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RESUMO

0 objetivo de nosso estudo foi realizar tipagem molecular de 25 amostras clinicas de Candida spp, isoladas de criangas com candidemia, internadas
na unidade de terapia intensiva neonatal de um Hospital Universitdrio entre 1998 a 2006. Dados demogrficos e clinicos foram obtidos de prontudrios
para conhecimento dos aspectos clinicos e epidemioldgicos. Identificagio das leveduras foi feita por método convencional e a susceptibilidade
antifiingica por método de microdilui¢do. O perfil genético foi determinado pela técnica de RAPD-PCR. Candida albicans (11; 44%) e Candida
parapsilosis (10; 40%) foram as mais isoladas. Dezessete (68%) dos recém-nascidos tinham peso inferior a 1.500g. Prematuridade (92%), uso de
cateter venoso central (100%), foram as condigdes de risco mais associados. Dezenove (76%) pacientes foram a 6bito. Apenas uma cepa de Candida
parapsilosis, mostrou ser sensivel dose dependente ao fluconazol. Na andlise molecular, foram observados 11 padrdes genéticos distintos. Somente
em dois casos foi observada relagio epidemioldgica, sugerindo mesma fonte de infecczo.

Palavras-chaves: Candidemia. Candida. Neonatal. Tipagem molecular.

ABSTRACT

The aim of our study was to perform molecular typing on 25 clinical samples of Candida spp that were isolated from children with candidemia who
were hospitalized in the neonatal intensive care unit of a university hospital between 1998 and 2006. Demographic and clinical data were obtained
from the medical records to ascertain the clinical and epidemiological characteristics. Yeast identification was done using conventional methods and
susceptibility to antifungals was assessed using a microdilution method. The genetic profile was determined using the RAPD-PCR technique. Candida
albicans (11; 44%) and Candida parapsilosis (10; 40%) were the species most frequently isolated. Seventeen (68%) of the newborns weighed less
than 1,500g. Prematurity (92%) and use of a central venous catheter (100%) were the risk conditions with greatest association. Nineteen patients
(76%) died. Only one strain of Candida parapsilosis showed dose-dependent sensitivity to fluconazole. Molecular analysis showed 11 distinct genetic
patterns. An epidemiological relationship was seen in only two cases, thus suggesting the same source of infection.
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0 potencial patogénico das leveduras varia consideravelmente.
Candida albicans é a mais freqiientemente isolada de amostras

As infeccGes sistémicas causadas por leveduras sio de dificil
diagnéstico e normalmente estdo correlacionadas com o isolamento

do agente na hemocultura®. Infec¢Ges na corrente sanguinea (ICS)
causada por Candida sio cada vez mais freqiientes em Unidades
de Terapia Intensiva Neonatal (UTIneo), sendo causa relativamente
comum de sepse associada a alta mortalidade’. A razdo deste
aumento inclui varios fatores como: baixo peso, prematuridade,
sistema imunoldgico deficitirio, anomalias congénitas, uso de
cefalosporinas de 3* geracdo, técnicas agressivas de diagndstico, uso
de cateteres vasculares e prolongado periodo de internagio™®.

clinicas, mas entre os neonatos, Candida parapsilosis costuma
ser mais prevalente' 1%,

O presente estudo teve como objetivo: avaliagio epidemioldgica,
caracterizagio molecular e determinacdo da susceptibilidade
frente ao fluconazol, de Candida spp isoladas de pacientes
com infec¢do na corrente sanguinea, internados na UTIneo do
Hospital Universitdrio da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (HU-UFMS).
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Além daimportancia do tema que é a sepse flingica em neonatos,
este estudo se faz relevante, porque é a primeira divulgacio de
dados sobre infecciio na corrente sanguinea e andlise molecular
de Candida spp, no Estado de Mato Grosso do Sul.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi do tipo descritivo retrospectivo, baseado em
resultados positivos de hemocultura de pacientes internados na UTI
neo entre dezembro de 1998 e outubro de 2000. Foi critério de
inclusdo, cepa de Candida spp estocada no Laboratério de Micologia
do HU-UFMS. Os dados demogrificos e clinicos foram consultados
nos prontudrios e posteriormente analisados no programa Epi info
(CDC, versdo 3.3.0.2), juntamente com os resultados laboratoriais.

Acoleta para hemocultura foi feita de sangue periférico. A detecgio
das leveduras foi feita pelo sistema BACTEC® (Becton Dickinson) e
a identificaciio das espécies por meio de metodologia convencional:
pesquisa do tubo germinativo, auxanograma e microcultivo'”.

Asusceptibilidade antifiingica frente ao fluconazol foi determinada
pela técnica de microdiluicio em caldo, de acordo com normas
do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),
M27A2%, Como controle de qualidade foram utilizadas cepas ATCC
22019 de Candida parapsilosis e ATCC 6258 de Candida krusei.

Para a caracterizagio molecular, o DNA gendmico foi extraido,
purificado e a técnica de Random amplification of polymerase
DNA-polymerase chain reaction (RAPD-PCR) realizada de acordo

com Mannarelli & Kurtzman’, utilizando um primer randomico,
com seqiiéncia: (5" ACGACCGACA 3") e DNA Ladder de 100 pares
de base (Pb) (105ng/uL — Jena Bioscience — M214) como
marcador de peso molecular. Os produtos amplificados foram
separados em gel de agarose e corados com brometo de etidio.
A interpretacio dos padrdes obtidos foi realizada por meio do
programa PARS incluido no PHYLIP Package, versio 3.66'.

Os conceitos de cepa endémica e relacionada a surto de
infecciio seguem os critérios de Tenover”, sendo consideradas
amostras epidemiologicamente relacionadas as cepas de uma
mesma espécie cultivada de pacientes internados na mesma unidade
em um curto espago de tempo e com o mesmo perfil genético.

Consideragdes éticas. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Ftica e Pesquisa da Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul, conforme Parecer n® 465.

RESULTADOS

Dos 25 casos de candidemia que foram estudados, 23 eram pré-
termos, um recém-nascido de termo e um com idade gestacional
(IG) indeterminada, 48% dos recém-nascidos tinham IG menor que
trinta semanas. Dezessete (68%) neonatos tinham peso inferior a
1.500g a0 nascimento e menos de um més de vida (média de 16,76
dias), na ocasido do diagnostico de candidemia. Outros dados
demogrificos e clinicos estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas demogrdf

dos com c Adid,

ificas, clii e lugdo de 25 recém-n

do Mato Grosso do Sul, 1998-2006.

internados no Hospital da Universidade Federal

Caso Data Espécie Perfil Idade Idade Peso Sexo Diagnéstico Evolugdo
DNA (dias) gestacional (gramas) clinico
(semanas)
1 12/10/97 Candida parapsilosis B 5 31 1.500 F PMT/md formagdo congénita alta
2 27/03/98 Candida parapsilosis G 42 nio consta 3.090 M sepse 6Obito
3 08/08/98 Candida tropicalis D 6 32 2.800 M PMT/doenga trato gastrintestinal 6bito
4 13/02/99 Candida parapsilosis B 50 28 1.030 M PMT/sepse 6Obito
5 14/02/99 Candida albicans A 45 30 1.150 M PMT/pneumonia GObito
6 07/03/00 Candida tropicalis D 41 30 1.030 M PMT/sepse 6Obito
7 27/03/00 Candida albicans ] 30 32 1.850 M PMT/sepse alta
8 11/10/00 Candida parapsilosis B 35 26 785 F PMT/sepse 6Obito
9 23/10/00 Candida parapsilosis B 16 26 1.050 M PMT/pneumonia./sepse 6bito
10 14/08/01 Candida tropicalis E 13 34 1.385 M PMT/pneumonia/sepse Gbito
11 26/12/01 Candida albicans C 28 29 1.280 M PMT 6bito
12 01/02/03 Candida albicans A 18 28 1.108 M PMT/sepse aAlta
13 27/02/03 Candida glabrata H 066 31 1.185 M PMT/sepse 6bito
14 03/04/03 Candida parapsilosis K 13 36 1.740 M PMT/sepse 6bito
15 05/04/03 Candida albicans A 21 40 3.360 F sepse alta
16 09/04/03 Candida parapsilosis F 12 36 3.190 M PM1/sepse 6bito
17 30/05/03 Candida albicans A 13 27 1.035 F PMT/sepse 6bito
18 25/08/04 Candida albicans A 19 27 1.090 F PMT/sepse 6bito
19 13/06/05 Candida parapsilosis B 10 28 875 F PMT/sepse GObito
20 06/01/06 Candida parapsilosis I 15 26 810 F PMT/sepse 6bito
21 22/02/06 Candida albicans A 29 31 1.355 F PMT/sepse Gbito
22 03/03/06 Candida albicans C 28 32 1.500 F PMT/sepse alta
23 04/05/06 Candida albicans A 28 27 1.035 F PMT/sepse 6bito
24 09/08/06 Candida parapsilosis - 16 30 1.405 F PMT/incompatibilidade Rh alta
25 04/12/06 Candida albicans - 16 26 1.410 M PMT/infecgio neonatal 6bito

DNA: dcido desoxirribonucléico, F: feminino, M: masculino, PMT: prematuridade, idade gestacional < 37 semanas.
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Candida albicans foi a causa mais comum de candidemia
(11;44%), seguida de Candida parapsilosis (10, 40%), Candida
tropicalis (3; 12%), Candida glabrata (1; 4%).

As condigdes de risco mais prevalentes entre 0s pacientes com
infec¢do na corrente sanguinea foram uso de cateter venoso central
e ventilagdo mecanica (25; 100%), prematuridade (23; 92%),
tempo de internagdo superior a 15 dias (20; 80%), uso de nutricio
parenteral (23;92%), sonda nasogdstrica (20; 80%), cefalosporinas
de 3* geragio (19; 76%), dreno (7; 28%) e procedimento cirtirgico
(14; 56%). Em 4 casos, a mesma levedura foi isolada em cultura de
ponta de cateter e da hemocultura do paciente.

Tabela 2 - Petfil de susceptibilidade in vitro de Candida spp isolad

Cerca de 80% dos pacientes foram tratados com antiftingicos,
sendo que 12 (48%) usaram anfotericina B, 16 (64%) fluconazol
e 9 (36%), utilizaram ambos antifingicos. Dezenove (76%)
criangas foram a 6bito durante a hospitalizacio.

A Tabela 2 mostra o perfil de susceptibilidade iz vitro de
22 isolados causadores de candidemia frente ao fluconazol.
Na andlise molecular, foram observados 11 padroes genéticos
distintos. As Figuras 1 e 2 ilustram os diferentes perfis
encontrados para as espécies Candida albicans e Candida
parapsilosis.

¥)

de recém-n com infeccio

em corrente sanguinea, internados na Ullneo do Hospital Universitdrio da Universidade Federal do

Mato Grosso do Sul, frente ao fluconazol.

Espécie Nimero Porcentagem  Variagdo Sensivel SDD Resistente
CIM,, n® % n® % n® %
(ug/ml)
Candida albicans 9 40,9 0,25-2 9 100 - - -
Candida parapsilosis 9 40,9 0,5-32 7 87,5 1 12,5 - -
Candida tropicalis 3 13,6 0,5-1 3 100 - - -
Candida glabrata 1 45 8 1 100 - -
CIM,; concentrago inibitéria minima, SDD: sensivel dose dependente
Y 123 45 678 9 1M0M11Y
2000b,
4 2000bp
1000b
P 1000bp

Linhas Y= marcador de peso molecular, Linha 1-Candida albicans ATCC 10231; L2 - 530H/99; L3-
713H5/01; L4-007H/03; L5- 486H3/03; L6- 727H3/03; L7 - 82H/04; L8- 003H/06; L9- 982H/06;

L10- 340H/06; L11- 175H4/00.

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose apos RAPD-PCR ilustrando diferentes
padrées genéticos de Candida albicans, agentes de infeccio em corrente sangiiinea
de neonatos, utilizando o Primer 5°d[ ACGACCGACA]- 3.

3 4 5 6 7Ti8porio 1
2000bp 2000bp
1000bp 1000bp
500bp 500bp

Linhas Y= marcador de peso molecular, Linha 1-Candida parapsilosis ATCC 22019; L2
-005H, ,/00 (B); L3- 990H, /00 (B); L4-709H,/06 (B); 15-264H, /97 (B); L6- 434 H,/99 (B);
L7- 120H/05 (B); L8 — 118H3/98 (G); L9- 703H/03 (K); L10- 736H/03 (F).

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose apos RAPD-PCR ilustrando diferentes
padraes genéticos de Candida parapsilosis, agentes de infeccdo em corrente sangiiinea
de neonatos, utilizando o Primer 5°df ACGACCGACA]- 3".
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DISCUSSAO

Nas tltimas décadas, espécies de Candida tém emergido
como patdgenos comuns em recém nascidos de baixo peso, sendo
considerada a quarta causa de infecgdes na corrente sanguinea®.
Pacientes com candidemia apresentam sindrome séptica aguda
que ¢ indistinguivel de bacteremia'.

A prematuridade associada a procedimentos invasivos
como: cateter venoso central, ventilacio mecinica, além de uso
de nutricdo parenteral, uso prévio de antibidticos, etc, podem
favorecer a infeccio por patégenos oportunistas como Candida
spp*? 1. Neste estudo, isso pode ser constatado pelo isolamento
do mesmo patégeno na cultura do cateter venoso central e do
sangue do paciente.

A letalidade encontrada (76%) neste estudo, foi superior a
outros relatos %, Entretanto, fica dificil atribuir essa freqiiéncia 2
infeccio na corrente sanguinea pela levedura, porque as criangas
freqiientemente tinham problemas respiratdrios, gastrintestinais
e outras complicacdes que poderiam também estar relacionada
a0 Gbito.

Estudos de vigilancia epidemioldgica tém demonstrado que as
espécies de Candida ndo albicans tém emergido como importantes
agentes de fungemias®®'®. Isso também pode ser observado na
presente investigacio, onde o nimero de Candida nio albicans
(n°=14) foi superior ao de Candida albicans (n°=11). Entre as
espécies de Candida ndo albicans, Candida parapsilosis foi a
mais freqiientemente isolada, similar a0 encontrado por outros
pesquisadores® 8. Diferente do observado em estudos norte-
americanos’ """ em nossa instituicao, Candida glabrata ainda
apresenta baixa freqiiéncia de isolamento nas hemoculturas. Vale
ressaltar que vigilancia continua se faz necessaria para monitorar
a emergéncia e disseminacdo de patégenos oportunistas como
Candida em pacientes de alto risco, como o0s neonatos.

Na andlise das concentragdes inibitorias minimas encontradas,
observou-se que todas as espécies de Candida isoladas (com
excecdo de uma Candida parapsilosis que foi considerada
sensivel dose dependente), foram sensiveis iz vitro ao fluconazol,
similar a estudos com dados multicéntricos’'* 7. Esse antiftingico
tem sido utilizado de forma profilatica em nosso hospital assim
como em outras institui¢des hospitalares®. Por outro lado,
segundo Aghai cols ', o uso profildtico do fluconazol deve ser
utilizado com cautela em recém-nascido de baixo peso.

Recentemente, a utilizacdo de técnicas de biologia molecular
tem sido considerada uma poderosa ferramenta para investigacio
de surtos de infecgdo hospitalar’ 8. Em relacio aos padrdes
genéticos obtidos entre as cepas estudadas, constatou-se
predominio do clone A, de Candida albicans e do clone B, de
Candida parapsilosis, com cepas endémicas presentes na UTIneo
que apareceram e desapareceram durante o periodo estudado,
sem, entretanto provocar grandes surtos. Acredita-se que pode
ter havido transmissio cruzadas entre o caso 8 e caso 9, por
estarem epidemiologicamente relacionadas. Estudos mais amplos
sdo necessirios para melhor entendimento da epidemiologia
molecular das candidemias.
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