (ALMIRANTE et al., 2005; ARENDRUP et al., 2005;
RICHET et al., 2002; TORTORANO et al., 2004).



14

No Brasil, um estudo realizado por Colombo et al. (2006) em 11 hospitais,
revelou que Candida spp. foi também o quarto patégeno mais isolado de
hemoculturas, precedido apenas por Staphylococcus coagulase-negativa,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. A incidéncia descrita foi de 3,7
epis6dios/10.000 pacientes-dia, considerada alta quando comparada com o0s
estudos anteriormente citados.

Em recente estudo realizado em S&o Paulo por Motta et al., (2010), a
incidéncia de fungemia por Candida foi de 2,7 epis6dios/10.000 pacientes-dia, dado
semelhante ao relatado em publicacbes anteriores (COLOMBO et al., 2006;
COLOMBO et al., 2007; HINRICHSEN et al., 2008).

E importante ressaltar que dentre as mais de 150 espécies conhecidas de
leveduras do género Candida, cerca de 20 s&o reconhecidas como patogénicas ao
seres humanos. As principais espécies de interesse médico sdo: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
guilhermondii e Candida lusitaniae. Entre as menos frequientes, mas que vem sendo
consideradas patégenos emergentes cita-se: Candida dubliniensis, Candida kefyr,
Candida rugosa, Candida famata e outras (LACAZ et al., 2002; PFALLER,
DIEKEMA, 2007).

Candida albicans — é a espécie mais frequentemente isolada de infec¢cbes na
corrente sanguinea, variando de 40 a 80% nos EUA, de 60 a 70% Europa, de 12,5 a
53% na América Latina e aproximadamente 60% no Canada (SANDVEN, 2000). E
considerada a levedura com maior potencial de viruléncia devido a producéo
enzimas como de proteinases e fosfolipases, bem como a capacidade de invasao
dos tecidos através da formacéo de pseudo-hifas para escape do sistema imune do
hospedeiro. Esta relacionada a maior de letalidade quando comparada com outras
espécies ndo-albicans (ALMIRANTE et al., 2006; COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
HAYNES, 2001; MOTTA et al., 2010).

Candida parapsilosis — é responsavel por 10 a 20% dos casos de candidemia
nos EUA, e nos paises da América Latina tem sido descrita como a segunda espécie
mais isolada (SANDVEN, 2000). Alguns estudos sugerem associacdo com
prematuridade, ao uso de cateter vascular e nutricdo parenteral (COLOMBO et al.,
2006; PFALLER, DIEKEMA, 2007). Caracteristicamente, € capaz de colonizar a pele

humana e frequentemente as maos de profissionais da saude. Além disso, possui
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ainda grande capacidade de formar biofilme em superficies de cateter (ANTUNES et
al., 2004; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; PFALLER, DIEKEMA, 2007).

Candida tropicalis — nos EUA, cerca de 10% dos casos de infecgcbes de
corrente sanguinea sdo causados por C. tropicalis, enquanto que em paises da
América Latina, especialmente no Brasil essa espécie € frequentente isolada,
descrita como a segunda ou terceira causa de candidemia. De acordo com alguns
estudos, sua incidéncia vem decrescendo juntamente com o0 aumento do uso
profilatico de antifangicos azoélicos (ANTUNES et al., 2004; COLOMBO et al., 2006;
MOTTA et al.,, 2010). Tem sido descrita principalmente em pacientes com tumor
sélido e que apresentam neutropenia (PFALLER, DIEKEMA, 2007). Recente estudo
desenvolvido por Motta et al. (2010) revelou que essa espécie foi a mais isolada em
pacientes pediatricos de idade superior a um ano de vida.

Candida glabrata — Nos EUA, C. glabrata é o segundo agente mais isolado
em infeccBes da corrente sanguinea entre as espécies de Candida, com frequéncia
em torno de 20 a 25%, enquanto que na América Latina esse indice varia de 4 a 7%
(PFALLER, DIEKEMA, 2007; SANDVEN, 2000).

Candida krusei — Assim como a C. glabrata, infeccbes hematogénicas por
essa espécie parece estar relacionada com a exposicdo prévia do paciente aos
antifingicos azdlicos (COLOMBO et al., 2006). E isolada com certa freqiiéncia de
pacientes com doencas hematolégicas malignas e seu isolamento é relativamente
baixo, em torno de 4%. Essa levedura é intrinsecamente resistente ao fluconazol,
por outro lado, os demais farmacos azdlicos tem demonstrado eficacia contra essa
espécie (COLOMBO et al., 2006; PFALLER, DIEKEMA, 2007).

Demais espécies — Candida guilhermondii € uma espécie pouco isolada de
infeccdes sistémicas, mas vem sendo considerada como importante patdgeno
emergente e parece estar relacionada com pacientes com tumor sélido. C. lusitaniae
tem sido relatada com candidemia em pacientes imunocomprometidos e raramente

esta associada a infec¢des sistémicas (COLOMBO et al., 2006).

2.2 Mecanismos relacionados a viruléncia de Candida spp.

Patogenicidade € a capacidade do microrganismo em aderir, infectar e causar

doenca e a viruléncia é medida pela capacidade deste em levar o hospedeiro a
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morte. Estes fatores sdo determinados geneticamente, mas somente expressos
guando esses microrganismos sao submetidos a certas condi¢des, tais como o tipo
e local da infeccdo e a resposta imune do hospedeiro (MADERGAN; FOGLIO;
GONGCALVES, HOFLING, 2006; TAMURA et al., 2007, VIANI, 2007).

Para que microrganismos oportunistas como leveduras do género Candida
possam estabelecer uma infeccdo, é necessario que haja fuga do sistema imune,
sobrevivéncia e multiplicacdo no organismo do hospedeiro e disseminacdo para
novos tecidos (YANG, 2003).

Os principais fatores de viruléncia encontrados em Candida spp. incluem:
producdo de enzimas extracelulares tais como proteinase e fosfolipase, hemolisina,
o fenbmeno da aderéncia (adesinas), capacidade de formacdo de pseudo-hifas,
variabilidade fenotipica e producédo de toxinas (KUMAR et al., 2009; VIANI, 2007;
VIDOTTO et al., 1999).

2.2.1 Proteinase

Nas ultimas décadas diversos estudos sobre leveduras que secretam
guantidades significativas de proteinases tém sido realizados. Essas enzimas séo
consideradas como principais fatores de viruléncia entre espécies de Candida
(LACAZ et al., 2002; OGRYDZIAK, 1993; TAMURA et al., 2007).

A atividade proteolitica por Candida albicans foi primeiramente descrita em
estudo realizado por Staib em 1965, que demonstrou a degradacdo de proteinas
humanas por tais enzimas e sua analise estrutural (MADERGAN et al., 2006). Trés
anos mais tarde Remond, Fasold e Staib (1968) encontraram tal atividade em
espécies patogénicas. Em 1969, a associacdo entre a habilidade proteolitica de C.
albicans e a patogenicidade foi demonstrada por Staib e apoiada por outros autores
que também encontraram tal relacédo (ODDS, 1988).

Em estudo realizado por Know-Chung et al. (1985) foi demonstrado que
Candida albicans que secretam proteinases invadem o tecido do hospedeiro com
maior efetividade devido a maior facilidade de adeséo as células epiteliais.

A partir do inicio da década de 90, diversas pesquisas foram realizadas
incluindo a purificacdo das proteinases e a influéncia das propriedades como pH e

temperatura na atividade dessas enzimas. Muitos trabalhos foram desenvolvidos na
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tentativa de elucidar a relacdo da producdo de exoenzimas por Candida spp e sua
patogenicidade (CHAKRABARTI; NAYAK; TALWAR, 1991; IBRAHIM et al., 1995;
MADERGAN et al., 2006).

Segundo a nomenclatura de enzimas, ha quatro classes de proteinases
encontradas em Candida spp.: serina proteinase, cisteina proteinase,
metaloproteinases e aspartil proteinase. As trés primeiras nao tém sido associadas a
espécies patogénicas de Candida. Por outro lado, muitos estudos tém documentado
a presenca de aspartil proteinases em leveduras patogénicas de C. albicans e outras
espécies incluindo C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (MARDEGAN et al.,
2006; NAGLIK et al., 2004).

A atividade proteolitica de C. albicans esta relacionada com uma familia de
dez isoenzimas aspatil proteinases (SAPs), com peso molecular variando entre 35 e
50 kDa codificadas pelos genes SAP1-10. A expressao fenotipica de SAPs pode ser
detectada em meios de albumina bovina como Unica fonte de nitrogénio (HUBE;
NAGLIK, 2001; NAGLIK, 2004). Tais isoenzimas estdo envolvidas em inimeros
processos bioquimicos e sédo capazes de degradar diversas proteinas humanas em
sitios lesionados, como a albumina, hemoglobina, queratina e imunoglobulina da
classe IgA e tém sido associadas a invaséo tecidual (YANG, 2003).

Estudos in vitro mostraram que SAP1, 2 e 3 estdo associadas com a forma
leveduriforme e que as SAP4, 5 e 6 tém sido relacionadas com a formacao de
pseudo-hifas em pH neutro (YANG, 2003).

Ollert et al., 1995, observaram que C. albicans isoladas de pacientes HIV
positivos com candidiase em orofaringe tiveram maior expressao de proteinases do
que o grupo controle que ndo era portador do virus HIV. Encontraram ainda que
leveduras com maiores niveis de producdo dessas enzimas tinham menor
sensibilidade aos antifungicos cetoconazol e fluconazol.

Na tentativa de correlacionar a producéo das aspartil proteinases e viruléncia,
alguns estudos tem sido realizados com amostras de C. albicans isoladas de
cavidade oral e de secrecdo vaginal. Tais estudos mostram relagdo positiva entre o
nivel de producdo in vitro de aspartil proteinases e viruléncia de C. albicans
(MADERGAN et al., 2006).

Fallon et al. (1997) mostraram que candidiase disseminada em camundongos

com administracdo de pepstatina A, um inibidor de proteinase, tiveram menores
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indices de mortalidade quando comparados com o grupo controle, fortalecendo a
idéia de que as aspartil proteinases desempenham importante papel na
patogenicidade de C. albicans.

2.2.2 Fosfolipase

Os primeiros pesquisadores que descreveram a atividade lipolitica em
Candida foram Werner (1966) e Costa (1967). Dez anos depois Pugh e Cawson
(1977) demonstraram atividade lipolitica in vivo através da invasdo da membrana
coério-alantdide de ovos de galinha. A partir de entdo, muitos estudos vém sendo
realizados para estudar a participacdo dessas fosfolipases nos processos de
patogenicidade das leveduras do género Candida.

Em estudo experimental utilizando murinos com candidiase disseminada,
Ibrahim et al. (1995) demonstraram que C. albicans com maiores niveis de
expressao de fosfolipase B estavam associadas com maior viruléncia (NIEWERTH,;
KORTING, 2001). De acordo com Yang (2003) leveduras de Candida albicans
isoladas de infec¢do de corrente sanguinea tém demonstrado maior producdo de
fosfolipase do que em leveduras comensais.

As fosfolipases sédo enzimas especializadas na quebra dos fosfolipideos,
componentes esses essenciais para a estrutura e funcédo das membranas celulares
e vesiculares encontrados em quase todos os tecidos vivos (LEHNINGER et al.,
2011; PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

Diversos tipos de fosfolipases produzidas por Candida albicans ja foram
descritas, entre elas as fosfolipases A, B, C e D, lisofosfolipases e a lisofosfolipase
transacilase. Agem na clivagem deste causando dano na estrutura da membrana
celular com consequente lise celular e lesdo tecidual (IBRAHIM et al.,, 1995;
NIEWERTH; KORTING, 2001).

A fosfolipase A age como catalisador na remog¢ao de uma das duas porgdes
de acido graxo esterificadas do glicerol e seu produto é a lisolecitina que tem
potencial para destruir membranas eritrocitarias levando a hemolise. A fosfolipase B
lisa a molécula de glicerol e tem como produto de degradacéo a glicerilfosforilcolina

e duas moléculas de acidos graxos livres e tem sido considerada com maior



19

atividade em leveduras do género Candida. As fosfolipase C e D sdo menos
estudadas, mas ainda assim participam ativamente da quebra de fosfolipideos. A
lisofosfolipase e a lisofosfolipase transacilase séo responsaveis pela metabolizacéo
da lisolecitina produzida pela acdo da fosfolipase A (NIEWERTH; KORTING, 2001,
SAMARANAYAKE et al., 2005).

A atividade fosfolipidica de amostras de Candida spp. produtoras de
fosfolipases pode ser observada através de um meio de cultura a base de gema de
ovo, que contém grande quantidade de fosfatidietanolamina e fosfodilcolina,
substratos para a acao da fosfolipase (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

2.2.3 Hemolisina

Em 1994, Manns, Mosser e Buckley demonstraram a capacidade de C.
albicans secretar hemolisinas, utilizando o ferro da hemoglobina para seu
crescimento com consequente lise dos eritrocitos, mesmo assim, ainda hoje pouco
se conhece sobre a atividade hemolitica em leveduras.

A fim de avaliar esse tipo de atividade, Luo, Samaranayake e Yau (2001)
propuseram um método utilizando o meio de Agar Sabouraud Dextrose
suplementado com sangue de carneiro e glicose, que possibilitou a diferenciacao
das espécies pelo tipo de hemodlise produzida. Os autores referiram ainda que
espécies mais virulentas como C. albicans e C. dubliniensis apresentaram maior
potencial de hemolise (ALMEIDA, 2009; LUO; SAMARANAYAKE; YAU, 2001).

Ja esta bem estabelecido na literatura que nos processos infecciosos, o ferro
tem importancia na instalacdo da infeccdo. Além disso, o ele é co-fator para uma
grande variedade de enzimas e proteinas essenciais envolvidas no metabolismo e
crescimento dos microrganismos, no transporte de elétrons e regulacdo da
expressado de genes de viruléncia. Como forma de diminuir a disponibilidade de ferro
livre nos fluidos do organismo, quase todo o ferro encontra-se ligado a hemoglobina
nos eritrocitos, a transferrina no plasma ou a lactoferrina (TRABULSI; ALTERTHUM,
2002; ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009).

Sabe-se ainda que Candida albicans € capaz de obter ferro dentro do

hospedeiro através de sideréforos produzidos por outros microrganismos da
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microbiota e da ferritina intracelular (ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009; LUO;
SAMARANAYAKE; YAU, 2001).

Assim, de acordo com dados da literatura a atividade hemolitica € um fator de
viruléncia e patogenicidade exibido por microrganismos patogénicos. (LINARES et
al., 2007; LUO; SAMARANAYAKE; YAU, 2001; TANAKA et al., 1997).

2.3 Susceptibilidade aos antifungicos

De acordo com o consenso Internacional sobre as diretrizes de tratamento de
infeccbes causadas por Candida, os farmacos disponiveis e de escolha para o
tratamento das candidemias sdo os antifungicos azolicos (Triazéis), as
equinocandinas, a anfotericina B e a 5- fluorocitosina (PAPPAS et al., 2009).

O fluconazol, o itraconazol e o voriconazol pertencem a classe dos azdlicos e
sdo drogas fungistaticas que agem na inibicdo da biossintese dos lipideos fangicos.
Em especial essas drogas atuam no ergosterol presente das membranas celulares
dos fungos inibindo assim a sua divisao e multiplicacdo (KATZUNG, 2010; LACAZ et
al., 2008).

A anfotericina B é um antifingico fungicida obtido pelo Streptomyces
nodosus, que foi descoberto em 1956. E um macrolideo poliénico, liga-se a molécula
de ergosterol da membrana do fungo, altera sua permeabilidade formando “poros”
com consequente lise celular. A sua toxicidade esta relacionada a possiveis ligacdes
com moléculas do colesterol humano (KATZUNG, 2010; LACAZ et al., 2008;).

A 5-fluorocitosina é um fluorado sintético, tem acdo tanto fungicida como
fungistatica. Dentro da célula fungica € transformada em 5-fluoruracil e
posteriormente em 5-fluordesoxiuridina interferindo na biossintese dos &acidos
nucléicos e nucleotideos para o crescimento do fungo. Parece ser relativamente
atoxica para as células de mamiferos e seu uso combinado com anfotericina B tem
mostrado-se eficaz tendo permitido uma redugdo na dose de anfotericina (GOMEZ
et al., 2010; KATZUNG, 2010).

Caspofungina, anidulafungina e micafungina sdo equinocandinas que inibem
a sintese do B(1,3)-D-glucana, componente essencial da parede celular de muitos
fungos filamentosos e leveduras (GOMEZ et al., 2010; KATZUNG, 2010; LACAZ et
al., 2008).
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No que diz respeito a resisténcia antifingica, tem-se observado pouca
resisténcia frente aos principais antifungicos. Mesmo frente a anfotericina B, que &
um dos farmacos com atividade antifungica mais antiga, raros relatos de resisténcia
de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis tem sido documentados. Alguns
estudos mostraram que anfotericina B possui menor atividade in vitro frente as
Candida né&o-albincans quando comparadas com Candida albicans (DONOWITZ,
2001; GOMEZ et al., 2010; TAPIA et al., 2003). Candida krusei €é intrinsicamente
resistente ao fluconazol e C. glabrata pode apresentar sensibilidade reduzida tanto a
anfotericina B quanto ao fluconazol, fato esse que justifica a emergéncia desses
patdgenos em infeccdes invasivas (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; PAPPAS et al.,
2009).

Dentre as principais causas apontadas como responsaveis pelo surgimento
de resisténcia aos antifingicos estdo o uso prolongado de fluconazol de forma
empirica ou profilatica, uso de outras substancias quimioterapicas e a resisténcia
intrinseca ou diminuida de espécies de Candida néo-albicans. No Brasil, os dados
da literatura demonstram baixos indices de resisténcia ao fluconazol e a anfotericina
B, em torno de 5% para o fluconazol e nenhum MIC superior a 2ug/mL para
anfotericina B (COLOMBO et al., 2006; ANTUNES et al., 2004).

Leveduras resistentes a antifangicos que se encontram no ambiente
hospitalar representam um sério problema a pacientes com sistema imunoldgico
debilitado, em especial pacientes imunocomprometidos (OKSUZ et al., 2007).

A transmissdo horizontal, de paciente para paciente, de profissionais da
salude para paciente ou ainda a transmissao endégena pode ocorrer. Tais condicdes
acarretam em maior tempo de internacdo e custos com o tratamento do paciente e
piora em seu prognoéstico. Dessa forma, faz-se necessario a monitoracdo da
susceptibilidade dessas leveduras frente aos antifungicos (VIANI, 2007).

A emergéncia de leveduras de Candida spp. resistentes representam um
sério desafio terapéutico. Estudos sobre os fatores de viruléncia e susceptibilidade
antifingica sdo importantes o desenvolvimento de novos antifingicos menos toxicos
e também para o conhecimento da relacdo entre os fatores de viruléncia e a

patogenicidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar aspectos epidemiolégicos e clinicos de candidemia em pacientes
internados em Hospital Padblico do Mato Grosso do Sul e investigar fatores de

viruléncia nos agentes etioldgicos.

3.2 Objetivos especificos

a) descrever os dados demograficos e clinicos dos pacientes;

b) estimar a frequencia de Candida spp. isoladas de infeccdo em corrente
sanguinea no Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul;

b) caracterizar a atividade enzimética das leveduras estudadas (proteinase,
fosfolipase e hemolisina); e

c) avaliar a susceptibilidade antifungica in vitro de Candida frente aos

antifingicos anfotericina B, fluconazol e itraconazol.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo, seccional, fundamentada em pesquisa de

laboratorio.

4.2 Local e periodo

A presente investigacdo foi realizada no Laboratério de pesquisas
microbiolégicas do Departamento de Farmacia e Bioquimica da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande — MS.

Foram incluidas no estudo Candida spp. provenientes de pacientes
internados no Hospital Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (HU-UFMS), isoladas da corrente sanguinea no
periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2010 e armazenadas em micoteca.

O Hospital Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, trata-se de um hospital geral de alta complexidade,
possui 256 leitos, é credenciado pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e centro de
referéncia estadual e regional para diversas especialidades médicas (BRASIL,
2010).

4.3 Sujeitos da pesquisa

4.3.1 Critério de inclusdo

a) Casos de candidemia de pacientes internados no Hospital Universitario Maria
Aparecida Pedrossian da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU-
UFMS), ocorridos no periodo de 1998 a 2010.

4.3.2 Critério de exclusao

a) Candida spp. isolada de hemocultura inviabilizada apos estocagem.

b) Isolados de um mesmo paciente dentro de um periodo de 30 dias.
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4.4 Conceitos e definigdes

Os pacientes foram classificados como prematuros com idade gestacional
menor ou igual a 37 semanas, recém-nascidos com idade igual ou inferior a 28 dias,
adultos com idade superior a 13 anos e idosos com idade igual ou superior 65 anos.

Leucopenia foi considerada quando o hemograma revelou um valor igual ou
inferior a 4000 leucécitos/mm?, leucocitose quando o valor foi igual ou superior a
11000 leucécitos/mm?, neutropenia para valor absoluto menor ou igual a 500
célulasimm?® e plaquetopenia quando a contagem foi igual ou inferior a 150.000
plaguetas.

4.5 Variaveis clinico-epidemiolégicas

Os dados coletados a partir de prontuarios médicos foram registrados em um
formuléario apropriado (apéndice A) para analise das seguintes variaveis:

a) Dados demograficos: sexo e idade.

b) Informag&o sobre a internagédo: tempo entre admissdo e coleta da amostra
positiva para Candida spp., setor e periodo de internacao.

c) Condicbes de risco anteriores a candidemia: uso de corticoide, neutropenia,
plaquetopenia, didlise, leucopenia, internacdo em setores criticos (UTI/CTI),
ventilagdo mecanica, sonda vesical ou nasogastrica/orogastrica, cateter
venoso central, colonizacdo prévia por Candida, nutricdo parenteral total,
dreno, cirurgia abdominal, uso de vancomicina, cateter umbilical, uso de
antibioticos carbapenémicos, uso de cefalosporinas de 32 ou 42 geracéo, uso
de farmacos imunossupressores, uso de bloqueadores H2 ou omeprazol.

d) Doenca de base: Leucemia, tumor sélido, diabetes.

e) Evolucao: alta hospitalar ou 6bito, dias entre internacdo e candidemia.
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4.6 ldentificagcdo e manutencgao dos isolados

As hemoculturas foram coletadas para fins de diagnostico por solicitacdo
meédica. A coleta foi realizada em dois sitios diferentes apds rigorosa anti-sepsia e
encaminhada ao Setor de Bacteriologia do Laboratério de Analises Clinicas do NHU-
UFMS. Para pacientes pediétricos foi realizada coleta de 1,5 a 3,0 mL de sangue e
para pacientes adultos duas coletas de 8,0 a 10,0 mL de sangue em frasco de
hemocultura do sistema automatizado BactAlert® série 9120 (BBL, Becton
Dickinson, USA) conforme normas do fabricante.

Os frascos de cultura foram incubados no equipamento automatizado a
temperatura de 35°. A partir das hemoculturas positivas foram feitas coloracdes pela
técnica de Gram do material obtido. Com a confirmacéo de presenca de leveduras,
os frascos foram encaminhados ao Laboratério de Micologia do Laboratério de
Analises Clinicas do NHU-UFMS para isolamento e identificacdo. Inicialmente as
amostras de hemocultura foram semeadas em agar Sabouraud dextrose (ASD) e
incubados a 25 °C e 35°C por até 48 horas.

A identificacdo do microrganismo foi realizada segundo técnicas
convencionais, que incluiram: producdo de tubo germinativo, microcultivo em agar
fuba suplementado com 1% de tween 80, teste de assimilacdo de carboidrato
(auxanograma) e crescimento a 42°C (LACAZ et al., 2008; LARONE, 2002; SIDRIM,
1999).

As leveduras foram mantidas a -20°C em Skim Milk (Difco®) e em caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Difco®) com glicerol a 50% no Laboratério de pesquisas
microbiolégicas do DFB/UFMS.

4.7 Determinag&o de mecanismos de viruléncia

4.7.1 Pesquisa de proteinase

A deteccgéao de proteinase foi realizada utilizando uma modificagdo do método
descrito por Ruchel, Tegeler e Trost (1982). A partir de uma cultura de 24h em ASD,
fez-se uma suspensdo da levedura em salina (NaCl 0,9%) estéril com turbidez

equivalente a escala 0,5 de McFarland. Desta foi retirada uma aliquota (5uL)



26

contendo aproximadamente 7,5x10° UFC de Candida e inoculada em um disco de
papel estéril (6mm de didmetro) sobre a superficie do meio de albumina bovina
[1,17% de Yeast Carbon Base (Difco, USA), 0,01% de extrato de levedura (Difco,
USA) e 0,2% de soro de albumina bovina (SAB, fraction V, USA) e 2,0% de agar
(Oxoid, USA)] pH 5,0. As placas contendo 20mL de meio foram incubadas por 5 dias
a 37°C. O teste foi realizado em triplicata em duas ocasides e dos resultados
encontrados foi calculada a média. Em todos os testes foi utilizado como controle
positivo a cepa de Candida albicans ATCC 90028 . A atividade da proteinase foi
determinada como descrito por Chakrabarti, Nayak e Talwar (1991). A zona de
degradacdo enziméatica foi mensurada contra a luz comum e classificada de acordo
com o grau de producdo de proteinase: Grau 1 quando observado de 1-2 mm de
degradacédo ao redor do disco e Grau 2 quando a zona proteolitica foi maior do que
2 mm da margem do disco. O teste foi considerado negativo quando néo observado

clareamento visivel ao redor do disco.

4.7.2 Pesquisa de fosfolipase

Para a pesquisa de fosfolipase foi utilizado o meio agar gema de ovo [2%
Agar (Oxoid, USA), 1% de peptona (Oxoid, USA), 2% de glicose (Oxoid, USA), 1 M
de NaCl (Synth, ), 5 mM CacCl,.2H,0 (Synth, USA) e 8% de gema de ovo] descrito
por Price, Wilkinson e Gentry (1982). Uma aliquota (5ul) de uma suspensao
equivalente a escala 0,5 de McFarland contendo aproximadamente 7,5x10°> UFC de
Candida preparada em soluc¢éo salina (NaCl 0,9%) foi inoculada em um disco estéril
de papel (6mm de didametro) sobre a superficie do meio de fosfolipase e incubado
por 5 dias a 37°C. A cepa ATCC 90028 (Candida albicans) foi utilizada como
controle positivo e o teste foi realizado em triplicata em diferentes ocasidoes e dos
resultados encontrados foi calculado a meédia. A atividade da fosfolipase foi
determinada como descrito por Chakrabarti, Nayak e Talwar (1991). A zona de
degradacédo foi mensurada contra a luz comum e classificada de acordo com o grau
de producéo de fosfolipase, como negativa onde ndo houve clareamento visivel ou
muito limitado ao redor do disco, grau para 1-2 mm de degradacao ao redor do disco

e grau 2 quando a zona proteolitica foi maior do que 2 mm da margem do disco.
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4.7.3 Pesquisa de hemolisina

A producdo de hemolisina foi avaliada utilizando uma modificacdo da técnica
descrita por Luo; Samaranayake; Yau (2001). Uma aliquota (5ul) de uma suspensao
equivalente a escala 0,5 de McFarland contendo aproximadamente 7,5x10°> UFC de
Candida preparada em solucéo salina (NaCl 0,9%) foi inoculada em um disco estéril
de papel (6mm de diametro) sobre uma placa contendo 20mL de agar Sabouraud
dextrose (Oxoid, England) suplementado com 3% de glicose (Oxoid, Spain) e 7% de
sangue de carneiro. Ap0s 48h de incubagcdo em estufa a 37°C. O experimento foi
realizado em quadruplicata em diferentes momentos e para controle positivo foi
utilizada a cepa padrao ATCC 90028 (Candida albicans). A atividade da hemolisina
foi determinada como descrito por Franga et al. (2009). A zona de degradacéao foi

mensurada e classificada como: atividade fraca (+) quando observada de 1,5-2,7

mm de degradacdo ao redor do disco, média quando observada de 2,8 a 5,3 mm e
forte para valores acima de 5,3 mm. O teste foi considerado negativo quando nao
houve zona de degracéo ao redor do disco.

4.8 Teste de susceptibilidade aos antifingicos

4 .8.1 Disco difusado

Os testes de susceptibilidade antifingica foram realizados utilizando discos
dos antifungicos anfotericina B 100 pg (CECON, Brasil), fluconazol 25 pg (CECON,
Brasil) e itraconazol 10 ug (CECON, Brasil).

O meio de cultura utilizado para o teste de difusdo em agar foi o meio Mueller-
Hinton (Oxoid, Spain) acrescido de 2% de glicose e 0,5 pg.mL™ de azul de metileno
(Vetec, Brasil). O meio foi preparado conforme instrugcbes do fabricante e
armazenado em geladeira a 2-8°C por um periodo maximo de 30 dias até a sua
utilizacao.

A partir de cultura de 24 h em agar Sabouraud dextrose (Oxoid, England) foi
feita uma supensao da levedura em salina estéril com turbidez semelhante a escala
0,5 de McFarland. Uma aliquota do indculo foi obtida através da introdugédo de um

swab no tubo de ensaio contendo a suspensao e 0 excesso retirado pressionando-o
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contra a parede do tubo. A inoculacao foi realizada através do rolamento do swab
por toda a placa de petri em pelo menos trés sentidos diferentes. Em seguida, os
discos contendo os antifungicos foram dispostos sobre 0 agar com o auxilio de uma
pinca de metal estéril e apods 15 min as placas foram incubadas por 24-48 horas em
estufa a 35°C.

A leitura dos testes foi realizada através da mensuragéo dos halos de inibigdo
de crescimento da levedura visualizados sob iluminacdo e fundo escuro. A
interpretacdo do resultado para o fluconazol foi definido conforme o documento M
44-A do Clinical Laboratory Standarts Institute (Figura 1).

Uma vez que ndo ha padronizacdo para a interpretacao da susceptibilidade
dos isolados de Candida spp. frente ao itraconazol e a anfotericina B pela técnica de
difusdo em &gar, para a interpretacdo dos resultados, utilizou-se as recomendacdes
do fabricante dos discos contendo os antifangicos (CECON, Brasil), conforme figura

1. A leitura dos testes foi procedida da mesma maneira do que para o antifingico

fluconazol.
ANTIFUNGICO ZONA DE INIBICAO (mm)
R S-DD S
Fluconazol 25 ug <14 15-18 =19
Itraconazol 10 pg <M 12 - 19 =20
Anfotericina B 100 pg <10 - >10

R: Resistente; S-DD: Sensivel Dose Dependente; S: Sensivel.

Figura 1 - Interpretacdo do teste de susceptibilidade in vitro de Candida spp. pelo

método de difusdo em agar.

4.9 Estratégias para andlise de dados

Os dados experimentais obtidos foram tabulados em planilha no software
Excel® 2007 (MICROSOFT, 2007) e analisados juntamente com dados
demograficos e clinicos dos pacientes em programa Epi-info® 3.5.1 (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2008). Utilizou-se, ainda, o programa
SPSS versao 11.0 (STATISTICAL PACKAGE FOR THE SOCIAL SCIENCES S.L., ).
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Qui-quadrado e teste exato de Fisher foram usados. Valores de p <0,05 foram
considerados significativos.

4.10 Aspectos éticos
O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e aprovado sob o protocolo de N.°
1619/09 (anexo A).
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5 RESULTADOS

Na presente investigacdo foram estudados 137 casos de candidemia com
diagndstico laboratorial que atenderam os critérios de inclusao.

Sessenta e oito (68/137; 49,6%) pacientes eram do sexo masculino e
pacientes femininos. A idade no dia da coleta da hemocultura positiva variou de 6
dias a 92 anos. Entre os pacientes pediatricos a mediana encontrada foi de 37 dias e
entre os adultos foi de 57 anos. Entre todos os pacientes com diagnéstico de
candidemia, 73 (73/137; 53,3%) eram adultos e 64 (64/137; 46,7%) criangas. Trinta
e oito pacientes eram recém-nascidos, destes 31 (31/38; 81,6%) eram prematuros e
25 (25/38; 65,8%) tinham peso ao nascimento igual ou inferior a 1500g.

A média de dias entre a admissdo hospitalar e a coleta da hemocultura
positiva, foi de 21 dias + 15 dias e mediana de 18 com variagdo de 0 a 85 dias.

A distribuicdo dos casos de candidemia de acordo com a unidade de
internacdo do paciente foi: 38 (38/137; 27,7%) no CTI adulto; 37 (37/137; 27%) na
UTI neonatal, 17 (17/137; 12,4%) no CTI pediatrico, 15 (15/137; 10,9%) na clinica
médica, 10 (10/137; 7,3%) na clinica cirdrgica I, 7 (7/137; 5,0%) na clinica pediatrica,
3 (3/137; 2,2%) na clinica cirargica Il. No setor de oncologia, recuperacdo pés
operatorio e unidade renal foram registrados 2 (2/137; 1,5%) casos e no bercario,
enfermaria de doencas infecciosas-parasitarias, setor de pneumologia e unidade
coronariana 1 (1/137; 0,7%) caso.

Na tabela 1, estdo elencadas condi¢cdes de risco e as doencas de base que
podem ter favorecido a colonizacdo e/ou infecéo sistémica por leveduras do género
Candida.
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Tabela 1 — Fatores de risco e doencas de base avaliados em pacientes com
candidemia segundo a frequéncia de Candida spp. isoladas de
hemoculturas HU-UFMS — 1998 a 2010

Variavel Candida albicans Candida ndo-albicans p
n= 61 n=76

Fatores de risco
Cateter venoso central 56 (91,8) 60 (78,9) 0,038
Sonda vesical 27 (44,3) 35 (46,1)
Sonda naso/orogastrica 50 (82,0) 51 (67,1)
Dreno cirargico 14 (23,0) 17 (22,4)
Nutricdo parenteral total 33 (54,1) 38 (50,0)
Internacéo UTI/CTI 45 (73,8) 53 (69,7)
Colonizagéo prévia 39 (63,9) 37 (48,7)
Cirurgia 25 (41,0) 30 (39,5)
Dialise 5(8,2) 13 (17,1)
Corticoide 26 (42,6) 20 (26,3)
Antifiingico prévio 12 (19,7) 25 (32,9)
Vancomicina 37 (60,7) 44 (57,9)
Cefalosporina 32 ou 42 geracao 53 (86,9) 55(72,4) 0,039
Carbapenémico 30 (49,2) 33 (43,4)
Leucopenia 3 (4,9 10 (13,2)

Doencga de base
Diabetes 7 (11,5) 5 (6,6)
Cancer

Tumor soélido 5(8,2) 6 (7,9)
Leucemia 2 (3,3) 5 (6,6%)

Obs: um paciente poderia apresentar mais de uma condi¢éo de risco.

A letalidade encontrada foi de 36 (36/64; 56,3%) pacientes pediatricos e 42
(42/73; 57,5%) adultos.

A figura 2 ilustra a distribuicdo de casos de candidemia segundo o ano de
isolamento de leveduras do género Candida.
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Figura 2: Distribuicdo de espécies de Candida, agentes de candidemia, de acordo

com o ano de isolamento — HU-UFMS, 1998 a 2010.

As principais espécies de Candida isoladas de pacientes com candidemia no
HU-UFMS no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2010 foram C. albicans, C.

parapsilosis e C. tropicalis (Tabela 2). Candida albicans representou 44,5% (61/137,

44,5%) e as espécies de Candida nao-albicans representaram 55,5% (76/137;

55,5%).

Tabela 2 — NUmero e porcentagem das amostras de Candida spp. isoladas de
pacientes internados no HU-UFMS — 1998 a 2010 (n=137).

Espécie N %

Candida albicans 61 44,5
Candida parapsilosis 45 32,8
Candida tropicalis 19 13,9
Candida glabrata 9 6,6
Candida krusei 2 1,5
Candida guilhermondii 1 0,7
Total 137 100,0
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Na tabela 3 observa-se o perfil enzimético (proteinase, fosfolipase e
hemolisina) das leveduras estudadas. Dentre todas, 123 (89,8%) leveduras
apresentaram producdo de proteinase, 62 (45,2%) de fosfolipase e 135 (98,5%)

hemolisina.

Tabela 3 — Producédo de proteinase, fosfolipase e hemolisina segundo as espécies
de Candida spp. isoladas de hemocultura de pacientes internados no
HU-UFMS — 1998 a 2010 (n=137).

Proteinase Fosfolipase Hemolisina
Candida spp. (n) N (%) N (%) N (%)
Candida albicans (61) 57 (93,4) 42 (68,8) 61 (100)
Candida parapsilosis (45) 41 (91,1) 6 (15,0) 43 (95,5)
Candida tropicalis (19) 17 (89,4) 5 (26,3) 19 (100,0)
Candida glabrata (9) 7 (77,8) 6 (66,7) 9 (100,0)
Candida krusei (2) 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100,0)
Candida guilhermondii (1) 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0)
Total (137) 124 (90,5) 62 (44,5) 135 (98,5)

N= numero de isolados produtoras de fator de viruléncia

Os resultados apresentados na tabela 4 demonstram a atividade das enzimas
proteinase, fosfolipase e hemolisina das 61 Candida albicans e 76 Candida n&o-
albicans isoladas de pacientes com candidemia. Cinquenta e sete (57/61; 93,4%) C.
albicans e 67 (67/76; 88,1%) Candida nao-albicans foram produtoras de proteinase.
A atividade de fosfolipase foi detectada em 42 (42/61; 68,8%) Candida albicans e 19
(19/76; 25,0%) Candida ndo-albicans (Tabela 4).
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Tabela 4: Comparacéo dos fatores de viruléncia de Candida albicans e Candida n&o-
albicans isoladas de hemocultura de pacientes internados no HU-UFMS.

Fator de viruléncia C. albicans Candida nao-albicans p
(n:61/137) n (%) (n:76/137) n (%)

Proteinase 57 (93,4) 67 (86,8) 0,202

Fosfolipase 42 (68,8) 19 (25,0) < 0,05

Hemolisina 61 (100) 74 (97,4) 0,202

Entre as amostras produtoras de proteinase, 96,5% (55/57) de C. albicans e
79,1% (53/67) de Candida néo-albicans foram classificadas como Grau 2.
Das amostras produtoras de fosfolipase, uma grande porcentagem

apresentou maiores niveis de atividade fosfolipidica, isto é, Grau 2 (Tabela 5).

Tabela 5 — Classificacdo da producdo de proteinase e fosfolipase segundo as
espécies de Candida spp. isoladas de hemocultura de pacientes
internados no HU-UFMS — 1998 a 2010.

Espécie Proteinase Phosfolipase

Grau 1 (%) Grau 2 (%) Grau 1 (%) Grau 2 (%)

C. albicans 2/57 (3,5)  55/57 (96,5) 6/42 (14,3)  36/42 (85,7)
C. parapsilosis 9/41 (21,9) 32/41 (78,1) 6/6 (100,0)
C. tropicalis 3/17 (17,6) 14/17 (82,4) 5/5 (100,0)
C. glabrata 2/7 (28,6) 5/7 (71,4) 6/6 (100)
C. krusei - 1/1 (100) 1/1 (100,0)
C. guilhermondii - 1/1 (100) 1/1 (100) -

Total 16/124 (12,9) 108/124 (87,1) 55/61 (90,2)

Classificac@o segundo Chakrabarti, Nayak, e Talwar (1991)



35

A classificacdo quanto ao nivel de hemolise pode ser observado na tabela 6.
Com excecdo de 5 isolados, todas as amostras de Candida spp. isoladas de

infeccdo de corrente sanguinea foram indutoras de hemdélise média ou forte.

Tabela 6 — Classificacdo da producdo de hemolisina segundo as espécies de
Candida spp. de amostras isoladas de candidemia no HU-UFMS —

1998 a 2010.
Espécie Hemolisina
Fraca (%) Média (%) Forte (%)
Candida albicans (n=61) - 4 (6,6) 57 (93,4)
Candida nao-albicans (n=74) 5 (6,8) 13 (17,6) 56 (75,6)
Candida parapsilosis (n=43) 5(11,6) 9 (20,9) 29 (67,5)
Candida tropicalis (n=19) - 2 (10,5) 17 (89,5)
Candida glabrata (n=9) - 2 (22,2) 7 (77,8)
Candida krusei (n=2) - - 2 (100)
Candida guilhermondii (n=1) - - 1 (100)
Total (n=135) 5 (3,7) 17 (12,6) 113 (83,7)

Classificacdo segundo Franca et al., 2009

A avaliacdo da susceptibilidade antifungica in vitro de Candida spp. revelou
que todas as leveduras estudadas foram sensiveis a anfotericina B. Seis (4,4%)
isolados tinham halo de inibicdo classificados como intermediario frente ao
fluconazol. Quanto ao itraconazol, 2 amostras (1,5%) mostraram-se resistentes e

12,4% (n=17) foram classificadas como intermediério (tabela 7).
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Tabela 7 — Susceptibilidade de Candida spp. isoladas de candidemia no HU-UFMS
frente aos antifUngicos anfotericina B, fluconazol e itraconazol — 1998 a

2010.
Espécie Anfotericina B Fluconazol Itraconazol
S | R S | R S | R

Candida albicans (n=61) 61 0 0 60 1 0 54 6 1
Candida parapsilosis (n=43) 43 O 0 0 1 0 0 5 0
Candida tropicalis (n=19) 19 O 0 0 1 0 0 2 0
Candida glabrata (n=9) 0 0 0 2 0 0 3 1
Candida krusei (n=2) 0 0 0 0 0 0 1 0
Candida guilhermondii (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 O
Total 137 0 0 130 5 0 117 17 2
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5 DISCUSSAO

Candidemia tem sido reconhecida como importante problema relacionado a
assisténcia a saude. Dados epidemiolégicos tém enfatizado sua alta prevaléncia em
pacientes com alteragbes nos mecanismos de defesa imunolégica ou com
comprometimento de barreiras anatémicas como queimaduras ou procedimentos
médicos invasivos (LACAZ et al., 2002; ODDS, 1988).

O objeto de estudo constituiu-se de 137 casos de candidemia diagnosticados
no HU-UFMS, o qual foi responsavel pelo isolamento e identificacdo das leveduras
do género Candida.

Do ponto de vista demografico, a distribuicdo do acometimento de candidemia
em torno de 50% encontrado no presente estudo em relacdo ao sexo, esta de
acordo com relatos da literatura (CELEBI et al.,, 2007; COLOMBO et al., 2006;
PAPPAS et al., 2003). Por outro lado, Chi et al. (2011), encontraram em estudo
realizado em Taiwan, que dos 108 pacientes, 68,5% eram do sexo masculino.

A mediana de idade dos pacientes pediatricos foi de 37 dias e dos pacientes
adultos 57 anos, dado semelhante ao encontrado em estudo também brasileiro
COLOMBO et al. (2006). Na presente casuistica, observou-se significativa proporcao
de pacientes pediatricos (46,7%), resultado similar ao de FRANCA et al. (2008) em
hospital terciario da Universidade Federal do Parana. Esta propor¢cdo encontrada se
difere dos EUA, onde a porcentagem de criancas foi de 9% (PAPPAS et al., 2003).
Tal diferenca na frequéncia provavelmente estd relacionada com a variacdo de
especialidades atendidas nos hospitais onde foram realizados os estudos.

Dentre os 38 recém-nascidos com candidemia, 31 (31/38; 81,6%) eram
prematuros e 25 (25/38; 65,8%) tinham peso inferior a 1500g. Altos indices de
infeccdo da corrente sanguinea causada por leveduras do género Candida em
pacientes recém-nascidos prematuros e com baixo peso ao nascimento vem sendo
descritos por diversos autores (ALVAREZ, 2008; COLOMBO et al., 2006; MOTTA et
al., 2010; TIRABOSCHI et al., 2007).

Elevados indices de acometimento de candidemia em neonatos esta
possivelmente relacionado a imaturidade em seu sistema imunoldgico ou ainda
deficiéncia nutricional. Além disso, esses pacientes geralmente sao submetidos a
fatores de risco tais como utilizagdo de antibioticos de amplo espectro, uso de

ventilacdo mecanica, cateterizagcdo central, administracdo de nutricdo parenteral,
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hospitalizagéo prolongada em unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal e terapia
com glicocorticosteréides (CELEBI et al., 2007).

O tempo de internacdo entre a admissao hospitalar e a candidemia foi em
meédia de 3 semanas. Este trabalho corrobora com outras casuisticas, que também
demonstram que infeccdo da corrente sanguinea por Candida spp. geralmente
ocorre apos longos periodos de internacdo, em torno de 20 dias (ALMIRANTE et al.,
2005; CHANG et al., 2008; CHENG et al., 2005).

No presente trabalho, 62% dos pacientes com candidemia foram
hospitalizados em unidades de terapia intensiva, 36 (26,28%) no CTI adulto, 32
(23,37%) na UTI neonatal e 17 (12,41%) no CTI pediatrico. Estes dados corroboram
com outros estudos, que encontraram que infeccdo de corrente sanguinea por
Candida € mais comumente observada em pacientes internados em UTI e
submetidos a procedimentos invasivos (MOHAN DAS; BALLAL, 2010,
RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008; SACRISTAN et al., 2010). A alta porcentagem
encontrada neste e em outros estudos, deve-se provavelmente a maior exposicao
de fatores de risco predisponentes para desenvolvimento de candidemia em
pacientes de UTI/CTI.

As condigbes de risco para o desenvolvimento de candidemia com maior
significAncia na literatura, assim como no presente trabalho séo: o uso de cateter
venoso central, sonda vesical de demora ou naso/orogastrica, nutricdo parenteral
total, imunossupressao, uso prévio de terapia antibiética com cefalosporinas de 32
ou 42 geracdo, carbapenémicos ou vancomicina, tempo de internacdo prolongado
em UTI’s, cirurgia gastrointestinal, ventilagdo mecénica e corticoideterapia (CHENG
et al., 2005; CHI et al., 2011; COLOMBO, 2006; KUMAR et al., 2011).

A letalidade geral nesse trabalho foi de 56,2% (77/137; 56,2%), dado
semelhante ao encontrado por Colombo et al. (2007) ao estudar 262 casos de
candidemia de hospitais terciarios de Sdo Paulo. Em estudo realizado por Gondim et
al. (2009) em hospital publico de Uberlandia encontraram taxa de letalidade inferior
(33,33%) em de pacientes com candidemia, indice inferior quando comparado ao
presente trabalho. No entando a avaliacdo da letalidade atribuida a candidemia € de
dificil avaliagdo em se tratando de pacientes hospitalizados, normalmente com pelo
menos alguma condigdo predisponente a candidemia, € esperada letalidade em
mais de 50% dos pacientes (GUDLAUGSSON et al., 2003).
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Na presente casuistica, das 137 leveduras estudadas, Candida albicans foi a
espécie mais frequentemente isolada (61/137; 44,5%). Entretanto as espécies nao-
albicans juntas foram encontradas em percentual superior a C. albicans (76/137,
55,5%). Apesar de C. albicans ainda aparecer como agente mais isolado de
materiais clinicos, infeccbes por Candida nédo-albicans tém sido cada vez mais
frequentemente relatadas, mostrando uma mudanca mundial no perfil
epidemioldgico das leveduroses, o que corrobora com os achados deste e de outros
estudos (ANUNNATSIRI; CHETCHOTISAKD; MOOTSIKAPUN, 2008; CELEBI et al.,
2007; COLOMBO et al., 2006; FRANCO, et al., 2008; PFALLER, 2007).

Em estudo realizado por Godoy et al. (2003) em quatro hospitais terciarios da
América Latina, foi demonstrado que Candida albicans foi a espécie mais isolada,
mas Candida ndo-albicans foram responséaveis por 60% dos casos de candidemia.
Entre a década de 1970 e 1990, espécies de Candida nao-albicans eram
responsaveis por 10-40% dos isolados de infec¢do de corrente sanguinea e entre
1991 e 1998 representaram 35-60% das candidemias, confirmando a mudanca no
padrdo de distribuicdo das espécies. Dentre as espécies nao-albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida glabrata estdo entre as mais isoladas, o
que ocorreu também na presente investigacdo (KRCMERY; BARNES, 2002).

Candida parapsilosis foi a espécie de Candida nao-albicans mais
frequentemente isolada, com 32,8%. Esta espécie tem sido descrita por diversos
autores como segundo agente mais prevalente em casos de candidemia
(HINRICHSEN et al., 2008; MATSUMOTO et al.,, 2001; MOTTA et al., 2010;
MEDRANO et al., 2006). De acordo com a literatura, essa espécie esta relacionada
com pacientes pediatricos menores de um ano de vida e recém-nascidos prematuros
com baixo peso internados em unidade de terapia intensiva (CHANG et al., 2008;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HINRICHSEN et al., 2008). E considerada agente
de infecgBes exdgenas por ser capaz de colonizar a pele, principalmente as maos de
profissionais da saude, assim como cateter venoso central e associada a nutricdo
parenteral total (ALMIRANTE et al., 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Em contraste com a realidade brasileira e com os dados deste estudo, nos
EUA e Europa tém-se Candida glabrata como segundo agente mais frequente nas
infeccbes na corrente sanguinea por leveduras do género Candida (HAJJEH et al.,
2004; PFALLER; DIEKEMA, 2007; TORTORANO et al., 2004). Nesse estudo esta
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espécie representou apenas 6,6%, resultado semelhante ao encontrado em S&o
Paulo por Matsumoto (2006) e Combo et al. (2006), onde C. glabrata foi responsavel
por 5,5% e 5%.

No Brasil, tem sido raramente responsavel por candidemias. Ndo se sabe o
real motivo dessa diferenca na epidemiologia brasileira, acredita-se que esteja nao
somente relacionada ao uso prévio de azolicos, mas também com varidveis
demograficas (pacientes idosos) e o0 uso prévio de antibidticos de amplo espectro
(COLOMBO et al., 2006; MOTTA et al., 2010; PFALLER, DIEKEMA, 2007).

Na presente casuistica, Candida tropicalis foi a terceira espécie mais isolada,
representando 13,9% dos casos. Tem sido relatada por diversos autores brasileiros
como segunda espécie mais isolada em candidemia, estando relacionada em
paciente com tumor sélido e neutropénicos (FRANCA et al.,, 2008; NUCCI;
COLOMBO, 2007). Pfaller et al. (2001) relataram que nos hospitais latino-
americanos participantes do SENTRY, Candida tropicalis, assim como em nosso
estudo, foi a terceira espécie mais prevalente. Em recente estudo realizado por
Motta et al. (2010), encontraram porcentagem dessa espécie em 14,7% dos
isolados, dado que confirma a distribuicdo das espécies nos casos de infec¢do por
leveduras do género Candida.

Candida krusei e C. guilhermondii foram as espécies menos frequentes na
presente casuistica, 1,5 e 0,7% respectivamente, mas sdo reconhecidas como
importantes agentes emergentes. Relatos na literatura descrevem infeccédo por C.
krusei em pacientes portadores de doencas hematolégicas malignas e/ou
submetidos a transplante de medula éssea e ainda em pacientes neutropénicos em
uso prolongado de fluconazol (MARR et al., 2000; WINGARD, 1995). Colombo et al.
(2006), em estudo prospectivo em onze hospitais de nove estados brasileiros,
encontraram porcentagem semelhante a esse estudo em se tratando de isolamento

de C. krusei (1,1%) e indice superior quanto a C. guilhermondii (2,2%).

Numerosos estudos do perfil fenotipico das espécies de Candida tém sido
realizados, a fim de elucidar a relacdo entre a producédo de fatores de viruléncia e
patogenicidade destes microrganismos (GALAN-LADERO et al., 2010; KUMAR et al.
2009; MACEDO, et al., 2009; MATSUMOTO et al., 2001, MOHAN DAS; BALLAL,
2010; NEGRI et al., 2010; NAGLIK, 2004).
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Know-Chung et al. (1985) mostraram que amostras mutantes de leveduras do
género Candida deficientes em proteinases, apresentavam menor viruléncia. Tais
isolados foram mais facilmente fagocitados por leucdcitos polimorfonucleares de
humanos e de camundongos, 0 que comprova a correlacdo entre a producdo dessa
exoenzima e a viruléncia.

Dentre , todas as leveduras isoladas, 124 (90,5%) leveduras apresentaram
producdo de proteinase, 61 (44,5%) de fosfolipase e 135 (98,5%) hemolisina.
Estudos anteriores sugerem que na patogénese da infeccdo hematogénica causada
por Candida spp. isoladas do sangue, a atividade de proteinase, fosfolipase e
hemolisina parecem ser importantes fatores de viruléncia (MOHAN DAS; BALLAL,
2010; GOKCE; CERIKCIOGLU; YAGCI, 2007; TEE et al.,, 2011). Macédo et al.
(2009), sugerem que a caracterizagdo enzimética de isolados de Candida spp. pode
ser uti como marcador de prognéstico, especialmente entre individuos
imunocomprometidos.

C. albicans costuma ser a espécie mais isolada em infeccbes superficiais e
invasivas, apresenta diversos fatores de patogenicidade ja estabelecidos na
literatura incluindo capacidade de aderéncia, dimorfismo e producdo de enzimas
como proteinase e fosfolipase (ODDS, 1988). Em estudo realizado por Matsumoto et
al. (2001), 87,9% das amostras de C. albicans isoladas de sangue e cateter
produziram proteinase fortemente positiva. Macédo et al. (2009), mostraram que
100% de amostras isoladas de Candida spp. de diferentes sitios de infeccdo foram
positivas para proteinase.

Em relacdo a producédo de proteinase por Candida ndo-albicans, 88,9% das
C. parapsilosis mostraram-se produtoras, dado em concordancia com estudos
realizados por alguns autores (BATISTA, 2009; MATSUMOTO et al., 2001). Estudos
sobre perfil fenotipico de C. tropicalis tém sido realizados a fim de se elucidar a
relacdo entre a producédo de fatores de viruléncia e a patogenicidade desta espécie
(FRANCA et al., 2009; GALAN-LADERO et al., 2009; NEGRI et al., 2010). Negri et
al. (2010) encontraram baixo indice de producdo de proteinase, em oposicdo a
Kumar et al. (2009), que relataram producgéo de proteinase em 100% das amostras.

Todas as amostras de Candida spp. foram produtoras de hemdlise em agar
sangue com excecdo de duas amostras de C. parapsilosis. Luo, 2001 conseguiu

diferenciar espécies de Candida spp. a partir da do tipo de hemalise produzida, onde
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C. parapsilosis ndo se mostrou produtora de hemolisina, dado contrario ao
encontrado no presente estudo e ao de outros pesquisadores (RORIG; COLACITE;
ABEGG, 2009; VIANI, 2007).

A alta expresséo de proteinases em leveduras isoladas da corrente sanguinea
pode justificar o potencial de invasdo desses microrganismos. Em um estudo
realizado por Macédo et al. (2009), demonstraram que a alta atividade de proteinase
estava diretamente relacionada ao grau de agressividade das leveduroses. Em
oposicao, Mohan das e Ballal (2008), relatou em estudo que nao foram observadas
diferencas significativas em relacdo a média de producéo de proteinase e fosfolipase
em espécies de Candida isoladas de amostras de sangue.

Os resultados apresentados na tabela 4 demonstram a atividade das enzimas
proteinase, fosfolipase e hemolisina das Candida albicans e Candida nao-albicans
isoladas de pacientes com candidemia. Estudos anteriores de outros autores
mostraram que C. albicans sdo mais virulentas do que as espécies de Candida ndo-
albicans (NAGLIK, 2004, NAGLIK, 2008). A literatura tem documentado que Candida
albicans podem produzir altos niveis de proteinase e fosfolipase, enquanto espécies
Candida nao-albicans produzem niveis mais baixos dessas enzimas (GOKCE;
CERIKCIOGLU; YAGCI, 2007; KANTARCIOGLU, 2002).

Neste estudo, ndo houve diferenca significativa na producdo de proteinase e
hemolisina entre C. albicans e Candida n&o-albicans (p = 0,202), sugerindo a
importancia desta enzima para ambos 0s grupos. Semelhante ao relatado por
Franca et al. (2010) em um hospital universitario do sudeste do Brasil, todos as C.
tropicalis isoladas de sangue mostraram atividade hemolitica.

Na presente casuistica, os resultados mostraram que em Candida albicans
foram detectados niveis mais elevados de fosfolipase do que em Candida nao-
albicans (68,8% vs 25,0%), semelhante ao observado por Mohan das e Ballal (2010)
e Tee et al. (2011). Por outro lado, Gokce et al. (2007) ndo encontrou amostras de
Candida nao-albicans produtoras de fosfolipase. Este fato pode estar relacionado a
diferenca entre as leveduras ou diferenca na preparacdo de meio de cultura e
substrato utilizado para detectar atividade de fosfolipase (GHANNOUM, 2000).

Segundo Ibrahim et al. (1995) a maior atividade de fosfolipase em isolados de
Candida albicans obtidos de ratos com candidiase disseminada foi considerado fator

de viruléncia preditivo de mortalidade. Nesse estudo, ndo foi observada associacao
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estatisticamente significativa entre a producdo de proteinase, fosfolipase e
hemolisina com desfecho fatal em pacientes com candidemia (p> 0,05).

Em se tratando dos antifungicos disponiveis, classicamente, anfotericina B e
os derivados azdlicos fluconazol e itraconazol tém sido as drogas mais utilizadas no
tratamento de infec¢bes fungicas invasivas (CHANG, et al., 2008; MOEN et al.,
2009). Devido ao uso indiscriminado de antifungicos, houve a emergéncia de
leveduras resistentes ou com susceptibilidade reduzida (LACAZ, 2008; SILVA,
2002). Em decorréncia desse fato, organizacdes internacionais como Clinical and
Laboratry Standard Institute (CLSI, EUA) e European Committee on antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, CE) tém proposto técnicas de padronizacdo para
testes de susceptibilidade antifungica (CLSI, 2008a, 2008b; EUCAST, 2008a,
2008b).

O método de difusdo em &gar para leveduras do género Candida é uma
variacdo da técnica utilizada na bacteriologia (BAUER et al., 1966). E uma técnica
de féacil realizacdo e custos reduzidos quando comparado com a técnica de
microdiluicdo em caldo. Este método estd somente padronizado para o antifungico
fluconazol e voriconazol, descrita no documento M44-A do CLSI e classifica a
amostra em susceptivel, susceptivel dose dependente ou resistente (CLSI, 2004). A
limitacdo dessa metodologia esta em ndo permitir a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), mas tem-se mostrado eficaz na deteccdo de resisténcia ou
confirmacédo de susceptibilidade de leveduras frente ao fluconazol (PFALLER et al.,
2000; PFALLER, 2007).

Neste estudo, empregando a técnica de difusdo em &gar, ndo foi
demonstrado resisténcia frente ao fluconazol, compativel com resultados publicados
por outros autores (MOTTA et al.,, 2010). Seis (4,4%) amostras mostraram-se
susceptiveis dose dependentes (SDD), o que esta de acordo com dados
encontrados na literatura (COLOMBO et al.,, 2006; MOTTA et al., 2010). Em
contraste, estudo realizado na Espanha por Almirante et al. (2005), revelou
susceptibilidade reduzida ao fluconazol em 7% das amostras isoladas de infeccao
na corrente sanguinea por Candida spp.. Resisténcia de Candida krusei frente ao
fluconazol é um achado comum, essa espécie é considerada intrinsecamente
resistente ao fluconazol (LACAZ et al., 2008; ODDS, 1988).
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Quanto a Anfotericina B e o Itraconazol, ndo h& padronizacdo para sua
utilizacdo na técnica de difusdo em agar devido a baixa reprodutibilidade de
resultados e a limitacdo do poder preditivo positivo na identificacdo de leveduras
resistentes (CLSI, 2004). Alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de
padronizar a metodologia para esses antifungicos (MESSER et al., 2009; SINGH et
al., 2007).

Em relacdo a anfotericina B, todas as amostras apresentaram halo de inibicéo
superior a 10 mm, equivalente a concentragao inibitéria minima inferior a 1,0 pg/mL,
sendo consideradas sensiveis, fato que estd bem descrito na literatura (GIUSIANO
et al., 2006; SILVA et al., 2004). Raros relatos tém sido descritos quanto a
resisténcia a este antifiingico (KUMAR et al., 2011; SILVA et al., 2002).

Das 137 amostras estudadas, 2 amostras apresentaram-se resistentes e 17
(12,4%) das amostras demonstraram susceptibilidade dependente da dose (SDD) ao
itraconazol. Candida glabrata, Candida krusei e Candida albicans foram as espécies
gue exibiram os menores halos de inibicdo de crescimento. Esses dados
corroboram com outros estudos, onde ha relato da emergéncia de leveduras
resistentes ao azolicos (COLOMBO et al., 2006; KUMAR et al., 2011; MOTTA et al.,
2010; SILVA et al., 2002).

Em concluséo, os resultados apresentados sugerem que a patogenicidade da
Candida spp. € multifatorial, incluindo as caracteristicas do microorganismo, o
estado imunoldgico do hospedeiro e dos locais de infeccdo. A observagédo de niveis
elevados de producdo de enzimas por leveduras estudados sugere que estes fatores
de viruléncia podem ter contribuido para a ocorréncia de infeccdo na corrente

sanguinea de pacientes.
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5 CONCLUSOES

Infeccdo de corrente sanguinea causada por leveduras do género Candida
apresentadas pelo presente estudo acometeu pacientes do sexo masculino e
feminino e pacientes pediatricos e adultos em proporc¢des semelhantes (50%).

As condicdes de risco e doencas de base associadas a candidemia
encontradas na presente casuistica mostraram-se semelhantes a outros hospitais
terciarios do Brasil e de outros paises.

A andlise da evolucdo clinica mostrou alta taxa de letalidade, com indices
maiores em pacientes com candidemia causada por Candida albicans, fator que
pode estar relacionado a maior patogenicidade desse espécie.

Candida albicans foi o agente mais isolado quando comparada isoladamente
por espécies, mas sua frequéncia foi menor quando comparada com o grupo de
espécies de Candida ndo-albicans. Dentre as nao-albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata foram as espécies mais isoladas.

As leveduras estudadas demonstraram altos indices de proteinase,
fosfolipase e hemolisina. Estas enzimas relacionadas a viruléncia de Candida spp.
tém sido amplamente estudadas a fim de elucidar suas relagdes na instalacdo da
infeccéo.

Neste estudo, ndo houve diferenga significativa na producéo de proteinase e
hemolisina entre C. albicans e Candida nao-albicans (p = 0,202) e que em Candida
albicans foram detectados niveis mais elevados de fosfolipase do que em Candida
nao-albicans (p < 0,05).

N&o foi observada associacéo estatisticamente significativa entre a producao
de proteinase, fosfolipase e hemolisina com desfecho fatal em pacientes com
candidemia (p> 0,05).

O teste de susceptibilidade frente aos antifungicos testados mostrou que a
maioria das amostras sdo sensiveis ao fluconazol e itraconazol. Todos os isolados
foram sensiveis a anfotericina B.

Os resultados apresentados sugerem que a patogenicidade da Candida spp.
€ multifatorial, incluindo as caracteristicas do microrganismo, o estado imunoldgico
do hospedeiro e dos locais de infeccdo. A observacdo de niveis elevados de

producdo de enzimas por leveduras estudados sugerem que esses fatores de
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viruléncia podem ter contribuido para a ocorréncia de infeccdo da corrente
sanguinea nos pacientes estudados.

Por fim acredita-se que o presente estudo podera servir para documentar o
perfil epidemioldgico e fenotipico das leveduras do género Candida isoladas de
corrente sanguinea, e utilizado como parametro para comparacdes em estudos
futuros de vigilancia epidemioldgica nos hospitais de Mato Grosso do Sul, bem como

de outras regifes do Brasil.
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APENDICE A — FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS DO PRONTUARIO
MEDICO

Projeto Candidemia HU-UFMS

Cepa: Espécie: Setor de internacao:

Data coleta (micro): [/ [ Data da hemocultura+: [/ [
Re- L1 Il ]| |H¥

Nome:

Sexo: ( )Masc ( ) Fem Idade(época da coleta):
Data nascimento:_ /[ Data Internacdo:_ /[

APGAR: | Idade gestacional: semanas Peso:

Procedéncia: Naturalidade:
Causa/diagnadstico na internacgao:

Doenca/infeccao atual:

Dias entre internacdo e hemocultura +:
Evolucéo: ( ) alta: dias de internacdo ( ) obito: dias de internacao
Dias entre hemocultura + e 6bito:

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

() HIV positivo ( ) Cancer (tumor solido) ( ) Leucemia ( )Diabetes

( ) Doenca cardiaca: ( )Doenca Membrana Hialina
( ) Doenca pulmonar: ( ) Doenca hepatica:

( ) Doenca neuroldgica: () Insuficiéncia renal:

( )Transplante: ( ) Doenca auto-imune:

( )Outra:

Condicdes clinicas na ocasido do episédio da candidemia:

( ) Febre(=37,8°C) ( ) Dispnéia ( )Diarréia ( ) Convulsao ( )Mialgia

( )Taquicardia ( )Pneumonia ( ) Anasarca ( ) Hipotenséo (sistélica <90mm)
( ) Infeccédo urinaria por Candida ( ) Lesao de pele (envolvendo Candida)

( ) Candidiase oral

( ) Outro tipo de infecgcao por Candida (retinite, meningite, osteomelite):

Condicoes de risco anteriores a candidemia:
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( ) Uso de corticoide(dexametasona e outros) ( ) Neutropenia (500 neutrofilos)
( )Plaquetopenia ( ) Leucocitose ( ) Leucopenia  ( )Internado em UTI/CTI

( )Didlise () Ventilagdo mecanica ( ) Sonda vesical

() Colonizacéo prévia por levedura/Candida ( ) Cateter venoso central

( ) Nutricdo Parenteral total ( )Sonda nasogastrica/orogastrica ( )Dreno

( ) Cirurgia (até 30 dias antes da hemo +) ( )Cirurgia abdominal ( )Vancomicina
( )Cateter umbilical ( ) Carbapenémicos (imipenem, meropenem)

( ) Ocluséo intestinal ~ ( )Quimioterapia  ( ) Prétese ( )Traqueostomia

( ) Cefalosporinas 32 e 4 @ geragéao (ceftriaxona, ceftazidima, cefepime)

( ) Hospitalizag&o prévia ( )Imunossupressao ( )Colostomia ( )Anti-retrovirais
( )Transfusdo ( )Bloqueadores H2(cimetidina, ranitidina) ( )Omeprazol

Tratamento antifingico: ( ) SIM ( )NAO, ( )Obito antes ou no dia da hemocultura +
( )Obito até 3 dias da hemocultura

Tratamento sistémico PREVIO (48 h antes) a candidemia: ( ) SIM ( )NAO
Antifungico prévio Inicio Término Dose (mg/dia | Dias de
tratamento

Uso de Micostatin e/ou Nistatina: ( ) NAO  ( )SIM,
Inicio: Término:

Tratamento antifiingico APOS a coleta:

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

Antifungico de primeira escolha: ( )Fluconazol ( ) AnfotericinaB ( ) Intraconazol
( )Outro:
Troca de antifungico: ( ) Fluco por AnB ( ) AnB por Fluco ( ) Outra:
Combinacéo de antifungicos sistémicos: ( )SIM ( ) NAO
Dias entre hemocultura positiva e tratamento:
Antifungigrama:

Antifungico MIC (ng/mL) Resultado
Anfotericina B
Fluconazol
Itraconazol
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Antibidticos utilizados antes da coleta da hemocultura: NiUmero de antibiéticos:

1) Inicio: Término:
2) Inicio: Término:
3) Inicio: Término:
4) Inicio: Término:
5) Inicio: Término:
6) Inicio: Término:
7) Inicio: Término:

Provavel fonte de infec¢do (Candidemia):
( ) Cateter Venoso Central ( ) Trato gastrointestinal ( )Outro:

Justificativa:

Hemograma (mais proximo do dia da coleta da hemocultura):

Hemécias: Hemoglobina: Hematdcrito: ()
Anemia

Leucécitos totais: ( )Leucopenia ( ) Leucocitose
Metamieldcitos:  Bastonetes: Segmentados: % totais
Eosindfilos:

Linfocitos: Mondcitos: Plaquetas:

Obs:




