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RESUMO

LIMA GME. Anélise dos casos de candiduria em adultos internados no Hospital
Universitario — UFMS, Campo Grande / MS. Campo Grande; 2014. [Dissertacdo —
Programa de Pos-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro Oeste
— Universidade Federal de Mato Grosso do Sul /UFMS].

Leveduras do género Candida sdo responsaveis por cerca de 80% das infeccdes
fungicas no ambiente hospitalar, acometendo pele, mucosas, sitio cirdrgico, trato
pulmonar, urinario e corrente sanguinea. Candiduria é o crescimento de Candida spp
em cultura de urina, comum entre pacientes expostos a fatores de riscos,
particularmente internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Pode indicar
contaminacgdo, colonizacéo, infeccdo urinaria localizada e disseminada ou sistémica.
O objetivo do presente estudo foi analisar os casos de candiddria em adultos:
identificar as espécies de Candida spp em isolados de urocultura, determinar o perfil
de susceptibilidade in vitro aos principais antifungicos da candiddria e relacionar
espécies de Candida com variaveis demograficas, setor de internacao e resultado da
urianalise de pacientes internados no Nucleo do Hospital Universitario Maria
Aparecida Pedrossian — UFMS - Campo Grande - MS, entre maio de 2011 e abril de
2012. Os dados dos pacientes foram obtidos dos formularios de solicitagdo de
exames e banco de dados do Laboratério de Micologia Médica - NHU-UFMS. A partir
das uroculturas positivas, foram realizadas a identificagdo das espécies e perfil de
susceptibilidade aos antifungicos através do aparelho automatizado Vitek®2,
confirmados por cromodgar, auxanograma, agar fubd e microdiluicdo padrdo pelo
CLSI-M27-A3 e Suplemento 4. Foram registrados 106 casos de candiduria,
destacando Unidade de Terapia Intensiva adulto (n=33/ 31,1%), Unidade de Pronto
Atendimento Médico (n=33/ 31,1%), Clinica Médica (n=20/ 19,0%) e demais setores
(n=20/19,0%). A maioria dos pacientes era do sexo feminino (n=58/ 54,7%), e a idade
variou de 19 a 93 anos. O agente mais frequente nas candidurias estudadas foi a
C.albicans (39,6%). Houve predominio Candida nao albicans (CNA) (60,4%)
considerando a soma das espécies C. tropicalis 31,1%, C. glabrata 17,0%, C. krusei
4,7%, Complexo C. parapsilosis 3,8%, C. kefyr 1.9%, C. lusitaniae 0,9% e C.
guillermondii 0,9%. As espécies CNA foram significativamente mais comuns em
idosos. C.glabrata foi mais frequente em pacientes internados na Unidade de Terapia
Intensiva. Todas as espécies apresentaram alto grau de sensibilidade frente a
anfotericina B e voriconazol e auséncia de sensibilidade ao fluconazol da C.krusei,
que € intrinsecamente resistente. Dezessete amostras de C. glabrata foram sensiveis
dose dependente ao fluconazol (SDD=94,4%). Ressalta-se a ocorréncia de um caso
de resisténcia ao fluconazol por C.glabrata. O presente estudo devera auxiliar no
direcionamento da terapéutica dos pacientes do hospital estudado e ajudara a compor
0 panorama nacional e mundial das espécies de Candida spp envolvidas nas
candidurias de pacientes internados, bem como de seu perfil de resisténcia.

Palavras-chave: Candiduria; Candida spp; susceptibilidade antifungica.



ABSTRACT

LIMA GME. Analysis of cases of candiduria in adults admitted at University
Hospital — UFMS, Campo Grande / MS. Campo Grande; 2014. [Dissertation — Post
Graduate Program in Health and Development in the Midwest —Federal University of
Mato Grosso do Sul /UFMS].

Candida species are responsible for about 80 % of fungal infections in the hospital
environment, affecting the skin, mucous membranes, surgical site, pulmonary tract,
urinary tract and the bloodstream. Candiduria is the growth of Candida spp in urine
culture, common among patients exposed to risk factors, particularly the ones in the
Intensive Care Unit (ICU). It may indicate contamination, colonization, localized and
widespread urinary infection or systemic one. The purpose of this study was to
analyze cases of candiduria in adults: to identify the species of Candida spp isolates in
urine culture, determine the in vitro susceptibility profile to the main antifungals of
candiduria and relate the Candida species to demographic variables, admission sector
and the results of urianalysis from patients at the University Hospital Center of Maria
Aparecida Pedrossian - UFMS, Campo Grande - MS, from May 2011 to April 2012.
The patient data were obtained from the laboratory tests results and database of the
Medical Mycology - NHU - UFMS. From the positive urine cultures, the identification of
species and antifungal susceptibility profile were performed through automated Vitek ®
2, confirmed by cromoagar, auxanogram, microculture in cornmeal agar and micro
dilution standard by CLSI M27 - A3 and Supplement 4. A total of 106 candiduria’s
cases were reported, highlighting the adult Intensive Care Unit (n=33/31.1%),
Emergency Care Unit (n=33/31.1%), Medical clinic (n=20/19.0%) and other sectors
(n=20/19.0%). Most patients were female (n=58/54.7%), and age ranged from 19 to 93
years. The most common agent found was C. albicans (39.6%). There was
predominated Candida non albicans (CNA=60.4%) considering the sum of the
species: C. tropicalis 31.1 %, C. glabrata 17.0%, C. krusei 4,7%, C. parapsilosis
complex 3.8 %, C. kefyr 1.9%, C. lusitaniae 0.9% and C. guillermondii 0.9 % . The
CNA species were significantly more common in the elderly; C.glabrata was more
frequent in patients hospitalized in the Intensive Care Unit (ICU). All species showed a
high degree of sensitivity compared to amphotericin B and voriconazole and lack of
sensitivity to fluconazole was observed in C.krusei, which is intrinsically resistant.
Seventeen samples of C. glabrata were sensitive dose dependent (SDD=94.4%) and
the occurrence of a case of resistance to fluconazole by C. glabrata. This study will
help in the targeting of the patient therapeutic of the hospital studied and will help to
compose the national and global overview of Candida spp involved in the candiduria of
the inpatients as well as its resistance profile .

Key-words: Candiduria; Candida spp; antifungal susceptibility.
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1 INTRODUCAO

Os casos de infeccOes fungicas hospitalares aumentam anualmente no
mundo todo e chamam a atenc¢do da area da saude por sua correlagdo com o avango
da morbidade e mortalidade de pacientes. Ocorre principalmente em idosos, por
imunossupressdo ou exposicdo a tratamentos mais invasivos e permanéncia
hospitalar extensiva, quadros comuns em internacées em Unidades de Tratamento
Intensivo (UTI) (PAPPAS et al., 2009). As leveduras do género Candida sdo agentes
de cerca de 80% das infeccbes fungicas hospitalares, no trato urinario, corrente
sanguinea, sitios cirurgicos e pulmdes (MORACE e BORGUI, 2010).

A candiduria, termo que designa o crescimento de Candida ssp em culturas
de urina, apresenta dificuldade de interpretacdo clinica, podendo indicar
contaminacdo no material bioldgico na coleta, colonizacdo do trato urinario, doenca
invasiva localizada ou disseminada por Candida ou ainda, a formacéo de bola fungica
no trato urinario (SOBEL et al., 2011). Na maioria dos casos, candiduria representa a
colonizacdo e nédo a Infec¢do do Trato Urinario (ITU). Na colonizacdo ha a presenca
da levedura, em geral nos cateteres de drenagem, sem que por iSSO ocorram outros
sinais sugestivos ou sintomas de infec¢cdo. No entanto a colonizacdo é o primeiro
passo para que a infeccdo ocorra, podendo dai a doenca progredir dependendo da
interacédo fungo e hospedeiro (CHENOWETH et al, 2014).

Colonizacdes de vérios sitios devem ser interpretadas como fator de risco
para a infeccdo e ndo como a doenca em si. O risco de adquirir candidiase invasiva
aparenta ter correlacdo com a extensdo da colonizacdo ao longo do tempo. A
colonizacdo disseminada em multiplos sitios ja foi correlacionada positivamente com
um maior indice de mortalidade nas UTI, o que justifica acompanhamento rigoroso
(CHARLES et al., 2005; COLOMBO e GUIMARAES, 2003; PITTET et al, 1994).

Em casos de infeccbes graves e sistémicas, € possivel afirmar que a
sobrevivéncia do paciente e o controle de seu quadro dependem de uma intervencao
rapida na identificacdo do patdogeno e de terapia antifungica especifica e eficiente.
Quanto mais rapidas e precisas forem essas identificacdes, mais precoce sera a
intervencdo terapéutica e melhores as chances de recuperacdo do paciente
(KAUFFMAN, 2014; MIMICA et al., 2009).
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O Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian, presta amplo
atendimento médico-hospitalar multidisciplinar a pacientes de todo o estado do Mato
Grosso do Sul, nas mais diversas especialidades. Publicacdes sobre Candida nesse
hospital revelam sua importancia como agente de infec¢cdo hospitalar na corrente
sanguinea (BONFIETTI et al., 2012; GAUNA et al., 2013).

O estudo da identificacdo das espécies e da susceptibilidade aos
antifingicos de Candida obtida de urocultura, independente do significado clinico: se
colonizacdo, infeccdo do trato wurinario (ITU) ou infeccdo sistémica, fornece
importantes informacdes sobre este agente de infeccdo hospitalar. Especialmente
para compor o panorama epidemioldgico nacional, subsidiar as agfes locais da
Comisséo para Controle da Infeccao Hospitalar (CCIH) do hospital e colaborar com o

manejo clinico-terapéutico das candidurias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

Hipocrates (460 a 337 a.C.) e Galeno (200 a 130 a.C.) ja haviam reportado
lesbes orais esbranquicadas em suas observacdes. A Candida foi relacionada a
registros de lesdes orais superficiais por Lanfenbeck no ano de 1839 e por Berg, no
ano de 1846, mas, a definicdo da micose oral foi elaborada por David Gruby no ano
de 1842, o que permitiu a classificacdo taxondmica da levedura, que recebeu mais de
100 (cem) designacdes ao longo dos anos (HURLEY, 1964).

Em 1853 foi dada a primeira denominagdo do micro-organismo como
Oidium albicans, por Charles Robin e no ano de 1861, Zenker descreveu o primeiro
caso de espectro cerebral que provavelmente teve como foco de origem as leveduras
presentes em lesfes esofagicas orais disseminadas por via hematogénica. No ano de
1890, Zopf fez a reclassificagdo do micro-organismo, que passou a ser conhecido por
Monilia albicans. A levedura somente recebeu a classificacdo como género Candida,
junto da identificacdo da espécie C. albicans no ano de 1923, pelos trabalhos
investigativos de Berkhout. Durante o ano de 1940 foi descrito o primeiro caso de
isolamento da levedura em corrente sanguinea (HURLEY e WINNER, 1964; SIDRIM,
1999).

Até a metade do século XX, as infec¢des invasivas por leveduras ndo eram
muito conhecidas, mas, a partir desse marco de identificacdo, as infec¢cbes por
leveduras C. albicans e Candida n&do albicans (CNA) se tornaram cada vez mais
significativas no ambiente hospitalar. O aumento dos casos de identificacdo da
levedura nos hospitais mostra correlacdo com a evolugdo do atendimento e dos
tratamentos médicos, que criaram um terreno propicio para a mudanca de uma
levedura de perfil comensal para o de um agente infeccioso (COLODNER et al.,
2007).

Muitos dos procedimentos modernos rompem a protecdo natural do
organismo, os tratamentos englobam antibiéticos sistémicos de largo espectro e a
extensdo da vida em pacientes criticos e vulneraveis a micro-organismos oportunistas

se tornou comum em ambiente hospitalar, proporcionada pela tecnologia e utilizada



15

largamente. Um beneficio inquestionavel aos pacientes que acarretou algumas
modificacdes consideraveis nos perfis dos agentes hospitalares, como o caso da
Candida (COLODNER et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2001).

Reforca essa correlacdo o fato de que, até a década de 1970, as infeccbes
por leveduras em ambiente hospitalar eram raras e as espécies de Candida néo
tinham papel protagonista nos quadros sistémicos nesse espac¢o. Uma situacao quase
sempre acompanhada de uma alta taxa de mortalidade. Ja na década de 1980, as
infeccbes fungicas ganharam destaque entre os casos hospitalares, principalmente
atingindo pacientes imuno-comprometidos ou com longo tempo de internagdo em
decorréncia de sérias doencas de base. O percentual de infec¢des do trato urinério
devido a espécies de Candida em hospitais aumentou de 22% no periodo de 1986-
1989 para 40% em meédia no periodo de 1992-1997, nos Estados Unidos da América
(EGGIMANN et al., 2003; RICHARDS et al, 2000).

No final da década de 1980, estimava-se que cerca de 26,5% das
infeccbes do trato urinario decorrentes do uso de sonda vesical em ambiente
hospitalar eram causadas por leveduras do género Candida (PLATT et al., 1986). Ja
na década de 1990, estudo constatou que 90% das ITU por espécies de Candida
foram decorrentes do uso de sonda vesical, em um centro terciario de grande porte
dos Estados Unidos da América (BERROUANE et al., 1999). Até essa década, a C.
albicans respondia por cerca de 60% a 80% dos casos. ApGs esse periodo houve
uma inversdo e as espécies CNA assumiram o topo das causas, especialmente C.
glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis (KAUFFMAN et al, 2000; KAUFFMAN, 2005;
LUNDSTRON e SOBEL, 2001).

Nos Estados Unidos da América, a partir do ano 2000, a frequéncia de
candiduria foi estimada, em média, 25.000 casos por ano. Aproximadamente, um
terco dos pacientes hospitalizados, com culturas de urina positiva para Candida,
foram da Unidade de Terapia Intensiva, onde é frequente e intenso o uso de sonda
vesical (SHAY e MILLER, 2004). O aspecto econ6mico torna essas infeccdes um
grave problema para as estruturas de saude: o paciente atingido geralmente demanda
maior tempo de hospitalizagdo e os custos envoltos em seu restabelecimento se

tornam, consequentemente, maiores (PAULA et al., 2007).
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Na Europa, a partir do ano 2000, C. glabrata passa a ser uma das espécies
mais comumente isoladas em urinas. Estudo realizado na Espanha, revelou que 22%
dos pacientes criticos hospitalizados por mais de sete dias em UTI, desenvolveram
candiddria e 10-15% das ITU em UTI eram causadas por Candida (ALVAREZ-LERMA
et al, 2003). Atualmente na Espanha, as trés espécies prevalentes em urina de
pacientes hospitalizados séo C. albicans (36,6%) seguida de C. tropicalis (23%) e C.
glabrata (13,8%), sendo as demais espécies responsaveis por 26,6% das infec¢des
restantes. Na Franca, em UTI as prevaléncias foram C. albicans (66,5%), C. glabrata
(21,6%) e C. tropicalis (6,5%) (BOBADE et al., 2013; BOUGNOUX, 2008).

No Canadd, estudo multicéntrico investigando a candiddria neonatal,
considerou 13 unidades de tratamento intensivo (UTI) neonatais para a investigacao.
Entre criancas, a presenca do quadro veio associada a uma mortalidade de 30%, o
que destaca a importancia da investigacdo das espécies, necessidade que pode ser
estendida a todas as faixas etarias (ROBINSON et al, 2009).

No Brasil, a partir do ano de 2000, a casuistica nacional demonstrou que as
trés espécies mais prevalentes na urina dos pacientes internados em hospitais
brasileiros sdo C. albicans (35,5%-70%), C. tropicalis (4,6%-52,5%) e C. glabrata (7%-
8,8%) (BINELLI et al., 2006; COLOMBO e GUIMARAES, 2007; COLOMBO e
GUIMARAES, 2007; COLOMBO et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2001; PASSOS et al., 2005).

Em criancas a mesma sequéncia de prevaléncia de espécies se repetiu em
suas urinas. Em um estudo com 100 (cem) amostras de leveduras isoladas de urina
provenientes de um hospital publico infantil da cidade de S&o Paulo / SP — Brasil, no
periodo entre os anos de 1999 a 2004, as espécies mais frequentes foram C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis (SILVA et al., 2007).

2.2 Caracteristicas gerais e prevaléncia das espécies de Candida

As leveduras do género Candida séo parte do Reino Fungi, integrantes da
divisdo Deuteromycotina, classe Deuteromycetes e Ordem Cryptococcales. A maioria

dos fungos de natureza patogénica ao homem integra o grupo dos deuteromicetos.
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Microscopicamente, apresentam forma de blastoconideos (estruturas unicelulares) e
algumas vezes, apresentam-se como pseudo-hifas, que sdo a unido e a ramificagéo
dos blastoconideos na invasdo dos tecidos. Macroscopicamente, suas colonias séo
cremosas, de cor branco-amarelada, podendo ter aspecto liso ou rugoso. Séao
encontradas em reservatorios humanos e animais, bem como podem ser encontradas
no solo, nas plantas, nos alimentos e no ambiente hospitalar (GIANNINI e MELHEM,
2000; LACAZ et al., 2002; SIDRIM, 1999).

Desde o nascimento a microbiota da pele e das mucosas humanas podem
conter espécies de Candida, obtidas através do contato materno e também do
ambiente hospitalar. Podem colonizar o trato gastrointestinal (TGI) infantil entre a
segunda e a terceira semana de vida e, nos adultos, pode ser encontrada no TGl em
cerca de 20% a 80% da populacdo sadia, bem como na mucosa vaginal de 20% a
30% das mulheres, sem que necessariamente venham a apresentar complicagdes em
decorréncia deste fato (COLOMBO e GUIMARAES, 2003; EGGIMANN et al., 2003b;
GIANNINI e MELHEM, 2000; HUANG e WANG, 2003, HURLEY, 1964).

Quando ha colonizacéo, estas leveduras podem passar de comensais a
agentes de infec¢des superficiais em pessoas saudaveis ou de infec¢des sistémicas
graves em pacientes criticos, devido as alteracdes nos mecanismos de defesa, a
quebra das barreiras anatémicas e as mudancas na microbiota original do hospedeiro.
Tém maior significancia para a instalacdo da micose os fatores predisponentes
presentes no paciente que a propria viruléncia das leveduras que, no ambiente
hospitalar tem um carater de oportunismo, sendo responsaveis por cerca de 80% a
90% das doencas flngicas (COLOMBO e GUIMARAES, 2003; HOBSON, 2003;
MORACE e BORGUI, 2010).

Estima-se que a incidéncia de candidemia nos hospitais publicos brasileiros
seja de 2,5 casos a cada 1000 admissGes hospitalares, o que é um nivel
consideravelmente alto quando se considera os indices existentes em hospitais da
mesma natureza nos Estados Unidos e na Europa (COLOMBO et al., 2006; DIEKEMA
et al., 2002).

Embora mais de 200 espécies de Candida sejam conhecidas, apenas 20
(vinte), em média, podem assumir o papel de patdogenos humanos. As que mais
chamam o interesse meédico sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae. Com o passar dos anos houve

aumento na frequéncia de infec¢des da corrente sanguinea (ICS) por espécies CNA,
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conjuntamente com o surgimento de espécies menos frequentes, como a C.
dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis e C.
inconspicua dentre outras (DIGNANI et al.,, 2003; GIANNINI e MELHEM, 2000;
MORACE, 2010; PAPPAS et al., 2003; PASSOS et al., 2007).

Assim como no mundo todo, no Brasil a espécie C. albicans € uma das
mais frequentemente isoladas e responsaveis por um grande numero de infec¢des
(superficiais ou invasivas) em sitios diversos, podendo aderir a varias mucosas e
membranas e tendo uma estrutura que € potencialmente favorecedora de sua
disseminacao e fixacdo (COLOMBO e GUIMARAES, 2003, HILLER et al., 2011).

Acredita-se que a C.albicans causadora de infeccbes, seja de origem do
trato gastrointestinal (microbiota comensal). E considerada sensivel, em maioria, a
todos os antifungicos, porém ja foram relatados casos de resisténcia a azélicos
(COLOMBO e GUIMARAES, 2003). Pode ser confundida com C. dubliniensis. Estudo
realizado com 548 amostras pertencentes ao banco de leveduras do Laboratério de
Micologia da UNIFESP, demonstrou que, 2% das amostras diagnosticadas como C.
albicans eram na realidade, C. dubliniensis. Essa diferenciacdo pode ser realizada
através de provas de assimilacdo de carboidratos, temperatura de crescimento,
coloracdo das colonias em meios cromogénicos (para alguns autores, diferentes tons
de verde fazem a distincdo entre elas), producdo de clamidésporos. Porém,
diagnéstico definitivo se faz por biologia molecular, através das sequéncias de DNA
(COLOMBO et al., 2003; KRCMERY et al., 2002; MCMANUS et al., 2008; SULLIVAN
et al., 2005).

O Complexo C. parapsilosis prolifera-se com facilidade em ambientes ou
solu¢cBes que contenham glicose. Como tem grande capacidade de gerar biofilme e
costuma colonizar a pele, € um importante agente entre pacientes em uso de cateter
venoso (KOCSUBE et al., 2007; LEVY et al., 1998).

Na Europa e nos Estados Unidos a C. parapsilosis é geralmente
encontrada entre criangas, recém-nascidos neonatos ou gravemente enfermos, como
€ 0 caso de prematuros em internacdo em UTI (LEVY et al.,, 1998). Atinge ainda,
transplantados, pessoas em alimentacdo artificial parenteral e que receberam
previamente terapias antifUngicas. Tem excelente producéo de biofilmes; é sensivel a
Anfotericina B e os derivados azoélicos (COLOMBO e GUIMARAES, 2003; KOCSUBE
et al., 2007).
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A C. parapsilosis responde por cerca de 15% a 30% dos episodios de
candidemias em hospitais publicos brasileiros. Uma particularidade no Brasil € que a
espécie pode ser identificada sem tanta restricdo de grupo etario, podendo incidir em
praticamente todas as idades. Também a natureza do hospital ndo parece ser
determinante para incidéncia, muito embora seja mais comum em hospitais publicos
(COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al., 2007; COLOMBO et al., 2012).

Atualmente a C. parapsilosis é entendida como um complexo de trés
espécies, diferenciadas por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ) e PCR e
definidas conforme as diferencas na sequéncia de DNA entre varios genes das C.
parapsilosis dos grupos |, Il e lll: C.parapsilosis strictu senso, C. orthopsilosis e C.
metapsilosis, respectivamente (TAVANTI et al., 2005).

A Candida tropicalis é considerada agente oportunista em pacientes
neutropénicos, ou na supressdo da microbiota bacteriana devido ao uso de
antimicrobianos, ou ainda quando a mucosa gastrintestinal é danificada. E, no mundo
todo, a segunda ou terceira causa de candidemias, principalmente em pacientes com
leucemias, neoplasias e outros tipos de cancer. No Brasil, ela pode ser responsavel
por até a metade dos casos de candiduria (COLOMBO et al., 2012; PASSOS et al.,
2005).

Do grupo de espécies CNA, C. tropicalis vem se tornando um patdégeno
emergente a nivel global. Os principais fatores que contribuem para esse avango :
ampliacdo da terapéutica antifUngica, crescente numero de pacientes
imunocomprometidos, o uso a longo prazo de catéteres, o uso de antibiéticos de
amplo espectro, resultando infec¢des flungicas recorrentes e surtos nosocomiais. A
resisténcia a drogas em pacientes imunocomprometidos tem aumentado juntamente
com a mortalidade (KOTHAVADE et al, 2010).

Ndo é comum entre criancas recém-nascidas que, quando detectada, é
indicativo de infeccdo. Os isolados clinicos dessa espécie sdo sensiveis a anfotericina
B e a maioria deles a azélicos, mas alguns autores relatam a ocorréncia de isolados
resistentes a fluconazol (ALP et al., 2010)

Dentre as espécies de Candida, a C. glabrata, no Brasil, é geralmente a
terceira espécie diagnosticada em candiduria de pacientes hospitalizados, muito
comum em idosos ou pacientes imunodeprimidos. Nos Estados Unidos e na Europa
ocupa o0 segundo lugar das espécies de Candida identificadas nos casos de
candiduria. (PASSOS et al., 2005). No Brasil, um estudo publicado no ano de 2008
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mostrou que entre os anos de 1995 a 2003, a espécie C.glabrata foi responsavel por
3,5% dos 228 casos de candidemias registrados, mas, entre os anos de 2005 a 2007,
esse indice se elevou para 10,6% entre os 263 casos estudados (PASQUALOTTO et
al., 2008).

O maior interesse sobre as infec¢gdes fungicas causadas por C. glabrata
relaciona-se a sua viruléncia e patogenicidade, alta taxa de mortalidade, variando de
78% a 100% em alguns estudos sobre candidemia, acompanhada de resisténcia as
drogas antifungicas mais comuns atualmente disponiveis (AQUINO et al., 2005;
COLOMBO et al., 2006; DIEKEMA et al., 2002).

Assim, técnicas para diferenciacdo molecular desta espécie tem sido
utilizadas. Estudo recente revelou que a amplificacdo RAPD-PCR representa alto
poder discriminatério na diferenciacdo molecular de isolados clinicos de C. glabrata,
podendo ser recomendada para a andlise de possivel via de transmissdo deste
patbgeno em hospitais, através da comparacdo genética dos isolados clinicos
(SZWEDA et al, 2013).

Esta espécie é comum em ITU de adultos mais velhos, os quais
frequentemente, ndo respondem ao tratamento com Fluconazol. A remocgédo de
cateteres e a interrupc¢ao dos antibidticos sdo essenciais. Uma dosagem mais elevada
de fluconazol (800 mg por dia) pode fornecer concentracdo adequada da droga para
erradicar a infeccdo. No entanto, se a espécie for resistente, deve-se optar por outro
antifangico. A anfotericina B € provavelmente o agente mais eficaz, mas provoca
muitos efeitos colaterais. Equinocandinas, Voriconazol e Posaconazol ndo atingem
concentracbes adequadas na urina. Em alguns casos de cistite, irrigacédo local de
anfotericina B tem sido util a curto prazo, mas erradicacdo definitiva permanece
indefinida para muitos pacientes (PAPPAS et al., 2009).

Cerca de dez anos atras, Candida krusei ndo era um achado comum no
ambiente hospitalar e atualmente, infecta principalmente, pacientes com neutropenia,
cancer, leucemia, transplantados e infectados por HIV. E intrinsecamente resistente
ao fluconazol e apresenta baixa sensibilidade a AnB. Isso explica sua maior
ocorréncia nestes grupos especificos de pacientes que com freqtiéncia recebem esta
droga profilaticamente (HORN et al.,, 2009). Essa resisténcia torna complicado o
tratamento de pacientes que tenham comprometimento imunol6gico, como € o0 caso

de hansenianos, leucémicos, neutropénicos, dentre outros. O Voriconazol é eficiente
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nesses casos, bem como as equinocandinas, tais como, caspofungina, anidulfungina
e micanfungina (REX et al., 1995; ZARDO e MEZZARI, 2004; PFALLER et al., 2008).

Em geral, a C. guilliermondii responde por 2% dos casos mundiais, exceto
em paises como india, Brasil e Italia, nos quais sua incidéncia é maior e pode chegar
a 10% dos casos. A maioria dos casos ocorre em pacientes oncolégicos,
transplantados, em UTI ou neutropénicos, porém ndo € frequente no ambiente
hospitalar. Mais recentemente a C. guilliermondii foi subdividida em mais duas
espécies, a C. fermentati e a C. carpophila, mas é impossivel, bioquimicamente,
realizar a distincdo destas espécies. Em pacientes imunodreprimidos, seu tratamento
pode ser complexo e a sua sensibilidade para inumeros antifungicos vem
sistematicamente caindo, especialmente em relacdo ao Fluconazol e ao Itraconazol
(MEDEIROS et al.,2007)

A C. lusitaniae de um modo geral também ndo é um isolado comum no
espaco hospitalar, mas é comum nos pacientes que passaram por cirurgias e
transplantes. Torna-se mais agressiva ou invasiva quando o individuo apresenta
qualquer tipo de comprometimento imunolégico. Trata-se de uma espécie rara, tanto
como comensal quanto em isolados hospitalares, com cerca de 1-2% dos achados. E
sensivel ao Fluconazol, mas, geralmente resistente a AnB, condicdo que pode ser
determinante para a sua separacdo de outras espécies ( FAVEL et al., 2004 apud
BARBEDO e SGARBI, 2010).

Considerado um micro-organismo emergente, ndo ha muitas informacées a
respeito da epidemiologia e do desdobramento virulento da C. kefyr, que também é
chamada eventualmente por seu antigo nome, C. pseudotropicalis. E comum em
laticinios e em demais produtos alimentares industrializados, mas rara ha
comunidade. Por outro lado, quando ocorre, geralmente atinge imunodeprimidos ou
pacientes oncolégicos (SENDID et al., 2006).

A C. inconspicua é frequente entre imunodeprimidos ou pessoas com
infeccbes na boca, no es6fago ou vagina e diabéticos, mas ndo esta associada a
pacientes com cancer. Tem alta susceptibilidade aos mais comuns antifingicos
utilizados, mas é resistente a AnB (MAJOROS et al.,, 2005 apud BARBEDO e
SGARBI, 2010).
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A espécie C. dubliniensis foi identificada no ano de 1995, em Dublin, na
Irlanda e tem estrutura genética e filogenética muito similar a C. albicans, embora esta
Gltima seja mais patogénica. Apresenta-se mais na mucosa oral, especialmente de
pacientes imunodeprimidos e diabéticos, mas a maioria costuma manter um
comportamento comensal quando instaladas em individuos saudaveis. Responde por
cerca de 2% das candidemias e possui pequena capacidade de produzir hifas,
portanto, tem pequeno potencial de colonizacdo e de invasio de tecidos. E uma das
espécies que mais facilmente desenvolvem resisténcia a azolicos (SULLIVAN et al.,
1999 apud BARBEDO e SGARBI, 2010).

2.3 Fatores predisponentes para a Candiduria

Durante a hospitalizacdo, ha fatores que aumentam a predisposicdo a
candiduria, tais como idade avancada, sexo feminino, uso de antibioticoterapia de
amplo espectro, corticosteroides e imunossupressores, anormalidades do trato
urinério, diabetes, uso de sonda vesical de demora, procedimentos cirdrgicos de
grande porte e a presenca de doencas malignas (COLOMBO e GUIMARAES, 2007;
KAUFFMAN et al, 2000; KAUFFMAN, 2005; LUNDSTRON e SOBEL, 2001).

Infec¢gbes disseminadas por Candida, em geral ocorrem mais em pacientes
em estado grave ou com drastico comprometimento da imunidade e resisténcia geral.
A apresentacdo disseminada pode comprometer olhos, pulmdes, bexiga, rins,
articulacbes, meninges e coracdo, dentre outros 6rgdos e tecidos. Pacientes que
utilizam cateteres centrais ou que possuam valvulopatia podem ter comprometimento
cardiaco e maior risco de sepse (GROSSI, 2009; KAUFFMAN et al., 2011; KONEMAN
et al., 2008).

Sabe-se que os procedimentos invasivos comuns as internacfes em UTI
sao facilitadores para o aparecimento de infec¢des entre os pacientes. Cerca de 80%
das ITU nestes ambientes tém relagdo com o uso de cateter uretral de permanéncia.
Um dos fatores fundamentais para que ocorra o crescimento da Candida € a presenca
de biofilme nos dispositivos biomédicos, como os cateteres urinarios que sao feitos de
latex (ABELHA et al., 2006; CHENOWETH et al, 2014; FISHER et al., 2011; ORSI et
al., 2005).
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Denomina-se biofiime a soma de micro-organismos que aderem de modo
firme a uma superficie e o fazem junto ao revestimento de matriz extracelular. Esta
matriz é formada por polissacarideos, acidos nucleicos e proteinas produzidas pelos
micro-organismos. O biofilme de Candida € um dos principais elementos responsaveis
pelo aumento da resisténcia a drogas, por ser capaz de resistir ao sistema imune
daquele que o hospeda e de aderir a cateteres, a valvulas ou entdo a superficie de
dispositivos gerais. Quando maduro, o biofiime € complexo e tridimensional, sendo
capaz de apresentar O0timo ajustamento de espaco para acolher nutrientes e os
distribuir entre os micro-organismos, também tendo boa eficiéncia na eliminagdo de
metabolitos e formagdo de micro nichos. O biofilme presente nas sondas vesicais,
pode induzir a uma infeccdo por Candida, capaz de confundir a equipe médica
avaliadora de pacientes criticos (FISHER et al., 2011; PEIXOTO et al., 2010).

2.4 Mecanismos de infeccao por Candida

Os fungos podem colonizar e infectar véarios tecidos, indicando que estes
possuem uma variedade de moléculas de superficie, permitindo o processo de
adesao de microrganismos a tecidos do hospedeiro. Isso é fundamental para o inicio
da colonizacéo e progressao do processo infeccioso.Um fator que geralmente ocupa
espaco decisivo na infec¢do urinaria por Candida é a colonizacdo em locais proximos
ao trato urinario (TU). E importante destacar que essa levedura esta presente na
microbiota da populacdo mundial, especialmente na orofaringe, no célon e na vagina
de individuos saudaveis, sem causar com isso maiores intercorréncias. Pode ocorrer
infeccdo retrograda, quando as leveduras vao da uretra a bexiga podendo alcancar o
rim do individuo, ou entdo por meio de infeccdo sistémica, por disseminacéo
hematogénica atingem o rim e assim sdo eliminados na urina (DRASAR e SHINER,
1969; FISHER et al., 2011; GORBACH et al.,, 1967; NASSOURA et al.,1993;
TASHJIAN et al., 1976).

A presenca de mecanismos que permitem a adesdo do patégeno €
relevante nos sitios em que ha secre¢cdes como: muco vaginal, na cavidade oral e no
TU. Ha evidéncias que a ampla capacidade de adeséo pertinente a cada espécie de

Candida responde por sua amplitude patolégica. Pode aderir a inUmeros tecidos e
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superficies inanimadas, instalando-se em cateteres urinarios e plasticos, formando
biofilmes. Além disso, a Candida produz enzimas hidroliticas que facilitam
disseminacdo no hospedeiro, rompem membranas celulares e interferem na
renovacdo das mucosas e vasos sanguineos. Essas enzimas degradam a estrutura
de defesa imunoldgica, atingem o colageno, a queratina, a mucosa, as citocinas, 0s
componentes do sistema complemento e os anticorpos. A C. albicans € uma das
maiores produtoras dessas proteinas. (BORST e FLUIT, 2003; COTTER e
KAVANAGH, 1999; FISHER et al., 2011; GOLDMAN et al., 2005; KAUR et al., 2005;
SCHIMID et al., 1995; ZAUGG et al., 2001).

Entre camundongos, as principais causas de morte em estudos de
avaliacdo com a espécie C. albicans ndo foram a sepse ou a insuficiéncia renal, mas
sim uma rede complexa de fatores que envolveram lesdes na pelve renal, nos tubulos
e nos ureteres. Pode ocorrer necrose e a pelve renal pode terminar preenchida por
massas emaranhadas de leveduras, as bolas fungicas, que obstruem o sistema.
Mesmas condicdes ja foram verificadas em humanos, o que sugere que a patogénese
entre seres humanos € similar & descrita nos modelos animais (SPELLBERG et al.,
2005; TOMASHEFSKI JUNIOR e ABRAMOWSKY, 1981).

2.5 Candidemia e Candiduria

A candidemia é a infeccdo causada por Candida spp no sangue e
representa uma ocorréncia preocupante por ser uma situacdo significativa de
morbidade e mortalidade hospitalar no mundo todo. Nos hospitais publicos
brasileiros, a taxa de candidemia é de duas a dez vezes maior do que a registrada em
hospitais europeus e estadunidenses da mesma natureza (COLOMBO et al., 2006;
COLOMBO et al., 2013).

O procedimento padrédo para a deteccdo da candidemia no Brasil é a
hemocultura. A sensibilidade do exame é entre 50-60% de positividade, o que sugere
a ocorréncia de falsos negativos e consequente atraso do tratamento. Pelas
limitacbes do método padrdo, € comum a adocdo de uma abordagem clinica do

paciente conduzida por um tratamento empirico, orientado pela observacdo dos
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fatores de risco e suspeitas clinicas. Em virtude dessas condi¢fes, atualmente, nem
sempre se realiza a investigagao laboratorial da candidemia. Como a escolha inicial
do tratamento antifingico desempenha papel de extrema importancia no desfecho
dos quadros, uma abordagem mais rapida e precisa a respeito da susceptibilidade
aos antifungicos contribui grandemente para a melhoria das chances de eficacia
terapéutica (KAUFFMAN, 2014; KLOTZ et al., 2007; PATEL et al., 2005; ZAOUTIS et
al., 2005).

Estudo realizado no sul do Brasil, em um complexo hospitalar publico entre
0os anos de 2002 a 2003 com hemoculturas dos pacientes, encontrou as seguintes
espécies Candida: albicans (51,6%), parapsilosis (25,7%), tropicalis (13,3%) e
glabrata (3,3%) (ANTUNES et al.,, 2004). Outro estudo brasileiro, em mesma
delimitacdo geografica, mas realizado em um hospital escola (Hospital das Clinicas de
Porto Alegre - UFRS, também observou a mesma ocorréncia entre as espécies de
Candida em hemocultura: C. albicans (45%), C. parapsilosis (24,4%), C. tropicalis
(15,3%) e C. glabrata (6,9%) (AQUINO et al., 2005).

Colombo et al. (2007), avaliando a mortalidade associada a espécies de
Candida entre pacientes com candidemia em quatro centros médicos de S&o Paulo,
Brasil, detectaram alta incidéncia de candidemia comparado a estudos da mesma
época e metodologia na Europa e Estados Unidos. A taxa de mortalidade relacionada
a candidemia por Candida glabrata foi alta, 100% dos pacientes registrados no estudo
foram a obito.

Estudo realizado por Chang et al. publicado em 2008, em um hospital de
ensino publico no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, verificou a mesma sequéncia
na prevaléncia de leveduras em hemoculturas positivas entre os anos de 1998 a
2006. A C. albicans foi a espécie mais prevalente (45,8%), seguida pela C.
parapsilosis (34,4%), C. tropicalis (14,6%) e C. glabrata (5,2%).

Também foi comprovada associacdo bioldgica entre Candida albicans
provenientes de candidemia e de candiduria através da correlagdo do genotipo
molecular de 33 pares de C. albicans isolados do sangue e da urina de pacientes, a
maioria de UTI. A taxa de concordancia molecular dos trés maiores gendétipos foi de
100% para o tipo | (P=0,013), 82% para o tipo Il (P<0,001) e 71% para tipo llI
(p=0,001). Estes dados, estatisticamente significantes, confirmaram achados prévios
e evidenciaram similaridade entre tipos moleculares dos pares de Candida isolados

de sangue e urina. A concordancia significativa entre a cepa C. albicans em
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candidemia e candiddria implica que outras espécies de Candida podem ter os
mesmos comportamentos (HUANG et al., 2013).

Quanto a candiduria, no Brasil, as espécies mais comuns em isolados de
urina de pacientes hospitalizados sdo a C. albicans (35,5-70%), C. tropicalis (4,6-
52,5%) e C. glabrata (7-8,8%) (BINELLI et al., 2006; COLOMBO; GUIMARAES, 2007;
KOBAYASHI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2001; PASSOS et al., 2005).

Estudo realizado em hospital publico universitario de Mato Grosso do Sul,
Brasil, mostrou que o trato urinario € mais comumente atingido por C. albicans, C.
glabrata e outras leveduras, totalizando 48,1% das infeccdes em relacdo a todos os
outros micro-organismos isolados (OLIVEIRA et al., 2008).

Pacientes hospitalizados expostos a tratamento antibioticoterapico de largo
espectro, em uso de cateter venoso central e com a presenca de colonizacao positiva
por Candida podem ser considerados como dotados de fatores de risco para
candidemia. As taxas mais altas de colonizacdo costumam ser detectadas na urina
(CHENG et al., 2006).

Acredita-se que o0 uso de cateteres urinarios seja facilitador da infeccéo
porque o agente poderia ser introduzido durante a colocagdo no trato urinario,
migrando para a bexiga através da via externa do cateter em sua parte periuretral.
Quando a infeccdo se origina na bexiga, o TU superior pode ser infectado,
principalmente se o fluxo urinario estiver obstruido (CHENOWETH et al, 2014,
KAUFFMAN, 2005; SOBEL, 2000).

Em UTI (Unidade de Terapia Intensiva), a taxa de coloniza¢ao urinaria por
Candida tende a se elevar conforme o tempo de permanéncia do paciente nesse
local. Isso sugere que o tempo de permanéncia no hospital, ou seja, o aumento do
tempo de internacdo,é um importante fator para a aquisicdo da Candida, e é de cunho
preventivo que se realize a identificacdo das espécies e testes de susceptibilidade
antifingica, que s&o importantes para a escolha do tratamento adequado. E
importante ainda que sejam realizados mais estudos sobre a colonizacdo urinaria,
pois esta condicdo pode ser o Unico indicativo precoce de uma candidiase invasiva
(KAUFFMAN, 2014; SINGLA et al., 2012).

A urocultura € um recurso eficiente na abordagem preventiva. Sabe-se que
é estatisticamente significante a diferenca na frequéncia de candidiase invasiva entre
pacientes com e sem colonizacdo urinaria. Aqueles que apresentam uma cultura de

urina negativa costumam nao desenvolver o quadro. Manter a vigilancia das
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uroculturas parece ajudar na diferenciacdo dos pacientes de alto risco para o
desenvolvimento de candidiase, aumentando as chances de sucesso das abordagens
terapéuticas e a seguranca do paciente (KAUFFMAN, 2014; MAGILL et al., 2006).

2.6 Diagnostico da Candiddria

A candiduria pode ser identificada com a analise da amostra de urina e
para a confirmacao utiliza-se cultura em agar Sabouraud Dextrose (ASD), que recebe
adicao de cloranfenicol para inibir o crescimento bacteriano. As colbnias revelam-se
com coloracdo branca ou branco-amarelada. Seu odor € caracteristico e sua forma é
convexa, lisa brilhante, cremosas e umidas (WILLIAMS e LEWIS, 2000).

A prova do tubo germinativo é um teste que caracteriza rapida e
presuntivamente a levedura da espécie Candida albicans. Trata-se de simples
procedimento e baseia-se na semeadura de um pequeno indculo dessa levedura em
soro, que pode ser de varias especies animais. Os soros recomendados sdo o
humano, o fetal bovino ou de cavalo, podendo-se, ainda, utilizar albumina de ovo.
Quando é formado o tubo germinativo in vitro, o teste € positivo e confirma a espécie
C.albicans (LACAZ et al, 2002).

A assimilacdo de carboidratos ou auxanograma € um teste realizado para a
identificacdo de leveduras em geral. Esta técnica baseia-se na observacdo da
capacidade de uma levedura em utilizar determinado carboidrato, tais como glicose,
galactose, dulcitol, sacarose, ramnose, lactose, rafinose, inositol, xilose, celebiose,
trealose, maltose, melibiose. O carboidrato € utilizado como fonte de carbono, o qual
€ necessério ao seu desenvolvimento. A habilidade ou ndo de assimilar os diferentes
acucares define um padrdo bioquimico que auxilia na identificacdo da espécie
(LACAZ et al, 2002; LARONE, 2011).

O microcultivo em agar fuba é uma técnica em que, as leveduras,, quando
incubadas em meio com Tween-80 apresentam a capacidade de filamentar, formando
pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. A morfologia diferenciada dos filamentos, sugere
a espécie de levedura. A identificacdo, quando rapida, simples e presuntiva pode
contribuir para o diagnostico do quadro infeccioso. Quando a levedura apresenta hifas

hialinas e ramificadas, € sugestivo do género Candida sp e se, além disso,
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desenvolver clamidésporos células de reserva ou tubos germinativos, em
determinadas condicdes “in vitro”, € identificada como Candida albicans. O restante
dos géneros e espécies tém suas caracteristicas proprias de filamentacao, permitindo
sua identificacdo. Porém, sdo necessarias provas bioquimicas para confirmacdo das
espécies (LACAZ et al, 2002; LARONE, 2011).

Os meios cromogénicos sao utilizados para diferenciacdo das espécies de
leveduras através da coloracao final, observada ap6s o crescimento das colbnias.
Facilita a deteccdo das espécies de leveduras em uma Unica placa, sendo eficaz na
identificacdo presuntiva de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C.parapsilosis pela
morfologia e cor da reacdo, podendo apresentar colénias caracteristicas, verde claro,
azul escuro, rosa e rosa claro, respectivamente, apos 36-48 horas de incubacdo a
35°C-37°C (LACAZ et al, 2002; LARONE, 2011).

O antifungigrama é um teste in vitro que aponta o0s resultados de
resisténcia ou susceptibilidade dos idolados de leveduras. Com isso, é tragado o perfil
de susceptibilidade in vitro destas com relagdo aos antifingicos da rotina hospitalar.
Sabe-se que boa parte das espécies de Candida ndo é resistente aos antiflingicos,
mas algumas tém evidenciado resisténcia intrinseca ou adquirida a azdélicos, o que foi
identificado em isolados clinicos de pacientes expostos a terapias prolongadas com
estes antifingicos (COLOMBO e GUIMARAES, 2007).

A microdiluicdo em caldo € um método de referéncia para a determinacéo
da sensibilidade de leveduras a terapia antifungica (antifungigrama). A técnica baseia-
se no preparo de microplacas contendo variadas concentragdes de um determinado
antifiingico, nas quais posteriormente sdo inoculadas as leveduras para avaliacdo de
sua susceptibilidade. A técnica segue a padronizacdo pelo Clinical and Laboratory
Standarts Institute, uma instituicdo educacional internacional, que desenvolveu
diretrizes padronizadas consensualmente com a comunidade de pesquisadores
mundiais da saude (CLSI — M27 — A3, 2008; CLSI — S4, 2012).

O antifungigrama pode ser realizado através do sistema Vitek®2 system
(BioMérieux®, Marcy L’Etoile, Frangca) € um aparelho automatizado cujos cartdes
colorimétricos fornecem a identificacdo rapida de espécies de leveduras e suas
respectivas susceptibilidades a antiftingicos da rotina hospitalar. E um método valioso
para a identificacdo de espécies de leveduras de importancia médica (principalmente
quando associado ao método do Cromoagar) e determinagdo do perfil de

susceptibilidade das mesmas (JAIN et al, 2012).
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O aparelho Vitek®2, com seus cartdes ID-YST (identificacdo de leveduras,
baseada na reacdo bioquimica) e ID-AST (susceptibilidade das leveduras aos
antifingicos) compdem um sistema completo para a identificacdo da da maior parte
das leveduras e microorganismo similares, oferecendo boa identificacdo das espécies
e seu perfil de susceptibilidade aos antifingicos. A metodologia devolve os resultados
em cerca de 15 horas. Tem sido bem avaliado mundialmente, sendo considerado
eficiente e rapido para identificar as espécies e tracar o perfil de susceptibilidade aos
antifangicos Anfotericina B, Fluconazol e Voriconazol. A rapidez no diagndstico
fornece informacdes oportunas aos médicos, bem como a identificacdo de Candida
glabrata, Candida krusei, que sao reconhecidos como inerentemente ou
potencialmente resistentes aos azoles ou anfotericina B. Essa agilidade no
diagnostico é essencial para a preservacdo da vida do paciente (GRAF et al, 2000;
PFALLER et al, 2007; SANGUINETTI et al, 2007; VALENZA et al, 2008).

2.7 Antifungicos

Para o sucesso da terapia antifingica, é fundamental que o médico tenha
acesso as informacdes do perfil de susceptibilidade das leveduras o quanto antes, no
processo de diagnostico. Periodos entre 12 a 24 horas para o inicio de uma terapia
antifangica eficiente, em pacientes hospitalizados, sdo associados a uma mortalidade
2-3 vezes superior a verificada em pacientes que receberam o aporte terapéutico em
tempo adequado. Novos métodos de diagnéstico laboratorial sdo necessarios para
evitar atrasos na terapia antifUngica apropriada (BADDLEY, 2004; GAREY et al, 2006;
MORRELL et al., 2005; PAl et al., 2003; REX e PFALLER, 2002).

A reducéo da sensibilidade de algumas leveduras do género Candida pode
ter sido causada pela introducéo e a ampliagdo do uso de antifingicos azélicos para o
tratamento das candidiases, principalmente o Fluconazol (SENDID et. al., 2006;
SOBEL, 20086).

O Fluconazol é um composto sintético triazolico, integrante da familia dos
azoles. Atua nos fungos causando a inibicdo da enzima que é responsavel pela

sintese do ergosterol da membrana celular, sendo administrado por via oral ou
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endovenosa e utilizado largamente porque apresenta boa absorcdo gastrointestinal
(FRATARELLI et al., 2004).

O uso do Fluconazol é muito comum, principalmente se o0 paciente nao
apresenta sintomas e quando a espécie isolada ndo é a C. glabrata ou C. krusei, dado
que as chances de resisténcia sdo maiores. A dose mais comum é 200 mg diarios em
um periodo que pode variar de uma a duas semanas. (HOLLENBACH, 2008; SOBEL
et al., 2000). E o antifingico mais largamente utilizados por ser bem tolerado e por
apresentar atividade ciclica contra as principais espécies de Candida, porém, com
historico de resisténcia adquirida ou intrinseca, especialmente das espécies C.
glabrata e C. krusei, respectivamente (BERNARDES et al., 2012; KAUFFMAN, 2014).

O aumento do MIC, observado em algumas espécies de leveduras, no
decorrer dos anos, pode ter relacdo com a exposi¢cado prévia ao Fluconazol, que € a
droga de escolha tanto para a profilaxia quanto para o tratamento da maioria dos
casos. O excesso no uso dessa droga é um sugestivo fator de selecdo para a
resisténcia em isolados previamente sensiveis (AKINS, 2005; KRIENGKAUYKIAT et
al., 2011; PFALLER et al., 2004).

O Voriconazol, por sua vez, € um agente antifangico de segunda geracéo,
derivado sintético do Fluconazol. Sua atuacéo é semelhante a dos azoles, sendo ativo
contra todas as espécies de Candida, incluindo as cepas resistentes como a C. krusei
e C. glabrata. Possui boa atividade contra Cryptococcus neoformans, Trichosporom
beigeli e Sacchamomyces cerevisiae e ampla atividade contra espécies de
Aspergilus. E aprovado para o tratamento de aspergilose invasiva e seu uso pode ser
feito tanto por via oral quanto por via endovenosa (FRATARELLI et al., 2004).

E um farmaco de bom uso, indicado mais especificamente quando o
paciente apresenta sepse grave ou entdo choque séptico. Sua administracao
depende diretamente da existéncia de funcéo renal adequada, por ser o farmaco de
alta excrecdo renal (SARAVOLATZ et al., 2003).

Quando néo ha resposta ou entdo as infeccdes sdo sistémicas, a AnB é
indicada, especialmente nos casos de pacientes gravemente enfermos. O uso da AnB
€ bastante frequente, ja que as espécies CNA se apresentam menos sensiveis ao
Fluconazol. Oralmente, ndo € absorvido e por isso seu uso é somente parenteral e
combinado com o Deoxicolato, que o torna mais solivel em agua. Uma vez na
corrente sanguinea, o medicamente se dissocia do Deoxicolato e se liga as proteinas

plasmaticas, procedendo a distribuicdo nos tecidos. Formulagdes lipidicas de AnB e
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equinocandinas possuem atividades antifungicas contra biofiimes de Candida, mas
tém uso limitado em pacientes com cateteres (BERNARDES et al., 2012; FISHER et
al., 2011; FRATARELLI et al., 2004; STRABELLI, 2011).

As equinocandinas (caspofungina, anidulfungina e micanfungina) séo
recursos atualmente explorados, mas pouco utilizadas para ITU devido a baixa
filtracdo glomerular pelos rins. Equinocandinas, voriconazol e posaconazol nao

atingem concentracdes adequadas na urina (PAPPAS et al, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar os casos de candidiria em adultos internados no Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian - UFMS, Campo Grande / MS, entre maio
de 2011 e abril de 2012.

3.20bjetivos especificos

- Identificar as espécies de Candida envolvidas em episodios de candiduria,;

- Verificar o perfil de susceptibilidade in vitro dos isolados de Candida aos
antifingicos convencionais: anfotericina B, fluconazol e voriconazol.

- Relacionar espécies de Candida com variaveis demograficas, setor de

internacgao e resultado da uriandlise.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Tipo, local e periodo de estudo

Estudo epidemioldgico transversal em que foram analisados os casos de
candiduria ocorridos em pacientes adultos internados no Nuacleo do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (NHU-UFMS), entre os
meses de maio do ano de 2011 a abril de 2012, na cidade de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil.

Criado em 1970, o NHU-UFMS acompanhou o crescimento da saude no
estado e atualmente é um centro de referéncia no tratamento de Vvérias
especialidades, atendendo pacientes de todos os municipios através do Sistema
Unico de Saude (SUS) e da rede de apoio de sua mantenedora, a UFMS. A area total
de atividade é de 36 mil m?, com aproximadamente 76 consultérios, 260 leitos e 9
centros cirdrgicos, além dos 4 centros obstétricos. A unidade oferece desde
atendimento ambulatorial até suporte de pacientes criticos, bem como cirurgias de
pequeno, médio e grande porte, servindo centralmente como espaco de atendimento
popular e aprendizado, com um grande volume de residentes e académicos de varias
areas da saude. E referéncia para gestacdo de alto-risco, neonatologia completa,
hemodialise, terapia intensiva adulta e pediatrica e doencas infecciosas, tais como
HIV/AIDS.

4.2 Sujeitos do Estudo

Os critérios de inclusdo no estudo foram: ter mais de 18 anos e ter
resultado de urocultura positiva para leveduras do género Candida a partir de 1.000

UFC/ml. Foi selecionada 1 amostra positiva de cada paciente.
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4.3 Coleta de dados

4.3.1 Dados demograficos e setor de internacdo

As varidveis como idade, sexo e setor de internacdo foram obtidas do
formulario de solicitacdo de exames complementares do NHU-UFMS.

4.3.2 Sedimentoscopia e contagem de colbnias

Os exames de sedimentoscopia e cultura de urina foram solicitados pelos
médicos assistentes como parte da rotina assistencial para diagnéstico e manejo
clinico dos pacientes. Foram coletadas pela equipe de enfermagem ou pelo préprio
paciente conforme protocolo de rotina. As amostras foram processadas e analisadas
no Laboratorio de Andlises Clinicas (LAC) do NHU-UFMS.

O procedimento padrdo em relacdo aos exames de urina foi semeadura
com alca calibrada, por esgotamento, sobre o meio de cultura agar Sabouraud
Dextrose (ASD) com cloranfenicol, para exame quantitativo pela contagem de
unidades formadoras de colbénias (UFC).

Outra porc¢ao da urina foi centrifugada entre 1500 a 2000 rpm (rotacdes por
minuto) durante dez minutos e o sedimento utilizado para exame microscépico e nova
semeadura em tubo, também com ASD para cultura qualitativa.

A presenca de leveduras na microscopia foi classificada em cruzes
conforme Manual de Procedimentos Operacionais Padrdo do laboratério LAC/NHU-
UFMS, que segue normas do Programa Nacional de Controle de Qualidade da
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas.

A placa e o tubo foram armazenados em estufa a 35° C por 24 horas. Apos
esse tempo, observou-se o0 crescimento das colénias (as que se desenvolveram) e
procedeu-se entdo a contagem das UFC nas placas. As leveduras foram identificadas
e armazenadas a temperatura de - 20°C, em caldo Brain Infusion Heart (BHI, Difco®)

com glicerol a 50% no Laboratério de Micologia do NHU-UFMS (Clinical and
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Laboratory Standards Institute — Método de referéncia para testes de diluicdo em
caldo para a determinacdo da sensibilidade a terapia antifungica das leveduras.
Norma Aprovada -Terceira edicdo, CLSI documento M27-A3, USA (2008) e
complementada pelo suplemento 4 — S4, USA (2012).

4.4 Identificacéo laboratorial das espécies de Candida

As amostras foram descongeladas e semeadas em &gar Sabouraud
Dextrose comercial (ASD- Oxo0id®), para crescimento das colonias.

Apbs o crescimento, para a identificacdo da levedura e de possiveis
infeccdes mistas, foram semeadas em agar cromogénico (CHROMagar Candida,
DIFCO®) incubadas a 37°C, de 36-48 horas

Passadas 24 horas de crescimento em ASD, as leveduras foram
identificadas pelo aparelho automatizado Vitek 2® System (BioMérieux®, Marcy
L’Etoile, Franca) e, também, segundo técnicas convencionais (provas classicas),
incluindo: pesquisa do tubo germinativo, auxanograma (prova de assimilacdo de
acucares) e microcultivo em agar fubd (LACAZ et al. 2002; LARONE, 2011).

4.4.1 — Prova do Tubo Germinativo

A partir de uma algada da colbnia isolada, foi feita uma suspensao em tubo
de ensaio contendo 0,5 ml de soro humano. A suspenséao foi incubada a 37°C durante
periodo maximo de 3 horas. Este prazo € importante porque, apds esse periodo,
outras espécies de Candida e de outros géneros, formam também tubo germinativo.
Foi depositada uma gota da suspensdao sobre lamina, coberta com laminula e
examinada ao microscopio optico. A presenca de tubo germinativo, na forma de
pequeno filamento que brota do blastoconidio, sem formar constricdo com a célula-
mae, permitiu a identificacdo presuntiva das espécies de Candida albicans, resultado
considerado positivo. O resultado negativo indicou outra espécie de Candida (LACAZ
et al., 2002).
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4.4.2 Microcultivo em aqgar fubé

Foi realizado o repique de cada colénia em placa com meio ASD, incubada
a 37°C por 24hs. Apos crescimento foi confirmada sua pureza, por microscopia.
Foram depositados 3 ml de agar fuba (Corn Meal Agar, HIMEDIA®)fundido sobre uma
lamina contida sobre um suporte dentro de uma placa de Petri. ApGs a solidificacédo
do meio, a levedura foi semeada com auxilio de uma agulha em “L”, fazendo 2 estrias
paralelas e coberta com laminula estéril. Foi montada uma camara umida, colocando
a agua estéril no papel de filtro dentro da placa, abaixo da lamina, sendo deixada de 2
a 3 dias a 25° C e foi observada a preparacdo em microscopio com aumento de 400x
e observada a micromorfologia das col6nias, com caracteristicas especificas de cada
espécie de Candida (LACAZ et al.2002; LARONE, 2011).

4.4.3 Auxanograma

Em uma placa de Petri adicionou-se de 1 a 2 mL da suspenséo da levedura
que se desejava identificar juntamente com cerca de 50 mL de agar base (Agar
Bacteriological-Oxoid®) ainda fundido (temperatura maxima de 40°C).
Homogeneizou-se com movimentos suaves simulando o numero oito. Apdés o
endurecimento do agar com a levedura ja inoculada, foram acrescentadas pequenas
porcBes dos carboidratos (adicionados com medidor proprio) a serem testados e
entdo foi observada a capacidade de utilizacdo destes como fonte de carbono.

Quando o carboidrato foi assimilado pela levedura foi observado o
crescimento do microorganismo ao redor da fonte de carbono apés 24-72 horas de
incubacédo a 37°C. A assimilacéo foi considerada positiva quando ao redor do acucar
houve formagdo de uma zona turva/opaca indicando o crescimento da levedura. A
identificacdo da espécie foi obtida de acordo com o agucar assimilado (LACAZ et al.,
2002; LARONE, 2011).
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4.4.4 Metodologia RAPD-PCR — Biologia Molecular

As amostras identificadas como Candida parapsilosis foram submetidas a
Metodologia RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ) PCR — Biologia Molecular
para a diferenciacdo das espécies do complexo C.parapsilosis (C.parapsilosis strictu
senso, C.methapsilosis e C.orthopsilosis).

As leveduras foram suspensas em salina até a escala de 0,5 de McFarland,
centrifugadas e submetidas a extracdo de DNA. As amostras de DNA obtidas foram
dosadas em espectrofotdmetros Nanodrop 1000 (Thermo) e 20 ng de DNA de cada
amostra foram submetidas a amplificacdo pelo método de RAPD, com primer RPO2
de acordo com metodologia descrita por Tavanti et al. (2005) por comparagéao do perfil
de bandas das amostras com as ATCC (American Type Culture Collection).

4.5 Testes de susceptibilidade in vitro a drogas antifungicas

Testes de susceptibilidade das leveduras aos antifungicos foram realizados
pelo aparelho automatizado Vitek 2® System (BioMérieux®, Marcy L’Etoile, Franca).
Anfotericina B, Fluconazol e Voriconazol foram testados. As amostras utilizadas como
controles para a avaliacdo dos métodos foram C. krusei ATCC 6258 (Resistente) e C.
parapsilosis ATCC 22019 (Sensivel). A determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM ou MIC) pela metodologia de microdiluicdo em caldo foi realizada para
confirmacdo dos perfis de susceptibilidade somente quando Resistente (R) ou

Sensivel Dose Dependente (SDD) aos antifungicos testados.

4.5.1 Vitek®2

Os isolados de Candida spp. foram identificados por espécie e foi tracado o
perfil de susceptibilidade de cada um através do aparelho automatizado Vitek® 2. A

preparacdo do indculo ocorreu a partir de uma cultura pura, conforme as boas
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praticas laboratoriais. Em caso de culturas mistas (duas espécies de leveduras na
mesma amostra), foi necessaria outra etapa de isolamento, em Cromoagar para
certificar a pureza da coldnia, aguardando mais 24 horas.

Foi utilizada alca estéril para a transferéncia de um numero suficiente de
colonias morfologicamente idénticas crescidas na placa de ASD- Oxoid® para o tubo
de ensaio plastico de tamanho de 12 x 75 mm, com solu¢éo salina (NaCl de 0,45% a
0,5%, ph 4,5 a 7,0), obtendo assim uma suspensdo de leveduras com densidade
equivalente a um padrdo McFarland de 1,8 a 2,2 x 10° células/ml, com uso de
densitdmetro (Densichek™ Vitek®2). Os tubos e os cartdes foram dispostos em
estantes, as quais foram analizadas uma a uma separadamente. Cada estante foi
inserida no primeiro compartimento do aparelho para distribuicdo da levedura entre os
pocos dos cartdes.

ApOs sinalizacdo luminosa do aparelho, na sequéncia, a estante foi
colocada no segundo compartimento do mesmo, para a separagao entre os cartdes e
a estante (com os tubos). Nova sinalizacdo luminosa e a estante foi retirada do
aparelho, onde ficaram apenas os cartdes (com as leveduras absorvidas neles)
incubados a 35,5°C por aproximadamente 18 horas a 24 horas para leitura final.

Os dados indicaram as reacgfes tipicas das espécies em questdo e as
reacfes bioquimicas de diferenciacdo foram classificadas como excelentes pelo
aparelho, que fornece avaliacdo da qualidade de cada teste realizado (Manual do
Vitek 2® System, BioMérieux®, Marcy L’Etoile, Franca, 2010).

Os valores de referéncia utilizados para interpretacdo dos resultados com
relacdo aos azoles (fluconazol e voriconazol) foram os mesmos utilizados para
microdiluicdo em caldo, segue padronizacdo do CLSI — M27 — A3, S4 (suplemento 4)
publicado em 2012, que classifica cada espécie de Candida como sensivel (S),
sensivel dose dependente (SDD) ou Resistente (R), dependendo da MIC
(concentracdo inibitéria minima) de cada espécie obtida em relacdo a cada
antifangico testado (Tabela 1).

Quanto a Anfotericina B, considera-se Sensivel quando MIC for menor ou
igual a um (1 pg/ml ) e Resistente quando MIC for maior ou igual a dois (2 ug/ml ),
segundo orientacdo de M. Hong Nguyen et al. (1998) e Arnaldo Lopes Colombo et al.
(2013).
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4.5.2 Microdiluicdo em Caldo

O teste de microdiluicdo (MD) in vitro, foi utilizado para confirmagdo do
perfil de susceptibilidade diminuido, apresentado por alguns isolados, em relacéo ao
Fluconazol, no aparelho Vitek 2. Foi realizado de acordo com a padronizacdo
publicada pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), atual
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), documento M27-A3 - em 2008.

Foi testado o Fluconazol (Pfizer), com o meio de cultura RPMI-1640
(Vitrocell). A suspenséao de leveduras foi ajustada para obter a concentracdo final de
0,5 x 10° células/ml (Escala de McFarland Probac®) e do cartdo de Wickerhan; o
teste foi realizado em microplacas de 96 pocos; a incubacdo a 35°C por 24 e 48

horas.

45.2.1 - Preparo da solucdo estogue (solucdo mée) de fluconazol

Para o preparo da solugdo estoque foi utilizado o fluconazol na forma de
po. Este foi pesado em balanca analitica de precisdo a fim de minimizar possiveis
erros. Apés a pesagem, foi dissolvido em agua estéril. A férmula abaixo determinou o
peso do fluconazol em po necesséario para se obter uma solucdo mae com
concentragdo 5120ug/mL. Poténcia do fluconazol = 980 ug/mg. Volume pretendido =

1000 ml. Formou-se a seguinte equacao:

Peso (mg) = Volume solvente (mL) x Concentracao solucéo estoque (ug/mL)
Poténcia da substancia antifungica (ug/mg)

ApOs a solubilizacdo das drogas, as mesmas foram transferidas para
criotubos de 2mL e armazenadas a -20°C até sua utilizacdo (CLSI-M27-A3, 2008).
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4.5.2.2 - Meio de Cultura

O meio utilizado foi o RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 com
glutamina e 0,165mM de MOPS (&cido 3-[N-morfolino] propanosulfénico), sem
bicarbonato e antibiético e com indicador vermelho de fenol, recomendado pelo
documento M27-A3. Trata-se de um caldo de cor laranja, estabilizado em pH 7,0 e
composto por uma mistura de sais enriquecidos com aminoacidos, vitaminas e outros
componentes essenciais para o0 crescimento celular. O meio foi adquirido

comercialmente (Vitrocell ®) e mantido em geladeira.

4.5.2.3 - Preparo das placas com fluconazol (Fz)

A solucao estoque de Fz (5120ug/mL) foi descongelada a temperatura
ambiente para posterior diluicdo. Foi feita uma série de diluicbes em razao 2, partindo
das solugbes mae de Fz estocadas (Figura 1). Ap6s o término das diluices, foram
obtidas solugdes com concentragdes finais que variaram de 0,25 a 128 ug/mL. As
solucBes finais de Fz foram aplicadas nas placas de microtitulacdo de fundo plano,
contendo 96 orificios.

As 10 concentracdes do antifingico foram dispensadas no sentido vertical
das placas, nos pocos das colunas 2 a 11, nesta sequéncia: 100uL da menor
concentracao final de Fz (tubo 10 com 0,25ug/mL) foram pipetados em cada um dos 8
orificios da coluna 11; 100uL da concentragdo do tubo 9 (0,5ug/mL) nos pocgos da
coluna 10 e assim por diante. A coluna 2 foi a ultima a ser preenchida com 100uL em
cada pogo da maior concentragédo da droga (tubo 1 com 128ug/mL). N&o foi aplicado
antifangico nas colunas 1 e 12 destinadas ao controle negativo (CN) e controle
positivo (CP), respectivamente (Figura 2) .

Finalizando, as placas foram vedadas com filme plastico (parafiime),
tampadas e identificadas com o nome do antifingico, data de preparo e lote do RPMI.

Em seguida foram acondicionadas em sacos plasticos e congeladas a -20°C.
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45.2.4 - Preparo do in6culo das leveduras

Cerca de dez dias antes de realizar o antifungigrama, cada amostra de
Candida estocada a - 20°C foi descongelada e semeada em placa de &agar
Sabouraud-dextrose (ASD, Difco®). Apds crescimento em placa, colonias isoladas
foram repicadas para tubos de rosca contendo ASD e estocadas na micoteca a
temperatura ambiente. A partir das culturas crescidas nos tubos, realizou-se uma
subcultura (repique) dos microrganismos em placas contendo ASD e incubou-se em
estufa a temperatura de 35° C. 24 horas antes da realizag&o do teste.

O in6culo foi semeado escolhendo-se de uma a cinco colbnias puras
(isoladas) nas placas de ASD. Os isolados foram entdo suspensos em 5mL de
solucéo fisiologica estéril contida em tubos de ensaios, homogeneizados em agitador
de vértex durante 15 segundos e a densidade celular ajustada com a ajuda da escala
0,5 de McFarland (Probac®) e do cartdo de Wickerhan. Esse procedimento forneceu
uma suspenséo-padréo de levedura contendo aproximadamente 1 x 10° a 5 x 10°
unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro.

Em sequéncia, a “suspensao 1” foi diluida em meio RPMI numa proporgéo
de 1:50, ou seja, 100uL da suspensdo 1 foram adicionados a um tubo de ensaio
contendo 4,9mL de RPMI. Homogeneizou-se por 15 segundos com a ajuda do
agitador. Esta segunda suspensao foi determinada “suspenséao 2”.

Finalizando as diluicBes do indculo, foi retirado 500uL da suspensao 2 e
dispensados em um tubo de ensaio com 9,5mL de RPMI (diluicdo 1:20). Esta Gltima
diluicdo (1:20) denominou-se “suspensao 3” e continha cerca de 1 x 103 a 5 x 103
UFC/mL (Figura 3).

45.2.5 - Execucao do antifungigrama

A “suspensdo 3" foi aplicada nas microplacas que ja continham o
antifngico. O in6culo foi vertido no reservatorio em “V” estéril e transferido com
auxilio de pipeta multicanal (utilizado 11 ponteiras) para as linhas A e B das

microplacas com antifungico. Foi pipetado 100uL do in6culo em cada um dos 11
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orificios nas linhas A e B entre as colunas 12 a 2 (coluna 1 foi destinada ao controle
de esterilidade do meio RPMI). Outro in6culo foi adicionado as linhas C e D de cada
placa, nas linhas E e F foi aplicada outra levedura e as linhas G e H reservadas para
colocar as cepas do controle de qualidade American Type Culture Collection (ATCC):
C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019).

As cepas de controle de qualidade C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis
(ATCC 22019) foram fornecidas pelo Laboratério Central de Mato Grosso do Sul
(LACEN-MS) e adicionadas as placas para comparacdo. Nas colunas 12 (que contém
100uL de indculo de levedura - positivo) foi adicionado mais 100uL de meio RPMI e a
coluna 1 (controle de esterilidade - negativo) 200pL do mesmo meio. Desta forma,
todos os orificios ficaram com um volume final de 200pL.

Ao adicionar 100uL do in6culo nos orificios que ja continham 100uL do
antifiingico realizou-se uma diluicdo 1:2 de ambos. Assim, chegou-se a concentracdo
final desejada de in6culo (0,5 x 103 a 2,5 x 103 UFC/mL) e de antifungico (0,125 a
64ug/mL de Fz), As placas de antifungigrama foram incubadas a 35°C por 24 horas.

Todo o procedimento foi realizado em cabine de seguranca bioldgica.

45.2.6 - Leitura e interpretacao dos resultados

A concentracdo inibitéria minima (CIM = MIC) foi definida como a menor
concentracdo do antifingico capaz de promover 50% de inibicdo para os azélicos, ou
seja, uma reducdo de 50% ou mais no crescimento da levedura se comparado com
crescimento livre de antifangico (coluna 12 ou controle positivo).

Os resultados sdo expressos em: sensivel (S), sensivel dependente da
dose (SDD) e resistente (R). Os pontos de corte para a classificacdo das leveduras,
ou seja, os valores de referéncia utilizados para interpretacdo da CIM ou MIC foram
baseados no Suplemento 4 do CLSI publicado em 2012 e foram consideradas as

leituras apos 24 horas de incubacdo, como descrito neste protocolo (Tabela 1).
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Apos o término das diluicdes acima, agitar os tubos e passar 1mL de cada
concentracao para outro tubo contendo 9mL de RPMI (diluigéo 1:10).

imL 1mL imL imL imL 1mL 1mL imL
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(diluigao 1:10)

128pug/mL 64ug/mL 32ug/mL 16ug/mL 8ug/mL 4ug/mL 2pg/mL 1pg/mL 0,5ug/mL  0,25pg/mL

mm* @D @ B @ 6 & @ ® ® @

Figura 1 - Fluxograma do preparo das diluicbes do fluconazol - M27-A3-CLSI-2008 (NUNES, 2009).
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-10mL

100pL em cada
pogo da coluna.

Coluna 1: Destinada

ao Controle Negativo

(maior concentragao
da droga)

Coluna 12: Destinada
ao Controle Positivo
(menor concentragao
da droga)

IGGTMTMmMOO >

1 2345 6 7 8 9101112

Figura 2 - Desenho esquematico da distribuicdo dos antifiingicos nas microplacas - M27-A3-CLSI-2008
(NUNES, 2009).
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CN= Controle Negativo (meio RPMI)
CP= Controle Positivo (meio RPMI+In¢
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Figura 3 - Desenho esquematico do preparo do inéculo de leveduras para o teste de microdiluicdo em
caldo - M27-A3-CLSI-2008 (NUNES,2009).

A Concentracdo do fluconazol nas colunas das placas ap6s adicionar o

in6culo de levedura (ug/mL) foi a seguinte:

Coluna 1=controle negativo (controle de esterilidade do meio RPMI),

Coluna 2=64, coluna 3=32, coluna 4=16, coluna 5=8, coluna 6=4, coluna 7=2, coluna

8=1, coluna 9=0,5, coluna 10=0,25, coluna 11=0,125, coluna 12=controle positivo

(100uL de in6éculo de levedura mais 100uL de meio RPMI).

Tabela 1 — Valores de referéncia para testes de Susceptibilidade In Vitro de Candida
spp e respectivos valores de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC)
referente aos Azoles apés 24 horas de incubacdo (CLSI - M27- A3 -
Suplemento 4 — 2012)

MIC (ug/mL)

Agente Espécies

antifingico S SDD?* R
C. albicans <2 4 28
C. glabrata - <32 =64

Fluconazol® C. krusei - - -
C. parapsilosis <2 4 28
C. tropicalis <2 4 28
C. albicans <0.12 0.25-0.5 21
C. glabrata - - -

Voriconazol®® C. krusei <0,5 1 >2
C. parapsilosis <012 0.25-0.5 =1
C. tropicalis <0.12 0.25-0.5 21

S=Sensivel, SDD=Sensivel dose dependente, R=Resistente.

MIC=Concentracao Inibitéria Minima.
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Quanto a Anfotericina B, devido a falta de consenso sobre a definicdo do
MIC, para este estudo adota-se a orientacdo de M. Hong Nguyen et al. (1998), que
sugere que MICs < 1 pg/ml sdo considerados sensiveis e aqueles > 1 ug/ml sao
considerados resistentes (COLOMBO et al., 2013).

4.6 Processamento de dados e analise estatistica dos resultados

Os resultados laboratoriais e os dados coletados foram lancados em
planilha do software Microsoft Excel 2010 e as tabelas e gréficos foram elaboradas
com o software Epi Info™7. A analise estatistica foi realizada com o software Minitab
versdo 14. Foi realizada andlise descritiva dos pacientes (dados demograficos e
clinicos) e avaliada a associacdo entre as variaveis significativas. Foram utilizados
dois testes estatisticos: Qui — quadrado (x? e Teste Exato de Fisher, sendo ambos
aplicados com 95% de confiabilidade, relacionando as variaveis qualitativas e

considerando significante o p value < 0,05.

4.7 Consideracdes éticas

O Projeto foi aprovado pelo CEP-PROPP pelo parecer nUmero 86663 de
30/08/2012 (Anexo A).
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5 RESULTADOS

No periodo de maio de 2011 a abril de 2012, foram obtidas uroculturas
positivas para Candida spp de 106 pacientes adultos internados no hospital do

estudo. A idade dos pacientes variou de 19 a 93 anos, com mediana de 68 anos.

Tabela 2 — Numero e percentual de pacientes com candiduria segundo caracteristicas
demograficas e setor de internacdo. Hospital Universitario da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. Maio de 2011 a abril de 2012 (n=106).

Caracteristicas N %
Sexo
Masculino 48 45,3
Feminino 58 54,7
Idade
18 anos — 30 anos 12 11,3
31 anos — 60 anos 25 23,6
> 60 anos 69 65,1
Setor de internagéo
Pronto Atendimento 33 31,1
Unidade de Terapia Intensiva 33 31,1
Clinica Médica 20 19,0
Unidade Coronariana/RCPO 8 7,5
Clinicas Cirurgicas 5 4,7
Maternidade 4 3,8
Doencas Infecciosas e Parasitarias 2 19
Unidade Renal 1 0,9

RCPO: Recuperacédo Cardiaca de Pés Operatorio.

O exame da sedimentoscopia urinaria, 84,9% das amostras foi observada
leucocitiria no sedimento urinario (>6 p/c), 98,1% das amostras apresentaram
leveduras no sedimento e 86,8% resultaram em numero de colénias maior ou igual a
100.000 UFC/ml (Tabela 3).
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Tabela 3 — Numero e percentual de pacientes com candiduria segundo numero de
leucocitos/ campo, contagem de coldnias e visualizagdo de levedura na
sedimentoscopia. Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul. Maio de 2011 a abril de 2012 (n=106)

Exame de urina N %
N° de leucécitos/ campo
0-5 15 14,2
6ab0 54 50,9
>50 36 34,0
Nao realizado 1 0,9
Unidades Formadoras de Colénias/mL
1.000 a 2.000 2 1,9
30.000 a 90.000 12 11,3
= 100.000 92 86,8
Levedura na urina
Ausente 2 1,9
1+ ou 2+ 44 41,5
>2+ 60 56,6

Predominaram as espécies Candida-nao-albicans (60,37%) em relacdo as
C.albicans (39,6%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia das espécies de Candida isoladas de urina de pacientes adultos
internados. Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. Maio de 2011 a abril de 2012 (n=106)

Espécie n %

Candida albicans 42 39,6

Candida néo albicans 64 60,4
Candida tropicalis 33 31,1
Candida glabrata 18 17,0
Candida krusei 5 4,7
Candida parapsilosis 4 3,8
Candida kefyr 2 1,9
Candida guilliermondii 1 0,9
Candida lusitaniae 1 0,9
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As quatro amostras de Candida parapsilosis foram identificadas como
Candida parapsilosis strictu senso apos realizacdo da metodologia RAPD. Na figura

em sequéncia, observa-se na primeira linha estd o Marcador Molecular (100 pb), no

2,3,4 e 5, amostras de Candida parapsilosis strictu senso e no 6, 7 e 8 as ATCCs de
C. parapsilosis (ATCC 22019), C. orthopsilosis (ATCC 96141) e C. metapsilosis
(ATCC 96143) respectivamente (Figura 4):

Figura 4 - Método de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), para diferenciagdo das espécies
do complexo C. parapsilosis.

A espécie C. albicans predominou entre pacientes com idade menor de 60
anos (54,1%) e com mais de 60 anos, predominaram as espécies C. ndo albicans
(68,1%) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Casos de candiduria em adultos internados distribuidos por espécie de
Candida e por faixa etaria. Hospital Universitario da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul. Maio de 2011 a abril de 2012 (n=106)

Espécie <= 60 anos > 60 anos Total
N % N % N %

Candida albicans 20 54,1% 22 31,9* 42 39,6

Candida n3o albicans 17 45,9° 47 68,1° 64 60,4
Candida tropicalis 9 24,3° 24 34,8° 33 31,1
Candida glabrata 5 13,5¢ 13 18,8 18 17,0
Candida krusei 1 2,7 4 5,8 5 4.7
Candida parapsilosis 1 2,7 3 4,3 4 3,8
Candida kefyr 1 2,7 1 14 2 19
Candida guilliermondii 0 0,0 1 1,4 1 0,9
Candida lusitaniae 0 0,0 1 14 1 0,9

Teste Qui Quadrado : a X b p =0,026; a X ¢ p=0,039; a X d p=0,083; ¢ Xd p=10,480

Foi constatado que 83,3% dos pacientes com C.glabrata foram provenientes do
PAM/CTI e apenas 16,7% foram de outros setores do hospital. (Tabela 6).
Tabela 6 - Casos de candiduria por Candida glabrata em adultos internados segundo

as variaveis estudadas. Hospital Universitario da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul. Maio 2011 a Abril 2012 (n=106).

Candida glabrata

Variaveis N&ao Sim
n % n % p
Setor
PAM/CTI 51 58,0 15 83,3 0,043
Outros 37 42,0 3 16,7
Idade>60
N&o 32 36,4 5 27,8
Sim 56 63,6 13 72,2 0,486
Sexo
Femlnlr\o 49 55,7 9 50,0 0,659
Masculino 39 44,3 9 50,0
UFC/mlI
>
100.000 75 85,2 17 94,4 0,456+
<100.000 13 14,8 1 5,6
Leucocitos>5
Nao 13 14,9 2 11,1
1 *
Sim 74 85,1 16 88,9 000

Teste Qui Quadrado e * Teste Exato de Fisher . UFC/ml = Unidades formadoras de colénias/ml. PAM =
Pronto Atendimento Médico. CTI = Centro de Terapia Intensiva.
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As espécies de Candida foram classificadas como S (Sensivel), SDD
(Sensivel Dose Dependente) e R (Resistente) em relacdo aos trés antifUngicos
(Anfotericina B, fluconazol e voriconazol). As amostras de C. albicans, Candida
tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr, Candida guilliermondii e C. lusitaniae
apresentaram MIC < 2ug/mL para fluconazol (100% sensiveis). Todos os isolados
apresentaram MIC < 1 ug/ml para Anfotericina B, sendo considerados sensiveis,
assim como para o voriconazol, todos com MIC < 0,012.

Foi isolada uma espécie de C. glabrata classificada como R (1/18; 5,6%),
que apresentou MIC > 64ug/mL. As demais espécies de C. glabrata foram
classificadas como SDD (17/18, 94,4%), sendo que quatro delas (22,2%)
apresentaram MIC=4, onze (61,1%) MIC=8 e duas (11,1%) com MIC=16. Nenhuma C.
glabrata foi totalmente sensivel ao Fluconazol. Por outro lado, todos os isolados

(100%) foram sensiveis a Anfotericina B e ao Voriconazol (Tabela 7).

Tabela 7 — Susceptibilidade de espécies de Candida spp aos antifungicos (CLSI-M27-
A3-S4) de isolados de urina de adultos internados. Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Maio 2011 a Abril 2012

(n=106)
Espécies de Candida (n) Anfotericina B (%) Fluconazol (%) Voriconazol (%)
R SDD S* R SDD S* R SDD S***
Candida albicans (42) 0O O 100 0 0 100 0 O 100
Candida tropicalis (33) 0 0 100 0 0 100 0 O 100
Candida glabrata (18) 0 0 100 56@ 944® o0 0 0 100
Candida krusei (5) 0O O 100 100 O 0 0 O 100
Candida parapsilosis (4) 0 0 100 0 0 100 0 O 100
Candida kefyr (2) 0 0 100 0 0 100 0 O 100
Candida guilliermondii (1) 0O O 100 0 0 100 0 O 100
Candida lusitaniae (1) 0 0 100 0 0 100 0 O 100

R= resistente; SDD= sensivel dose dependente; S= sensivel. * (MIC < 1); ** (MIC < 2), *** (MIC < 0,12);
@ (MIC > 64); ®(MIC < 32).

A andlise estatistica em relacdo a sensibilidade ao Fluconazol, revelou que,
dos episbédios Resistente/SDD, 78,3% das amostras foram de C. glabrata e 21,7%

foram de C.krusei (p<0,001). De todas as variaveis analisadas, apenas as 3 espécies
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(C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata) tiveram associacdo significativa com a
sensibilidade ao Fluconazol (p<0,01), através do Teste Qui-quadrado e Teste Exato
de Fisher - (Tabela 8).

Tabela 8 - Casos de candiddria em adultos internados segundo as variaveis
estudadas e a sensibilidade ao Fluconazol. Hospital Universitario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Maio 2011 a Abril 2012

(n=106).
Grupo Resistente/SDD Sensivel
Variaveis n=23 n=83 p
n % n %
PAM/CTI 1 7 4 7
Setor Outrcl)g 58 2?1? 3§ 4512:2 0.074
Na 26,1 1 7
\dace > 60 Si?r? i? 72:9 22 221? 0,316
e S
C.albicans gli?: (2)3 3?00,0 j; ggg < 0,001
C.tropicalis glia:: (2)3 3?00,0 22 282 < 0,001
C.glabrata glia:: i8 5;; gg éf)oo'o < 0,001*
wom JE R mL s
Leucocitos > 5 gi{:l: ;0 3019 ;2 ;i; 0,732

Teste Qui Quadrado e * Teste Exato de Fisher PAM = Pronto Atendimento Médico; CTI = Centro de
Terapia Intensiva; UFC/ml = Unidades formadoras de coldnias/ml.
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6 DISCUSSAO

Candiduria pode significar contaminacdo do material biologico, colonizacao
do trato urinario, doenca invasiva localizada ou disseminada por Candida spp ou, a
formacéo de bola fungica no trato urinario. Esse achado, ndo raras vezes, é o Unico
indicativo de infeccdo localizada ou sistémica entre pacientes graves, tendo em vista
a dificuldade do diagnostico de candidemia no sangue. A deteccdo precoce promove
o tratamento em tempo habil, especialmente entre recém-nascidos, pacientes criticos
e idosos (BINELLI et al., 2006; CHARLES et al., 2005; COLOMBO et al., 2013;
ERDEM et al.,, 2012; MAGIL et al., 2006; PELZ et al., 2001; PITTET et al., 1994,
SINGLA et al., 2012; SOBEL et al., 2011).

Binelli et al. (2006), relizaram estudo em hospital terciario de Sao Paulo,
Brasil e demonstraram por meio de métodos moleculares, que os isolados de Candida
spp do sangue e da urina eram idénticos, sendo significante a associacdo entre
candidemia e candiduria. Huang e Kugathasan (2013) também verificaram associacao
bioldgica estatisticamente significante entre C. albicans proveniente de candidemia e
de candidaria pela correlacdo do genoétipo molecular de 33 pares de C. albicans
isolados do sangue e da urina dos pacientes. Essa associagao implica que outras
espécies de Candida podem ter resultados similares. Os achados sugerem que
pacientes com candiduria tém risco elevado de apresentar candidemia.

O presente estudo, com base nesses achados, corroborou a importancia
da investigacdo da candiduria, especialmente em pacientes criticos (62,2% PAM/CTI).
Tanto o PAM quanto o CTI séo locais de internacdo de pacientes graves, que devem
ser rigorosamente monitorados, inclusive com cateter vesical para controle de
diurese. A longa permanéncia hospitalar estende proporcionalmente os riscos de
colonizagéo, infeccdo localizada e/ou disseminada, e consequentemente, de
mortalidade. A urocultura para fungos, visando a deteccédo de espécies de Candida,
reduz o tempo de diagnéstico e colabora com as chances terapéuticas do paciente,
principalmente os criticos e/ou em uso de suportes que favorecam a contaminacao
por contato (CHARLES et al., 2005; COLOMBO e GUIMARAES, 2007; KLOTZ et al,
2007; MAGILL et al., 2006; PITTET et al., 1994; SOBEL, 2001; ZAOUTIS et al., 2005).
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Durante o periodo estudado, o quadro de candiduria foi mais frequente em
pacientes com mais de 60 anos (65,1%). Idosos apresentam maior predisposi¢cdo a
candiduria em decorréncia de fatores imunoldgicos, maior propensdo a longas
internacbes em setores criticos e necessidade de fazer uso de cateter urinario e
outros procedimentos de risco (COLODNER et al., 2008; COLOMBO et al., 2013;
FRAISSE et al., 2011; KAUFFMAN, 2014; VALENZA et al., 2008).

Sabe-se que a ITU por Candida em pacientes hospitalizados é mais
frequente em idosos e mulheres e este estudo também verificou um nimero maior de
mulheres com quadro de candiduria (54,7%), porém sem diferenca estatistica. Até
30% das mulheres sadias podem apresentar coloniza¢ao vulvovaginal persistente por
Candida sp., que facilitada pela anatomia feminina, estas leveduras podem ascender
para a bexiga e rins, ocasionando a candiduria (ACHKAR e FRIES, 2010;
COLODNER et al., 2008; KAUFFMAN, 2014; MAGIL et al., 2006; MORACE; BORGHlI,
2010; SOBEL et al.,, 2000). O homem idoso também apresenta predisposicdo a
candiduria em decorréncia da alta prevaléncia de hipertrofia prostatica benigna, que,
por dificultar o esvaziamento vesical, favorece a colonizacéo por bactérias e leveduras
(HEILBERG et al., 2003; NISHIURA et al., 1995).

Em 85% das amostras, observou-se leucocittria (>6 leucécitos/campo) no
sedimento e em 98,1%, as leveduras puderam ser visualizadas a microscopia. Na
presenca de ITU por Candida, o sedimento urinario usualmente apresenta leucocitos,
leveduras, pseudo-hifas e debris necroticos, entretanto, a auséncia de alteracdo do
material ndo elimina a possibilidade de infeccédo fungica, sendo frequente nos casos
em que a candiduria € secundaria a infeccdo sistémica (ANG et al., 1993; COLOMBO
et al, 2013).

No presente estudo, 98,1% das coldnias apresentaram indice maior que
30.000 UFC/ml e 86,8% resultaram em numero de colénias maior ou igual a 100.000
UFC/ml. Para efeito de vigilancia das comissdes de controle de infec¢cdo hospitalar
(CCIH), a definicao operacional de infec¢do urinaria por Candida mais utilizada é a
mesma aplicada a infecgcdo bacteriana, ou seja, a presenca de mais de 100.000
UFC/mL de Candida sp em pacientes sintomaticos. Porém, ha auséncia de consenso,
ja que valores inferiores podem indicar tanto contaminacgéo, coloniza¢do ou infeccéo,
dependendo das condi¢des clinicas do paciente (COLOMBO e GUIMARAES, 2007;
FISHER, 2011; GARNER et al., 1998; SOBEL, 2002).
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O aumento da prevaléncia de CNA como causa de infecgdo em ambiente
hospitalar vem sendo observado no mundo todo e este fendmeno ndo se mostrou
diferente na regido investigada, sendo que a soma das espécies CNA (60,4%) foi
predominante em relacdo as CA (39,6%) (CHANG et al., 2008; COLOMBO;
GUIMARAES, 2007; KLOTZ et al., 2007; NUCCI et al., 2010).

N&o foi realizada a biologia molecular para diferenciacédo entre C. albicans
e C. dubliniensis, tendo em vista que esta Ultima responde por menos de 2% das
candidiases, possui pequena capacidade de produzir hifas e pequeno potencial de
colonizacédo e invasao de tecidos. C.albicans é considerada, por alguns autores, mais
patogénica que a C.dubliniensis. Esta diferenciacdo cabera a outro trabalho especifico
em biologia molecular, pois € 0 Unico método capaz de diferencia-las definitivamente,
devido a suas semelhancas genéticas (KRCMERY et al., 2002; MCMANUS et al.,
2008; SULLIVAN et al., 2005).

A linha de investigacdo do estudo mostrou que as trés espécies
predominantes foram C. albicans (39,6%), C. tropicalis (31,1%) e C. glabrata (17%),
confirmando os achados nacionais, que revelam que essas séo as trés espécies mais
prevalentes isoladas de urina em pacientes hospitalizados. As prevaléncias
encontradas de C. albicans tém variado de 35,5 a 70%; de C. tropicalis de 4,6 a
52,5%; e, de C. glabrata de 7,0 a 8,8%. Esta ultima, no presente estudo, ultrapassou
em dobro os percentuais encontrados em pesquisas realizadas no Brasil. Ha
necessidade de mais estudos referentes a esta espécie, tendo em vista o0 aumento da
prevaléncia e diminuicdo de sua sensibilidade frente ao Fluconazol, observados em
ambito mundial (COLOMBO e GUIMARAES, 2007; KAUFFMAN, 2014; KOBAYASH]I
et al., 2004; NUCCI, 2000; OLIVEIRA et al., 2001; PASSOS et al., 2005).

A espécie C. albicans predominou entre pacientes com idade até 60 anos
(54,1%). Neste grupo de pacientes a C. tropicalis ficou em segundo lugar (24,3%) e
C.glabrata (13,5 %) em terceiro. Somadas CNA nestes pacientes foram 45,9%. Dos
pacientes com mais de 60 anos, predominaram C. tropicalis (34,8%), C.albicans
(31,9%) e C.glabrata (18,8%). Em pacientes com mais de 60 anos, houve predominio
significante das CNA. E provavel que esta condicdo se deva ao aumento da
prevaléncia de casos de CNA de um modo geral no cenario hospitalar e a maior
probabilidade dos pacientes com mais de 60 anos a apresentarem internagdes mais

frequentes ou duradouras, sendo mais predispostos a procedimentos invasivos e de
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manutencdao, facilitando assim, o ingresso destas espécies ao organismo (DIEKEMA
et al, 2002; MALANI et al., 2005; PFALLER et al., 2010).

Estudos anteriores apontam C. tropicalis como a espécie de CNA mais
prevalente e emergente no mundo atual. (KOTHAVADE et al., 2010; MALANI et al,
2005). Foi demonstrado, na india que C. tropicalis predominou em relacéo as demais
Candida spp. em isolados de amostras clinicas em pacientes criticos de trauma.
Trata-se de uma espécie que se mostra prevalente em pacientes criticos
traumatizados e com doencas crbnicas degenerativas (JAIN et al., 2012). Outro
estudo, também na Iindia, a C.tropicalis foi a mais isolada (57,33%) em amostras de
urinas de pacientes de CTI (SINGLA et.al, 2012). Essa espécie predominou (34%)
nas analises de urinas de pacientes diabéticos, também na india (PANDEY e
PANDEY, 2013).

A C. glabrata é outra espécie CNA gue vem despontando mundialmente
como a espécie que causa maior mortalidade. Constitui a segunda ou terceira espécie
mais isolada de hemoculturas na América do Norte e ocorre mais frequentemente em
idosos. Sua variacdo geografica pelo mundo pode ter ligacdo com fatores
predisponentes como o uso de azélicos, idade avancada e doencas de base. Estudos
mostraram que a fungemia por C. glabrata foi alta em pacientes com mais de 60 anos
e a taxa de mortalidade aumentou proporcionalmente com o avanco da idade.
(AQUINO et al., 2005; DIEKEMA et al, 2007; DIEKEMA et al., 2002; MALANI et al.,
2005; SLAVIN et al., 2010).

Foi significante a relacdo entre C. glabrata e a ndo sensibilidade ao
fluconazol, ou seja, 100% dos isolados dessa espécie foram SDD ou resistentes a
droga e 83,3% foram provenientes dos setores de emergéncia — Pronto Atendimento
Médico (PAM) e Centro de Terapia Intensiva (CTI). Estudos de susceptibilidade a
antifangicos devem ser realizados quando C. glabrata for isolada. Na minoria dos
casos, pode ser susceptivel fluconazol e este poderd ser utilizado, mas quando
resistente, outras opc¢cbes de antifungicos serdo necessarios ao tratamento
(KAUFFMAN, 2014).

Em nosso estudo, verificamos que as MICs do Fluconazol que inibiram C.
glabrata in vitro variaram de 4ug/ml a = 64ug/ml, sendo que a MIC que inibiu 90% dos
isolados dessa espécie foi a 16ug/ml. Nos Ultimos anos, observa-se significante
aumento da MIC do Fluconazol em relagcédo a C. glabrata. O primeiro estudo que

documentou a emergéncia de C. glabrata como importante causa de fungemia na
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América Latina, apontou que a MIC do Fluconazol era de 4ug/ml em 2005 e passou
para 8ug/ml em 2007 (PASQUALOTTO et al, 2008). Estudo realizado em 3 hospitais
da Universidade da Pensilvania, avaliou a MIC do fluconazol para C.glabrata e
demonstrou que o uso prévio deste medicamento € um significante fator de risco para
gue esta espécie se torne resistente ao mesmo (LEE et al, 2009).

Como o fluconazol é a droga de escolha para a profilaxia e tratamento na
maioria dos casos, por sua boa farmacocinética e baixa toxidade se comparado aos
demais antifingicos disponiveis, 0 uso recorrente da droga sugere provavel inducéo
de resisténcia em isolados previamente sensiveis (AKINS, 2005; AQUINO et al.,
2005; FISHER et al.,, 2011; KRIENGKAUYKIAT et al.,, 2011; PELZ et al., 2001,
PFALLER et al., 2004).

Nesta pesquisa, a C. krusei foi totalmente resistente (100%) ao Fluconazol
e isso se deve a resisténcia intrinseca desta espécie a este antifingico, que dificulta o
tratamento de pacientes imunocomprometidos ou idosos. Nestes casos sugere-se 0
uso de Voriconazol e Equinocandinas, que tendem a apresentar efeito positivo no
tratamento. Dos episddios R/SDD, 21,7% foram C. krusei, que, do ponto de vista
clinico é significativo, pois estudos indicam que quanto maior a resisténcia das
espécies aos antifiingicos, maior sera a taxa de mortalidade associada. Outro ponto a
ser observado é que pacientes que recebem tratamento com Fluconazol apresentam
chances mais elevadas de infeccdo pela C. krusei. (HORN et al.,, 2009; MEZZARI,
2004; PFALLER et al., 2008; SLAVIN et al., 2010).

A C.parapsilosis, ndo é causa frequente de infeccdo urinaria, sendo
demonstrado por um estudo na Itélia, que apenas 0,9% dos isolados de urina de
pacientes de um hospital da Brescia foram do Complexo parapsilosis (DE
FRANCESCO et al., 2007). No espaco brasileiro, pode incidir em praticamente todas
as idades. Atinge especialmente neonatos, transplantados, pessoas em alimentacéo
artificial parenteral e que receberam previamente terapias antifingicas. Também a
natureza do hospital ndo parece ser determinante, muito embora seja mais comum
em hospitais publicos (COLOMBO et al., 2013; COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et
al., 2007; COSTA et al.,, 2000; GODOY et al., 2003). C.parapsilosis tem excelente
producdo de biofilmes, mas € sensivel a Anfotericina B e a derivados azolicos
(KOCSUBE et al., 2007; LEVIN et al., 1998).
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A C.parapsilosis é classificada em trés grupos de acordo com estudos
genéticos: C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (KOCSUBE
et al., 2007; TAVANTI et al., 2005). Estudo realizado na Universidade do lowa revelou
que dos isolados analisados, 91,3% foram de C. parapsilosis stricto sensu, 1,8%
foram C. orthopsilosis e 0,8 % de C. metapsilosis (LOCKHART et al, 2008). Em nosso
estudo, encontramos apenas 4 isolados de C. parapsilosis (3,8%), todas foram
identificadas por biologia molecular, como C. parapsilosis stricto sensu, confirmando
estudos anteriores.

Quanto a sua susceptibilidade, todos os isolados deste complexo foram
sensiveis a anfotericina B, fluconazol e voriconazol. Estudos confirmam que a maioria
delas é realmente sensivel, ndo identificando C. parapsilosis como resistente
(KAUFFMAN, 2014; KAUFMAN et al, 2001; PFALLER et al., 2003). Entretanto, alguns
estudos revelam a ocorréncia de amostras resistentes. Estudo na Finlandia revelou
curiosamente, que o uso a longo prazo, de fluconazol para controlar infeccdes por C.
parapsilosis, eventualmente, conduziu ao surgimento de cepa resistente, que foi
responsavel por infeccbes cruzadas ao longo de um periodo de 12 anos (SARVIKIVI
et al., 2005).

A identificacdo das espécies € fundamental, pois muitos isolados de
C.glabrata e todos os isolados de C.krusei sao resistentes ao fluconazol. A maioria
dos isolados de C. albicans , Candida parapsilosis e Candida tropicalis séo sensiveis
ao fluconazol, mas a resisténcia tem sido relatada em muitos estudos e testes de
susceptibilidade a antifungicos deveriam ser realizados rotineiramente para todas as
espécies de Candida (KAUFFMAN, 2014).
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7 CONCLUSOES

O presente estudo, primeiro realizado no campo de pesquisa (NHU/UFMS)
para andlise dos casos de candiduria, teve resultados similares aos observados em
outras pesquisas no Brasil, onde o agente mais frequente das candidurias, no local e
periodo estudado, foi a C. albicans (39,6%).

Houve predominio de Candida n&o albicans (60,4%), considerando a soma
das espécies. Dentre elas, por ordem de frequéncia foram encontradas C.tropicalis,
C.glabrata, C.krusei, C.parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondii e C. lusitaniae.

As espécies C. ndo albicans foram significativamente mais comuns em
idosos e a C. glabrata foi mais frequente em pacientes internados no PAM e CTI.

Observou-se elevado percentual de espécies C. glabrata SDD em relacéo
ao fluconazol, fendbmeno que vem sendo observado no mundo todo.

Todas as espécies apresentaram alto grau de sensibilidade frente a
anfotericina B e voriconazol.

Enfim, o presente estudo, em &ambito local, deverd auxiliar no
direcionamento da terapéutica dos pacientes do hospital estudado. Ajudara, mais
amplamente, a compor o panorama nacional e mundial das espécies de Candida spp
envolvidas nas candidurias de pacientes internados, bem como de seu perfil de

resisténcia.
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