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RESUMO GERAL

Infeccdo fungica nosocomial tem acarretado altos indices de mortalidade, sendo
frequentes em pacientes de Unidades de Terapia Intensiva-UTI. No diagnostico e
tratamento, adequada conduta laboratorial através de exame direto e cultura torna-se
indispensavel. Ferramentas moleculares devem ser utilizadas como estratégia de
identificacdo répida e avaliacdo da similaridade genética entre o0s agentes
etioldgicos. Assim, o presente trabalho teve por finalidade diagnosticar Infeccdo
fangica nosocomial em pacientes de UTIs e detectar ocorréncia destas infeccoes
com mesma origem e perfil de sensibilidade antifungica dos isolados. No periodo de
marco de 2008 a junho de 2011, foram coletadas 1.040 amostras clinicas, entre essas
amostras de sangue, secre¢do traqueal, urina, vegetacdes cardiacas e liquido pleural,
nas UTlIs de quatro hospitais de Recife-PE, sendo isoladas 64 culturas incluindo
Aspergillus flavus, Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, C. sake, C. tropicalis, Pseudozyma aphidis e
Saprochaete capitata. A similaridade genética foi detectada através dos primers
(GACA), e (GTG)s em isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. A
sensibilidade antifingica de 38 isolados de Candida ao fluconazol mostrou
resisténcia em 52,63%. Dos 13 isolados testados 76,9% foram resistentes ao
voriconazol (4 de C. albicans e 6 de C. tropicalis). Resisténcia a anidulafungina ndo
foi detectada em isolados de Candida, no entanto 8 isolados de C. parapsilosis e um
de C. guilliermondii apresentaram concentracdes inibitdrias minimas elevadas
(2ug/mL). Os isolados de P. aphidis, S. capitata e A. flavus foram sensivel ao
voriconazol e dose-dependente ao fluconazol; sensivel ao voriconazol, dose-
dependente ao fluconazol e resistente a anidulafungina; e sensivel ao fluconazol,
respectivamente. Todos os isolados testados foram sensiveis a anfotericina B.
Ocorreu Obito em 39,7% dos pacientes. De acordo com nossos resultados
concluimos que infecgbes fungicas nosocomiais acometem pacientes de UTI, sendo

C. albicans o agente etioldgico mais frequente.

Palavras-chave: Infec¢des fungicas nosocomiais; Diagnostico micoldgico; Unidade
de Terapia Intensiva; Susceptibilidade Antifungica; Genotipagem; Similaridade

genética.



ABSTRACT

Nosocomial fungal infection has caused high mortality rates, being frequent in patients
treated in the Intensive Care Unit-ICU. In the diagnosis and treatment, proper conduct
to laboratory analyses and direct examination and culture becomes indispensable.
Molecular biology should be used as a strategy for rapid identification of etiologic
agents and evaluation of the genetic similarity between isolates. Thus, this study aimed
to diagnose nosocomial fungal infection in ICUs patients and to detect the occurrence
for these infections with the same origin and antifungal susceptibility profile of the
isolates. From March 2008 to June 2011, 1.040 clinical samples were collected between
these samples of blood, tracheal aspirates, urine, cardiac vegetations and pleural fluid, in
the ICUs of four hospitals in Recife-PE, with a total of 64 cultures were isolated
including Aspergillus flavus, Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C.
krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. sake, C. tropicalis, Pseudozyma aphidis, and
Saprochaete capitata. The genetic similarity was detected between isolates of C.
albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis using the primers (GACA), and (GTG)s. The
antifungal susceptibility of 38 Candida isolates showed resistance to fluconazole at
52.63%. Of 13 isolates tested 76.9% were resistant to voriconazole (4 of C. albicans
and 6 of C. tropicalis). Anidulafungin resistance was not detected in Candida isolates;
however 8 isolates of C. parapsilosis and one of C. guilliermondii showed elevated
minimum inhibitory concentrations (2ug/mL). The isolates of P. aphidis, S. capitata
and A. flavus were sensible to voriconazole and dependent dose to fluconazole, sensible
to voriconazole, dose dependent dose to fluconazole and resistant to anidulafungin, and
sensible to fluconazole, respectively. All isolates tested were sensible to amphotericin
B. Death occurred in 39.7% of patients with nosocomial fungal infection, indicating the
importance of early and accurate diagnosis. According to our results we conclude that
nosocomial fungal infections affect patients in the ICU, and C. albicans is the most

frequent etiologic agent.

Key-words: Nosocomial fungal infections; Mycological diagnosis; Intensive Care Unit;

Antifungal Susceptibility; Genotyping; Genetic similarity.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infecgdes nosocomiais por fungos tem aumentado
substancialmente nas Ultimas décadas acarretando altos indices de mortalidade que
atingem até 60%, sendo frequentes em pacientes graves internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) (HOTA, 2004). Esse aumento se deve principalmente ao maior
namero de pacientes imunocomprometidos, aos tratamentos mais avancados e a longos
periodos de internacdo (PAPPAS, 2006).

Espécies de Aspergillus e Candida sdo o0s agentes etiolégicos mais
frequentemente isolados, podendo acarretar doencas graves com taxa de mortalidade
superior a 30% (SAENE et al., 2009). Espécies de Candida sdo responsaveis por até
78% das infec¢cbes fungicas nosocomiais, sendo o sexto patégeno nosocomial mais
comumente isolado e a quarta maior causa de sepse nosocomial (HAJJEH et al., 2004).

A tecnologia aplicada a assisténcia hospitalar em UTIs viabiliza o
prolongamento da sobrevida do paciente em situagOes adversas. Embora altamente
positivo por um lado, por outro aumenta o risco de infeccdo hospitalar em pacientes
criticos (HOTA, 2004). Estas infeccdes podem ser de origem enddgena ou contraida por
instrumentos invasivos e no préprio ambiente hospitalar (DANTZKER; SCHARF,
1998).

As UTIs normalmente representam apenas cerca de 5% dos leitos, mas séo
responsaveis por mais de 20% das infec¢des hospitalares (PEDROSA; COUTO, 1999)
com significativo impacto na taxa de mortalidade (MAJUMDAR; PADIGLIONE,
2012).

As caracteristicas dos pacientes tais como doencas de base, idade e estado
imunoldgico contribuem para a taxa de infeccdo elevada em UTIs. Outros fatores como
administracdo de antibi6ticos de amplo espectro, internacdo prolongada, realizacdo de
ventilacdo mecanica, utilizacdo de cateteres e nutricdo parenteral, também podem estar
envolvidos na predisposicdo a essas infeccdes (MAROL; YUCESQY, 2007).

As infec¢Bes nosocomiais fangicas mais frequentes em UTI sdo as urinérias, em
feridas cirargicas, pneumonias e sistémicas. A utilizacdo de métodos invasivos para
diagnostico e tratamento, como sondagem vesical e nasogastrica, cateterizagdo
intravenosa e ventilacdo mecénica, sdo os principais fatores associados & ocorréncia
dessas infecgdes (MAJUMDAR; PADIGLIONE, 2012).
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O uso de cateter vesical e antibioticoterapia por periodo prolongado séo fatores de
risco para ocorréncia de infec¢fes do trato urinario em pacientes internados em UTIs, entre
essas as de etiologia funica, acometendo 83% dos pacientes que utilizam esse dispositivo
invasivo (CARVALHO et al., 2001).

A pneumonia ocasionada por fungos é uma doenca frequente na UTI; estatisticas
internacionais apontam que tais infeccdes ocorrem em cinco a dez casos a cada mil
internacOes e aumenta de seis a vinte vezes em pacientes que realizam ventilagcdo mecanica
(DANTZKER; SCHARF, 1998), sendo principalmente ocasionada por espécies de
Candida e Aspergillus (DAVID, 1997).

Infecgdes fungicas da corrente sanguinea séo a causa mais comum de morte na UTI
e sua incidéncia vem aumentando principalmente pelo uso de cateteres intravasculares,
drogas citotoxicas e imunodepressoras (DAVID, 1997).

Adequada conduta laboratorial, através de exame direto e cultura, auxiliam no
diagnostico clinico e tratamento; entretanto esses metodos estdo sendo complementados
por ferramentas moleculares como estratégia de identificacdo rapida do agente etioldgico,
bem como para verificar a similaridade entre os isolados (ALVES; OLIVEIRA,
SANTURIO, 2000), sendo empregadas muitas técnicas de DNA fingerprinting
(RESENDE et al., 2004).

A deteccdo da fonte de infeccdo pode ajudar a evitar a propagacdo clonal de
microrganismos resistentes e a prevenir infec¢do. Recentemente, a utilizacdo de métodos
de genotipagem tem sido cada vez mais empregada para a elucidacdo da epidemiologia das
infeccdes hospitalares por fungos (MAROL; YUCESQY, 2007).

O desenvolvimento de pesquisas que buscam indicar fatores de risco para o
agravamento dos quadros clinicos das infec¢des fungicas nosocomiais, principalmente dos
pacientes graves internados em UTI contribuem para minimizar e evitar recidivas através
do diagnostico clinico e laboratorial precoce e preciso assim como instituicdo da
terapéutica adequada, tendo como consequéncia a melhor qualidade de vida. Dessa forma o
presente trabalho teve por finalidade diagnosticar infeccbes flngicas nosocomiais em
pacientes internados em UTI, detectar o perfil de susceptibilidade antifungica dos isolados
e a possivel ocorréncia de infeccdes hospitalares com origem clonal através da utilizagao

de marcadores moleculares.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 INFECCOES NOSOCOMIAIS EM UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVA

As infec¢Oes nosocomiais ou hospitalares sdo doencas localizadas ou sistémicas,
que se manifestam apds 48 horas de internagdo ou até 72 horas apos alta, podendo ser
consideradas precoces, quando surgem nas primeiras 96 horas ap6s a internacao ou tardias
guando, geralmente, esta envolvido um processo de colonizacdo microbiana por patdgenos
hospitalares, consistindo uma das mais frequentes e importantes complicacbes em
pacientes submetidos a hospitalizacdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Estas
unidades especializadas ocupam cerca de 5 a 10% dos leitos, sendo destinadas ao
tratamento de pacientes cuja sobrevivéncia se encontra ameacada por condi¢Ges que
causam instabilidade ou disfuncdo de um ou mais sistemas fisioldgicos (DIENER;
COUTINHO; ZOCCOLI, 1996; PEDROSA; COUTO, 1999).

A severidade da doenca de base que comumente acomete 0s pacientes internados em
UTIs os tornam altamente susceptiveis as infecces de etiologia fungica como
conseqiiéncia da diminuicdo na imunidade humoral e celular, e pela exposi¢do a outras
condicOes predisponentes como procedimentos invasivos, mediante a quebra das barreiras
de defesas naturais; uso de antibioticoterapia de amplo espectro, sobretudo quando
aplicada empiricamente; tempo prolongado de permanéncia hospitalar; escassa atencao
necessaria aos pacientes, as quais dificultam medidas adequadas de controle de infeccGes e
ainda, tratamentos invasivos indispensaveis a doenca priméaria (BOLIGNANO; CRISEO,
2003).

O tratamento das neoplasias malignas deve ser levado em consideracdo, pois apesar
de auxiliar no prognostico, traz inimeras complicacfes, devido a sua intima associagdo
com infec¢bes potencialmente letais, algumas vezes adquiridas no ambiente hospitalar,
afetando negativamente o resultado final do tratamento antineoplasico e apresentando alta
mortalidade de até 95% em pacientes gravemente imunossuprimidos (ALIFF et al., 2003).

A incidéncia das infec¢bes nosocomiais é mais elevada na UTI quando comparada
a outras unidades de internacdo, sendo o risco de morte trés vezes maior nos pacientes

infectados e, dessa forma aumentando a morbidade e mortalidade (BURKE, 2003).
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Os procedimentos invasivos habitualmente utilizados nas UTIs sdo extremamente
importantes; no entanto, o uso de tubos endotraqueais por impedirem o reflexo da tosse,
diminui a mobilidade ciliar, propiciando primariamente uma colonizacdo e,
secundariamente infeccdo do trato aéreo inferior bem como das vias aéreas superiores por
fungos e bactérias; introducdo de cateteres intravasculares e o uso de nutricdo parenteral
aumentam o risco de fungemia e bacteremia; utilizacdo de sonda vesical de demora esta
relacionada a 100% das infec¢Bes ap0Os quatro a cinco dias de drenagem aberta e coleta de
sangue inadequada que também possibilita a introducdo de microrganismos (ABELSON et
al., 2005; FROWNFELTER; DEAN, 2004; MORGON; GUIRARDELLO, 2004).

A permanéncia hospitalar na UTI esta relacionada ao desenvolvimento de infeccgéo
nosocomial e o internamento durante sete a trinta dias conduz ao elevado risco. Por
conseguinte todos que permanecem por mais de trinta dias elevam a chance de adquirir
infeccdo (LISBOA et al., 2007).

Em estudo realizado no México, foi verificado que 58% dos pacientes internados em
UTIs estavam infectados por microrganismos e a taxa de mortalidade atingiu 22% (Ponce
DE LEON et al., 2000). Dados aproximados sdo detectados nos Estados Unidos com
namero de 1,7 milhdes de casos com 98.987 de curso fatal (KLEVENS et al., 2002) e no
Canada, Israel e em seis paises europeus um percentual de 20,6% de 6bios foi detectado,
sendo a mortalidade quatro vezes maior que no grupo sem infeccdo (ALBERTI et al.,
2002).

Turrini (2002) relata que 31,9% dos pacientes pediatricos internados em UTIs da
cidade de Sao Paulo morrem, sendo em 30,4% dos casos a infeccdo hospitalar considerada
a causa do oObito, em 50,8% contribuinte e em 18,8% ndo relacionada.

Estatisticas brasileiras estimam a ocorréncia de 550.000 a 1.100.000 casos dessas
infeccdes por ano, com alto custo hospitalar e letalidade média de 5% a 15%, apresentando
elevada incidéncia nas UTIs de Hospitais Universitarios (BANDERO-FILHO; RESCHKE;
HORNER, 2006; TOUFEN JUNIOR et al., 2003).

Engel et al. (2007) e Karlsson et al. (2007) em estudo epidemioldgico realizado na
Europa e Oceania verificaram que pacientes expostos a infeccOes graves apresentam
mortalidade hospitalar em torno de 27% a 55%.

As infeccGes nosocomiais podem apresentar-se com diversas formas clinicas, desde

pneumonias a quadros de sepse (DAVID, 1998).
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As pneumonias sdo frequentes na UTI e a ocorréncia aumenta de seis a vinte vezes
em pacientes submetidos a ventilacdo mecénica, com incidéncia entre13% a 80%, por cem
dias de ventilacdo e mortalidade de 20% a 75% (CONSENSO LATINO-AMERICANO
DE PNEUMONIA DO PACIENTE ADULTO HOSPITALIZADO, 1998).

Os quadros de pneumonias séo os mais frequentes em menores de um ano internados
em UTIs, podendo ser de origem comunitaria, presente anteriormente a hospitalizacéo, ou
nosocomial, atingindo 0,4 a 1,1% dos pacientes hospitalizados (ALP et al., 2004,
AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2005; TURRINI, 2002).

Estudos brasileiros que abordam os aspectos da sindrome séptica apontam que 0
pulmé&o é o principal foco infecioso primario. Essa sidrome apresenta taxa de mortalidade
de 34,7% até 46,6%, alcancando 65% na presenca de choque séptico (SILVA et al., 2004),
tendo sua incidéncia aumentada devido ao uso frequente de dispositivos invasivos
(BONVENTO, 2007; KOCSSIS, 2005; SALES JUNIOR et al., 2007), representando 12%
das infecc@es hospitalares (TARDIVO; FARHAT NETO; FARHAT JUNIOR, 2008).

Estima-se que o0 uso de cateter venoso central esteja relacionado com 2 a 12% dos
casos de sepse e que 87% das infecgbes primarias da corrente sanguinea ocorrem em
pacientes que fazem uso desse dispositivo, sendo responsavel por 14% a 38% dos Obitos
(MERMEL et al., 2001; RICHARD: et al., 2000).

Angus et al. (2001), ao realizarem estudo prospectivo através da avaliacdo de seis
milhGes de registros hospitalares nos Estados Unidos, verificaram a ocorréncia de 751.000
casos de sepse nosocomial, apresentando mortalidade de 28,6%.

Martin et al. (2003) afirmam que infeccbes nosocomiais septicémicas sdo a
principal causa de 6bito em pacientes internados e gravemente doentes e que a freqiiéncia
das de etiologia fangica aumentou 207% no periodo de 1979-2000 nos Estados Unidos.

Entre as infeccBes hospitalares, as do trato urinario correspondem a 35% - 45%
sendo na UTI extremamente relevantes devido a sua elevada prevaléncia, tendo como
principal fator de risco a exposi¢ao temporaria a cateterizacdo vesical de demora em mais
de 10% dos pacientes. Neste contexto, o diagndstico laboratorial torna-se indispensavel e,
quando possivel, a retirada do dispositivo € indicada (KALSI et al., 2003; PLOWMAN et
al., 2001).

Historicamente, a analise de patdégenos nosocomiais inclui a comparacdo de

caracteristicas fenotipicas, no entanto essa abordagem tem mudado nas duas Ultimas
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décadas com o desenvolvimento e implementacdo de novas tecnologias baseadas na
anélise molecular, a qual contribui na avaliacdo profunda da inter-relacdo dos isolados
(COCKERILL; SMITH, 2004; GOERING, 2000).

A tipagem molecular quando associada com a vigilancia epidemioldgica hospitalar
tem sido efetiva na reducdo do nimero de infecgdes nosocomiais (DIEKEMA et al., 2004).
Dessa forma, as técnicas moleculares sdo eficazes no monitoramento da disseminacéo de
infeccbes, devido a ocorréncia de patdgenos nosocomiais geneticamente relacionados.
Estabelecer a clonalidade de patdgenos pode auxiliar na identificacdo da fonte de infeccdo
(ambiental ou pessoal), na distingdo dos isolados mais patogénicos e na deteccdo da
ocorréncia de re-infeccdo, se ocorreu com a cepa original ou distinta (SINGH et al., 2006).

A compreensdo da distribuicdo dos patdgenos e sua relacdo sdo essenciais na
epidemiologia das infeccdes hospitalares, conduzindo ao melhor prognostico e reducdo do
namero de casos (SINGH et al., 2006). Nesse contexto, as infec¢cdes de etiologia fungica
tém sido cada vez mais incidentes, aumentando substancialmente nas Gltimas décadas,
sobretudo em UTlIs. Desde o inicio dos anos 80 os fungos tém emergido como um dos
principais patdgenos humanos, especialmente em imunocomprometidos e em pacientes
hospitalizados (VERDUYN-LUNEL; WENZEL; VOSS, 1999).

Segundo Stefaniake et al. (2001), em criangas portadoras de neoplasias
hematoldgicas, as micoses correspondem a 20 a 30% das infeccBes graves em portadores
de leucemia aguda, 10 a 15% linfoma, 5% tumores solidos, 21 a 57% transplantados de
medula 6ssea e 5 a 15% transplantados renais.

De acordo com Kumar et al. (2005), as infeccBes fungicas acometem 8% dos
pacientes que ingressam em hospitais, apresentando tratamento oneroso, representando um
importante problema de satde publica e acarretando alto indice de mortalidade bem como
morbidade. O controle das doencas de base e a terapia antimicrobiana eficaz resultam na
sobrevivéncia prolongada, por outro lado, expdem o0s pacientes a um maior risco de
adquirir infeccBes fungicas oportunistas, causadas predominantemente por espécies de
Aspergillus e Candida, responsaveis por 75% das infecgdes fungicas nosocomiais.

O tratamento precoce e especifico e a reversdo da doenca subjacente s&o os pilares da
melhora clinica (RICHARDSON, 2005), contudo, a dificuldade no diagnéstico micoldgico
acarreta taxas de mortalidade entre 25 a 60% (PFALLER; DIEKEMA, 2007).
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As micoses oportunistas podem ter origem exdgena do ambiente nosocomial ou ser
transmitidas por objetos contaminados como os dispositivos terapéuticos, assim como
através das méos dos profissionais de saude (PFALLER, 1996) ou enddgena, originaria da
microbiota do proprio paciente (MARCO et al., 1999).

Os fungos oportunistas podem algumas vezes infectar individuos imunocompetentes
causando doenca auto-limitada e ao acometer imunossuprimidos, causar doengas invasivas,
disseminadas e fatais (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).

As formas invasivas sdo complicacBes graves em imunocomprometidos, como
neutropénicos, receptores de medula éssea ou transplante de 6rgdos sélidos, portadores de
cancer e infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). No entanto, durante as
ultimas duas décadas, com avangos nas intervencGes diagndsticas e terapéuticas, doentes
criticos com menor grau de imunossupressao surgiram como outra populacao de alto risco
para essas micoses (PFALLER; DIEKEMA, 2004).

As infecgdes flngicas oportunistas invasivas estdo associadas ao pior prognostico
dos pacientes com neoplasias hematoldgicas. Morgan et al., (2005) afirmam que sua
incidéncia aumentou drasticamente ocorrendo em aproximadamente 36% dos pacientes
com leucemia aguda, sendo associada a uma taxa de mortalidade atribuivel de 10 a 49%.

De acordo com PFALLER e Diekema (2007) a incidéncia de infec¢Ges invasivas nos
Estados Unidos, entre os anos de 1996 e 2003, por espécies de Candida e Aspergillus foi
de 72.228 e 1.234 por milhdo de habitantes, respectivamente. No entanto, Richardson e
Lass-Florl (2008) enfatizam que o perfil epidemiologico dessas doengas tem mudado a
cada ano, se tornando crescente o isolamento de espécies emergentes, sobretudo agentes de

leveduroses.

2.1.1 Leveduroses

As leveduroses consistem em infec¢des causadas por leveduras incluindo espécies
do género Candida, Trichosporon, Geotrichum e outras (LASS-FLORL, 2008). As mais
frequentes causando quadros clinicos graves sdo espécies de Candida, constituindo as
chamadas candidiases (FURLANETO-MAIA et al., 2007).
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2.1.1.1 Candidiases

A correlacdo entre cepas de Candida e infecgfes nosocomiais, passou a ter uma
abordagem significativa a partir do trabalho de Beck-Sagué e Jarvis (1993) que, avaliando
dados do Centers for Disease Control and Prevention de Atlanta, nos Estados Unidos,
detectaram um aumento de 1,8% nos indices anuais de patologias fungicas, sendo 78,3%
ocasionadas por espécies dessa levedura.

Embora esteja relacionada a ocorréncia de doenca, pode ainda ser encontrada
apenas colonizando pele, mucosas e trato gastrointestinal por fazer parte da microbiota
humana. Todavia, alteragdes organicas dependendo da natureza, favorecem a mudanca do
estado de colonizagdo para infecccdo (CARVALHO et al., 2003). Neste sentido, o
desequilibrio da microbiota pode favorecer os variados quadros clinicos de candidiases
sendo significativos em pacientes transplantados, diabéticos, acometidos pelo HIV, com
neoplasias, submetidos a tratamentos quimioterdpicos e radioterapicos, entre outros
procedimentos invasivos, e ainda em permanéncia hospitalar prolongada, sobretudo em
UTIs (MICHALOPOULOS et al., 2003).

No recém-nascido, espécies de Candida presentes no assoalho bucal induzem a
primeira manifestacdo clinica, com aspecto pseudomembranoso, onde a Unica forma de
defesa imunoldgica é a imunoglobulina A secretdria adquirida do leite materno. Contudo,
candidiase pode ser adquirida durante amamentacdo ou através do canal vaginal e em
centros cirdrgicos durante o parto (CARVALHO et al., 2003; PAPPAS et al., 2003).

Segundo Furlaneto-Maia et al. (2007), a candidiase € a principal infec¢do fingica
oportunista, expressando a variedade de relacbes que ocorrem entre o hospedeiro e a
microbiota autdctone, podendo variar desde comensalismo a doenca sistémica fatal. A cepa
que coloniza, posteriormente, pode tornar-se infectante ocasionando candidiase invasiva
cerca de oito dias ap0ds a colonizacdo (SCHELENZ, 2008). Ainda, fatores predisponentes
dados a fisiologia como infancia e velhice constituem indubitavelmente as fases onde
ocorre uma maior predisposicdo a essa levedurose, em decorréncia da imaturidade e
supressdo fisioldgica do sistema imune (DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003).

Em UTIs a candidiase assume um papel de destaque devido a frequéncia e
incidéncia causando quadros clinicos graves principalmente apos procedimentos cirdrgicos

e durante quadros de imunossupressdo (TRICK et al., 2002). As manifestacdes clinicas



19

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

podem ser aguda ou crénica, superficial, sisttmica ou disseminada em mdaltiplos 6rgéos
(DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003). As formas muco-cutaneas podem ser
documentadas em pacientes higidos. No entanto, as sisttmicas e disseminadas, que
acometem visceras como resultado de disseminacdo hematogénica, se restringem aos
imunocomprometidos expostos aos diversos fatores de risco (DIGNANI; SOLOMKIN;
ANAISSIE, 2003; COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Espécies de Candida podem ainda ser responsaveis por surtos de candidiase
associados a nutricdo parenteral, onde as solucGes sdo contaminadas durante a preparacao
ou administracdo ou através do uso de dispositivos invasivos como cateteres e proteses
(BAKIR et al., 2006; BONASSOLI; BERTOLI; SVIDZINSKI, 2005; FALAGAS;
APOSTOLOU; PAPPAS, 2006). A ocorréncia de hematologia maligna é outro fator
frequentemente associado a ocorréncia dessa levedurose, representando 58% das infeccdes
fangicas que acometem portadores de leucemia, principalmente leucemia miel6ide aguda
(PAGANO et al., 2006); com aumento significativo na Gltima década, destacando-se entre
as principais causas de infeccdes nosocomiais (COLOMBO; GUIMARAES, 2007).

Noriega-Iriondo, Vazquez-Elizondo e Carrillo-Esper (2008) relacionaram fatores
predisponentes as candidiases invasivas dentre os quais citam que quadros de neutropenia e
transplante de medula 6ssea tem como causa frequente C. tropicalis, sendo C. glabrata e
C. krusei associadas ao uso prévio de fluconazol, C. parapsilosis ao uso de instrumentos
invasivos como cateter, nutricdo parenteral e pacientes neonatos e C. albicans a
procedimentos invasivos em UTIs e sepse aguda.

Em 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies capazes de causar doenca
humana, sendo posteriormente conhecidas cerca de dezessete espécies causadoras de
micoses superficiais ou invasivas, destacando-se C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae. Entretanto, nimeros progressivos
de casos relacionados a espécies emergentes tém sido descritos, envolvendo isolamento de
C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C.
inconspicua, entre outras (COLEMAN et al., 1998; DIGINANI; SOLOMKIN; ANAISSIE,
2003).

No Brasil, C. parapsilosis e C. tropicalis sdo espécies néo-albicans mais

frequentemente isoladas e tal perfil epidemioldgico difere dos Estados Unidos que aponta
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C. glabrata como sendo a segunda espécie mais frequente (NUCCI; COLOMBO et al.,
2003).

A ocorréncia de espécies ndo-albicans em neutropénicos portadores de neoplasias,
que realizaram profilaxia com fluconazol vem sendo cada vez mais relatada (NUCCI;
COLOMBO et al., 2003). Assim como a relagdo de C. parapsilosis com surtos hospitalares
possivelmente veiculados através das maos dos profissionais de saude, consideradas uma
possivel fonte ambiental predominante (BONASSOLI; BERTOLI; SVIDZINSKI, 2005).

Em estudo realizado por Kumar et al. (2005) na India com 141 amostras clinicas de
portadores de neoplasias hematoldgicas, foram obtidos 29 isolados de Candida, dos quais
58,6% C. albicans, 34,5% C. tropicalis e 6,9% C. krusei.

Nos anos 80 esses fungos eram o sétimo patdgeno mais frequente em infecgdes
nosocomiais da corrente sanguinea; no entanto, a partir da década de 90 as leveduras do
género Candida tornaram-se a terceira causa de infeccdo hospitalar (COLOMBO et al.,
2006).

Em um hospital infantil da cidade do México, Reséndiz-Sanchez e Morales-
Aguierre (2007) estudaram casos de infeccdo fungica invasiva com isolamento de 134
culturas de fungos das quais 45 foram espécies de Candida. Garcia et al. (2007) em outro
estudo mexicano avaliaram episédios de candidiase invasiva em 567 pacientes internados
em UTIs para adultos, com 4,2% dos casos diagnosticados, atingindo mortalidade
associada de 37,5%. No mesmo ano, Paula e colaboradores avaliaram a ocorréncia de
infeccBes flngicas nosocomiais em hospitais publico de Sdo Paulo e constataram que as
UTIs sdo os setores hospitalares onde ocorre maior incidéncia, estando 0s casos de
candidemia associados a um elevado nimero de dbitos (58%) e as espécies mais frequentes
foram C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis.

Os casos de candidiase, embora possam ocorrer por diversas espécies de Candida
casuisticas de todas as partes do mundo, apontam C. albicans a espécie mais
frequentemente isolada em infecgbGes superficiais e invasivas em diferentes sitios
anatdmicos (FURLANETO-MAIA et al., 2007). Contudo, Hahn et al. (2008) ressaltam a
importancia de C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C.
tropicalis como patdgenos oportunistas, sendo C. tropicalis, em alguns casos, a mais
incidente em doentes internados em UT]I, detectada em 20-24% dos casos, seguida por C.

albicans e C. parapsilosis.
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Também Carrillo-Esper, Carrillo-Cordéva e Carrilo-Cérdova (2009), ao estudarem
casos de sepse em UTIs dos quais 10% foram ocasionados por fungos, verificaram que C.
albicans estava envolvida em 76% dos casos e espeécies ndo-albicans em 24%.
Acometendo imunossuprimidos, ainda C. guilliermondii é outra espécie de Candida nao-
albicans foi detectada em casos de candidiases, como causa de fungemia em portadores de
leucemia (CARVALHO-PARAHYM et al., 2009) além de esofagite em diabéticos
(MACEDO et al., 2010).

No avanco da candidisiase, torna-se relevante o conhecimento da epidemiologia, a
qual varia de acordo com a regido demografica, caracteristicas do grupo de individuos
estudado, sitio anatdmico acometido e causas da infeccdo (NGUYEN et al., 1996). De
acordo com Colombo e Guimarées (2003), conhecer a origem da infec¢do pode contribuir
para prevencdo da propagacdo clonal de microrganismos resistentes e instituicdo da
profilaxia antifingica adequada.

Na epidemiologia desta micose, a caracterizagcdo dos agentes etioldgicos conduz o
tratamento a ser instituido e auxilia na detecgdo de recorréncia ou nova infec¢éo por outra
cepa. Os recursos laboratoriais utilizados para o diagnéstico de candidiases sdo
indispensaveis e sua capacidade em definir infeccdo € inquestionavel. Contudo, ndo héa
protocolos padronizados que sejam reconhecidos e que possam oferecer subsidios capazes
de predizer precocemente o risco da presenca de leveduras em amostras provenientes do
trato urinario ou respiratorio, mesmo considerando a probabilidade de uma colonizacéo
evoluir em infeccBes de alta morbidade e mortalidade em determinados casos clinicos
(CHONG et al., 2006; RANGEL-FRAUSTO et al., 1999). Neste contexto, as culturas
resultantes de materiais como sangue, liquido cefalorraquidiano, liquido sinovial, secrecao
de abscesso coletado esterilmente ou qualquer outro espécime cirdrgico, sdo consideradas
representativas para o diagndstico de candidiase sistémica (PATEL et al., 2005).

Nas duas ultimas décadas, avancos na biologia molecular (CARVALHO-
PARAHYM et al., 2011) levaram ao desenvolvimento de técnicas para genotipagem de
isolados clinicos de leveduras patdgenas ao homem, necessérios para a detec¢do de
populacbes clonais entre os isolados, o que tém facilitado estudos epidemiolégicos
(ERJAVEC; VERWELJ, 2002; SOLL, 2000). A caracterizacdo da diversidade genética de
C. albicans e ndo-albicans auxilia instituicdo da terapia mais adequada para cada paciente.

Adicionalmente, os métodos de genotipagem sdo considerados importantes na
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identificacdo da fonte de contaminagdo, tais como 0s instrumentos invasivos, como 0
cateter; as maos dos profissionais de salde; ou ainda os sitios endégenos (CHONG et al.,
2006).

Considerando a incidéncia e o frequente curso fatal da candidiase invasiva, técnicas
moleculares de genotipagem dos agentes etiologicos pode fornecer importantes
informacdes para compreensdo e controle da disseminacdo nosocomial (PAULA et al.,
2007).

Latouche et al. (1997) afirmam que as técnicas moleculares, entre essas a analise
das sequéncias internas simples repetidas do genoma (ISSR) com os primers (GTG)s e
(GACA)4, sdo simples, répidas, estaveis, sensiveis, altamente reprodutiveis e bem
adaptadas para identificacdo das espécies de Candida (CARVALHO-PARAHYM et al.,
2011).

Diaz-Guerra et al. (1997) procederam a analise molecular com o marcador de ISSR
M13 de isolados de C. albicans provenientes de pacientes portadores do HIV que
apresentaram quadros de candidiase oral e constataram a existéncia de uma populagéo
geneticamente heterogénea. A analise das ISSR pode inferir a possivel fonte de infeccéo,
utilizando o primer (GACA), como descrito por Roilides et al. (2003) com isolados de C.
tropicalis em dois casos de fungemia ocorridos na UTI neonatal, sendo detectado que um
paciente foi infectado e colonizado pelo mesmo subtipo, podendo-se inferir que a
colonizacdo prévia é uma fonte de infeccdo em casos de fungemia em neonatos.

Sarvikivi et al. (2005) descrevem um surto clonal de infec¢cdes por C. parapsilosis
detectado através da analise molecular dos isolados provenientes de diferentes amostras
clinicas de pacientes internados na UTI neonatal de um hospital da Finlandia com a sonda
CP3-13. Tal achado também foi relatado por Dizbay et al. (2008) em pacientes internados
em UTI onde foi detectado o mesmo padrdo de bandas em quatro isolados de pacientes
distintos.

Humhreys (2004) afirma que através da utilizacdo de primers de RAPD (DNA
polimorfico amplificado arbitrariamente) é possivel relacionar espécies de Candida
clinicamente relevantes. Alguns autores tém demonstrado a ocorréncia de padrdes de
bandas distintos em isolados de C. albicans, C. lusitaniae, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei, C. glabrata e C. haemulonii, tornando possivel diferenciar essas espécies (PINTO

et al. 2004). Giammanco et al. (2005) utilizaram analise molecular pela técnica de RAPD a
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fim de comprovar a eficacia do método de morfotipagem na caracterizacdo de isolados
clinicos de C. albicans, detectando que essa andlise fenotipica ndo foi eficiente e
reprodutivel quando comparada aos resultados genotipicos.

Valério, Weikert-Oliveira e Resende (2006) diferenciaram espécies de Candida
isoladas de cateter, urina e feridas cirdrgicas pela técnica de RAPD. A andlise do DNA
gendmico revelou baixo polimorfismo intra-especifico e ndo permitiu a diferenciacdo entre
amostras da mesma espécie obtidas a partir de diferentes espécimes clinicos; no entanto,
foi capaz de diferenciar as espécies de Candida.

Para detectar a diversidade genética, Marol e Yucesoy (2007) realizaram a
epidemiologia molecular de isolados de Candida provenientes de amostras clinicas de
pacientes internados em UTI. Através da técnica de RAPD foi verificada uma populacao
geneticamente distinta, exceto trés isolados de C. albicans que apresentaram 0 mesmo
padrdo de bandas. Dessa forma, os autores detectaram que a maioria das infeccdes teve
origem enddgena exceto as causadas por cepas de C. albicans similares.

Rocha et al. (2008) afirmam que a técnica de RAPD pode ser usada para a
confirmacdo das espécies de Candida identificadas através de testes microbioldgicos.
Tendo sido realizada por estes autores confirmacdo taxondmica de 34 isolados obtidos de
amostras de sangue, urina e secre¢do orofaringea. A confirmacdo taxonémica de isolados
de Candida também pode ser procedida utilizando a analise do espago transcrito interno
(ITS) e sequenciamento dessa regido, como descrito por Oliveira et al. (2008) que ao
revisar a taxonomia de C. tropicalis, verificaram que um isolado ndo pertencia a essa
espécie sendo posteriormente identificada como C. albicans.

Conforme ressaltado, as espécies de Candida podem ser responsaveis por variados
quadros clinicos, desde infecdes superficiais as de acometimento sistémico incluindo as da
corrente sanguinea caracterizando a candidemia, mais relatada em imunocomprometidos
(NUCCI; MARR, 2005; RICHARDSON, 2005).

Candidemia
A ocorréncia de candidemia nas ultimas décadas tem sido crescente em hospitais
terciarios em diferentes partes do mundo, sendo verificado nos Estados Unidos que, nos

anos 80, sua incidéncia aumentou cerca de 400% (Beck-Sagué; Jarvis, 1993), com
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incidéncia estimada de 1,9 a 11 casos para cada 100.000 pacientes hospitalizados ao ano
(POIKONEN et al., 2003; SCHELENZ; GRANSDEN, 2003).

Esta levedurose estd associada a altos indices de morbidade em doentes criticos
levando a uma estadia prolongada em UTI e consequente aumento da duracdo da
internagdo hospitalar, resultando em maiores custos, maior periodo de ventilagdo mecénica
e realizacdo de hemodidlise (BLOT et al., 2002), alcangando mortalidade atribuivel de
aproximadamente 71% (GUDLAUGSOON et al., 2003). Infec¢des da corrente sanguinea
por Candida sdo ainda citadas como a quarta maior causa de infeccdo nosocomial e a
terceira em pacientes internados na UTI, estando associada ao aumento de 15,5 dias na
permanéncia hospitalar (OLAECHEA et al., 2004; WISPLINGHOFF et al., 2004).

As condicBes predisponentes mais frequentes associadas a candidemia, incluem o
uso de antibiodticos (97%), presenca de cateter venoso central (77%), nutricdo parenteral
total (49%), internamento em UTI (41%), uso de corticosterdide (39%) e cirurgia do
aparelho digestivo (35%) (VERDUYN-LUNEL; WENZEL; VOSS, 1999). Esta micose
corresponde a 8-10% de todas as infecgOes hospitalares, ocorrendo mais da metade dos
casos em UTIs médica ou cirdrgica (BASSETTI et al., 2006; GAREY et al., 2006;
HUGHES; FLYNN, 2004; WISPLINGHOFF et al., 2004).

A crescente incidéncia de candidemia e outras infec¢fes por Candida podem ainda
ser atribuidas a outros fatores enddgenos e exdgenos, sendo granulocitopenia um
importante fator de risco para o seu desenvolvimento. O tratamento de pacientes com
cancer induz granulocitopenia significativa por um longo tempo de duracdo (ABRAHAM
et al., 2002), sendo os processos infecciosos a maior causa de morbidade e mortalidade
secundéria ao tratamento do cancer (ALEXANDER et al., 2002).

O desenvolvimento dessa levedurose implica em imunodeficiéncia severa, uma vez
que ocorre com frequéncia em pacientes imunocomprometidos e mais especificamente, em
10-20% dos pacientes com desordens mieloproliferativas ou leucemia e em até 74% dos
pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) (HAJJEH et al., 2004). O
uso de cateter venoso é outro fator que estd intimamente relacionado a episddios de
candidemia, ocorrendo em 87% a 98% dos pacientes internados em UTIs, sendo nesses a
retirada do dispositivo, sempre que possivel, indicada a fim de auxiliar no tratamento e
reduzir a mortalidade (PAPPAS et al., 2004; RAAD et al., 2004). Da mesma forma danos

a mucosa orofaringea através do uso de drogas citotdxicas agressivas facilita a colonizacéo
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por espécies de Candida e subsequente invasdo (NUCCI; MARR, 2005; RICHARDSON,
2005).

Essa levedura, frequentemente, coloniza sitios corporeos nao-estéreis e em UTIs
cirurgicas os locais mais frequentemente colonizados séo a orofaringe (63%), trato urinario
(25%) e intestino (11%). No entanto, espécies de Candida também podem ser encontradas
em outras areas, como na luz dos dispositivos invasivos incluindo cateteres urinarios,
sendo o risco de colonizagdo aumentado com a duragéo da internagcdo na UTI, uso de sonda
vesical e de antibiéticos como a vancomicina ou imipenem (CHARLES et al., 2005;
RAMAGE et al., 2005).

Cheng et al. (2006) relatam que de 91 episodios de candidemia, 3% sdo de origem
comunitaria e 97% nosocomial, sendo verificado que 79,5% dos casos foram precedidos
por colonizacdo, considerando que as taxas mais elevadas de colonizacdo foram detectadas
na urina (40%) e no cateter venoso central (35%).

Liu et al. (2009) estudaram o impacto da remogédo do cateter em portadores de
cancer com candidemia, sendo detectado que os pacientes onde o cateter ndo foi removido
apresentaram um risco de mortalidade 7,15 vezes superior aos que removeram. Contudo,
Tiraboschi et al. (2007) afirmam que na maioria dos casos, a porta de entrada da levedura
no sistema sanguineo € o intestino, mas em alguns pacientes, especialmente aqueles com
cateteres venosos centrais, a pele é a possivel fonte de infeccdo, podendo ocorrer também
infeccdes cruzadas decorrentes da ma higienizacdo das maos de profissionais de salde.

Tumbarello et al. (2007) detectaram que os fatores de risco mais comuns estavam
correlacionados com comorbidades, como tumores sélidos malignos (40,1%), seguida de
diabetes mellitus (19,7%) e doencas hepaticas (10,2%), bem como o nimero de dias de
hemodialise, ventilacdo mecanica e realizacdo de procedimentos cirlrgicos.

Paula et al. (2007) relatam um surto de fungemia por Candida onde a contaminacao
foi exogena verificada através da andlise da similaridade genética que revelou perfis
moleculares idénticos em isolados de pacientes distintos, 0 que indica também infeccéo
cruzada entre os pacientes.

Asmundsdottir et al. (2008) avaliaram o relacionamento genético através da analise
das ISSRs com os primers (GACA), e M13 de isolados clinicos de Candida provenientes
de amostras de sangue na Islandia durante um periodo de 16 anos, 1991-2006, observando
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através do padrdo de bandas gerado que 18,7-39,9% dos casos foram ocasionados por
cepas geneticamente relacionadas.

Candidemia geralmente ¢ uma complicacdo hospitalar tardia, ocorrendo em média
apos 19,5 dias da admissao, sendo 46% dos episddios em pacientes internados em UTI,
27% portadores de cancer e desses, 38% de doengas hematoldgicas (COLOMBO et al.,
2006).

Essa forma clinica em portadores de doencas mieloproliferativas e/ou leucemia é
frequentemente grave e de progressdao rapida, ocorrendo em 10-20% dos casos
diagnosticados (WILCOX; KAROWE, 1994).

Em estudo retrospectivo, Voss et al. (1996) avaliaram infeccGes da corrente
sanguinea documentadas em cinco hospitais da Holanda e observaram que a casuistica da
candidemia teve um aumento de 100%, passando de 53 para 95 episddios/ano.

A incidéncia de agentes causadores de infec¢des de corrente sanguinea foi avaliada
em estudo realizado em um hospital terciario em Winnipeg, Manitoba, Canada, sendo
detectados 816 casos de fungemias, dos quais 771 foram causados por espécies de Candida
(KARLOWSKY et al., 1997). Em outro estudo norte americano, Edmond et al. (1999)
avaliaram a prevaléncia de diferentes agentes relacionados a infeccdes de corrente
sanguinea em pacientes admitidos em 49 hospitais, sendo espécies de Candida isoladas em
7,6% dos casos, representando a quarta causa mais comum de infecgdes de corrente
sanguinea.

BLUMBERG et al. (2001) procederam um estudo nos Estados Unidos com
pacientes internados em UTI cirlrgica que apresentavam hemocultura positiva para
Candida apds 48 horas de internacdo e realizaram a tipagem molecular, através da
eletroforese em campo pulsado com a utilizacdo da enzima de restricdo BssHII, de 18
pares de espécies de Candida isoladas de urocultura, obtida no momento da admissdo, e
hemocultura, detectando 17 padrdes de bandas idénticos, o que indica uma possivel
infeccdo enddgena.

No Brasil, Colombo et al. (2003) conduziram um estudo epidemiol6gico reunindo
dados sobre infecgBes sistémicas documentadas em quatro hospitais da cidade de S&o
Paulo, onde foi registrado um total de 7.038 episodios de bacteremias e fungemias, sendo
4,3 % causadas por espécies de Candida. Contudo, nos casos de neoplasias estas estdo

também associadas com candidemia, apresentando taxa de mortalidade que variam de 30%
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a 75% (GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al., 2003). Falagas, Apostolou e
Pappas (2006) relatam a existéncia de uma considerdvel relacdo entre candidemia e
mortalidade atribuida, cujo 6ébito ndo pode ser relacionado devido a presenca de outras
comorbidades.

Pancera et al. (2004) analisaram casos de sepse em pacientes oncoldgicos e
detectaram que espécies de Candida estiveram presentes em 20% dos casos, sempre
associadas a agentes bacterianos. Ainda quanto a candidemia, Colombo et al. (2006)
avaliaram a epidemiologia em 11 hospitais terciarios, representantes de nove cidades
brasileiras, detectando 712 casos com incidéncia de 2,49 casos por 1.000 admissdes e 0,37
casos por 1.000 pacientes-dia. Desses pacientes 32% eram criangas, em sua maioria,
portadoras de cancer, doenga neurolégica ou pulmonar.

De acordo com Alonso-Valle et al. (2003), os aspectos clinicos da candidemia séo
inespecificos, em alguns pacientes, as complicacdes infecciosas documentadas em visceras
aparecem semanas ou meses apos a infecgdo, como acontece em alguns casos de retinite,
meningite ou osteomielite por espécies de Candida. Para Dignani, Solomkin e Anaissie
(2003) apos a ocorréncia de candidemia essa infeccdo pode disseminar-se por diferentes
partes do corpo, como o sistema nervoso central, que apresenta elevada frequéncia em
neonatos prematuros; o coragdo, desencadeando infeccdo no tecido endocérdico; as
articulagdes, comumente observadas em criancas; e raramente o figado e baco.

Segundo Aquino et al. (2005), em 87% dos episodios de candidemia pode ocorrer
febre, lesdes cutaneas em 13,1% e oculares em 3,9%. Colombo et al. (2007) relatam que
dos pacientes com infeccBes sanguineas, dentre essas candidemia, 48% estdo internados
em UTI, 36% em enfermarias, 8% em unidades hemato-oncolégicas e 7% em outras
unidades médicas e que os sinais clinicos incluem febre em 74% dos casos, hipotermia em
10% e hipotensao em 19%.

Klastersky; Aoun (2004) consideram a hemocultura o padrdo-ouro para o
diagndstico dessa micose. Entretanto, a sensibilidade deste exame é de 50% a 60%, o que
pode propiciar um diagnostico falso-negativo e, consequentemente, resultar numa
subestimacdo do impacto da mesma. Tal realidade obriga a busca de novas alternativas de
diagndstico laboratorial com resultados de melhor fidelidade, ficando as técnicas de

biologia molecular como o método mais promissor. Dessa forma, em vérias ocasifes 0
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meédico é forcado a conduzir um tratamento empirico com base nos fatores de riscos e na
suspeita clinica (OLAECHEA et al., 2004).

Estudo realizado em 28 hospitais na Espanha mostra que o tratamento iniciado ap6s
48h do inicio da candidemia esta associado com uma probabilidade de maior sobrevivéncia
(NOLLA-SALAS et al.,, 1997). A profilaxia antifingica diminui casos de candidiase
invasiva em pacientes neutropénicos (MARR et al., 2000), sendo a candidemia um fator de
risco independente para mortalidade durante a hospitalizacdo e o resultado prognostico do
paciente depende da administracdo precoce da terapia adequada (MORGAN et al., 2005).

Garey et al. (2006) enfatizou a importancia do tratamento precoce, verificando que
as taxas de mortalidade sdo de 24% em pacientes que iniciam a terapia antifungica no
primeiro dia de infeccdo e 41% ap6s este periodo. Kumar et al. (2006) demonstraram
aumento da taxa de mortalidade em pacientes com choque séptico com fungos associados,
sendo detectado que a cada hora de atraso do tratamento hd uma reducdo de 12% da
probabilidade de sobrevivéncia.

Parkins et al. (2007) investigaram a relagdo entre a adequacdo da terapia
antifangica empirica e os resultados das infec¢des invasivas e da corrente sanguinea por
Candida em 207 pacientes, verificando que apenas um terco dos pacientes que receberam
tratamento empirico o mesmo foi considerado adequado, sendo 0 sucesso terapéutico
associado com uma reducdo da mortalidade de 46% para 27%.

Um problema particular em pacientes com candidemia € a dificuldade em distinguir
clinicamente sepse bacteriana, pelo menos no inicio da infeccdo. Isso muitas vezes leva a
um atraso na instituicdo da terapia antifingica e a escolha de terapia empirica inicial pode
ser inadequada (RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008), sendo 0 uso de terapia adequada
associado a um risco reduzido de morte (GUERY et al., 2009).

A frequéncia da distribuicdo das espécies de Candida varia de acordo com a
geografia (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003), sendo verificadas variacdes
significativas nas espécies documentadas em diferentes paises.

Abi-Said et al. (1997) descreveram a epidemiologia da candidiase em pacientes
com cancer internados em um hospital americano e C. albicans foi a principal causa de
candidemia seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis, mesmo em pacientes com doencas

hematologicas malignas, sendo de acordo com Macdonald, Baker e Chenoweth (1998), C.
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albicans (58%) e C. parapsilosis (27%) as espécies mais frequentemente isoladas em
pacientes pediatricos com cancer.

No entanto, Colombo et al. (1999) detectaram que de 145 episddios de candidemias
ocorridos em um hospital brasileiro, apenas 37% foram desencadeados por C. albicans,
enquanto os 63% restantes tiveram como agente causal espécies ndo-albicans.

Viscoli et al. (1999), em um estudo europeu com 249 episddios de candidemia com
portadores de cancer, constataram que 49% dos isolados foram de C. albicans e 51% de
espécies ndo-albicans, sendo 11% de C. tropicalis, 11% de C. parapsilosis, 10% de C.
glabrata, 9% de C. krusei e 10% de outras especies.

Espécies de Candida representam 9,2% dos patdgenos isolados em casos de
infeccbes da corrente sanguinea em UTI cirdrgica nos Estados Unidos, sendo C. albicans
isolada em 48% dos casos, C. glabrata em 24%, C. tropicalis em 19%, C. parapsilosis em
7% e C. lusitaniae em 2% (BLUMBERG et al., 2001).

De acordo com Ng et al. (2001), candidemias por C. parapsilosis e C. tropicalis
foram mais prevalentes que as causadas por C. albicans na Malasia.

Viudes et al. (2002) afirmam que em hospitais tercidrios da Espanha tem sido
observado que as espécies mais comumente envolvidas em casos de fungemia em criancgas
sdo C. albicans, seguida por C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis.

Em estudo realizado por Trick et al. (2002), em 1.116 UTIs dos Estados Unidos
foram detectados 2.358 casos de infec¢Bes da corrente sanguinea por espécies de Candida,
sendo C. albicans responsavel por 59% dos casos, C. glabrata 12%, C. parapsilosis 11%,
C. tropicalis 10% e C. krusei 1,2%. Desses casos, 55% eram pacientes do sexo masculino,
93% usavam cateter venoso central e 56% receberam nutri¢éo parenteral.

Segundo Diekema et al. (2002) e Pfaller e Diekema (2002), C. albicans permanece
como uma das espécies mais isoladas em infec¢bes da corrente sanguinea. No entanto,
especies emergentes como C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C.
parapsilosis e C. tropicalis ttm se tornado notaveis (MACPHAIL et al.,, 2002),
representando cerca da metade dos casos de candidemia (PAPPAS et al., 2003).

De acordo com Wisplinghoff et al. (2004), C. albicans é documentada em 44% e
62% das infeccdes de corrente sanguinea na América Latina e na Europa respectivamente,
sendo cerca de 95% dos episddios de candidemia causados por C. albicans, C. glabrata, C.

krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.
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Marchetti et al. (2004) realizaram um levantamento nacional na Suica em hospitais
tercidrios e avaliaram a epidemiologia da candidemia no decénio 1991-2000 verificando
que C. albicans foi a espécie mais predominante, no entanto, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei também estiveram envolvidas nessa forma clinica.

Pfaller e Diekema (2004) sugerem que o aumento da idade do paciente e a
exposicao a antifungicos azdis em esquemas profilaticos podem esté associados a redugédo
do namero de infecgBes por C. albicans.

Almirante et al. (2005), estudando episddios de candidemia na Espanha detectaram
que C. albicans foi isolada em 51% dos casos, C. parapsilosis em 23%, C. tropicalis em
10%, C. glabrata em 9%, C. krusei em 4% e outras espécies em 3% e que 57% dos
cateteres venosos avaliados foram provavelmente a fonte de infecgé&o.

Cheng et al. (2005) detectaram que de 130 pacientes internados em um hospital
japonés, cuja morte foi associada a candidemia, 55 (42,3%) foram consideradas
diretamente relacionadas a essa micose, tendo como fatores predisponetes idade inferior a
65 anos, realizagdo de quimioterapia, neutropenia e trombocitopenia graves.

Em um estudo francés Vigouroux et al. (2006) analisaram 45 casos de candidemia
em pacientes internados com idades entre 5-80 anos e detectaram que essa micose ocorre
durante a primeira linha de tratamento em 64% dos pacientes com leucemia, 90% com
mieloma e 78% com linfoma, sendo C. albicans a espécie isolada predominantemente,
tendo sido isoladas também C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr, C. glabrata e
C. pelliculosa, apresentando mortalidade atribuivel de 15%.

Almirante et al. (2006) procederam um estudo prospectivo em 14 hospitais de
Barcelona- Espanha, detectando que de 345 casos de candidemia, em 175 C. albicans foi a
espécie envolvida, C. glabrata 29, C. parapsilosis 78, C. krusei 12 e C. tropicalis 34,
sendo dessa forma C. parapsilosis a espécie ndo-albicans mais frequentemente isolada.

Sandven et al. (2006) avaliaram episodios de infec¢Oes da corrente sanguinea por
Candida na Noruega durante o periodo de 1991-2003, obtendo um total de 1.393 casos,
sendo C. albicans a espécie mais frequentemente isolada, vindo procedida por C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis e C. dubliniensis, verificando também que a ocorréncia de
fungemia por C. albicans reduziu com o aumento da idade, diferentemente de C. glabrata
que apresentou aumento gradual com a idade, ocorrendo em quase um terco de todos 0s

episédios em pacientes com 80 anos ou mais.
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Em estudo realizado em Taiwan com infecgdes da corrente sanguinea por espéecies
de Candida, foi detectado que as mais incidentes foram C. albicans em 59 casos, C.
tropicalis em 18 e C. guilliermondii em seis (CHENG et al., 2006).

Dimopoulos et al. (2007) analisaram episddios de candidemia adquiridos em UTI
cirirgica em um hospital da Grécia, sendo C. albicans a espécie mais frequentemente
isolada. Posteriormente, em outro estudo grego, Dimopoulos et al. (2008) detectaram que
C. albicans é isolada em 64,3% dos pacientes adultos internos em UTI cirdrgica e espécies
ndo-albicans em 35,7%.

Na Turquia, C. albicans foi a espécie mais frequentemente detectada (65,6%),
seguida por C. parapsilosis (11,3%) e C. glabrata (8,8%) (COMERT et al., 2007).

Em estudo realizado em um hospital italiano, Tumbarello et al. (2007) detectaram
que outras espécies de Candida podem ser mais isoladas em episodios de candidemias que
C. albicans, detectando em seu estudo que as espécies mais prevalentes foram C. tropicalis
(71,4%), C. glabrata (23,1%), C. albicans (22,6%) e C. parapsilosis (21,8%).

Chow et al. (2008) avaliaram 146 pacientes portadores de fungemia em dois
hospitais terciario americanos, sendo 79 casos ocasionados por C. albicans e 67 por
espécies nao-albicans, dos quais 33 foram por C. glabrata, 13 C. tropicalis, 12 C.
parapsilosis, 4 C. lusitaniae, 3 C. krusei e 2 C. dubliniensis, sendo esses pacientes com
idade mais avangada e expostos a um maior periodo de internacéo.

Xie et al. (2008), estudando pacientes com sepse grave em varias UTIs cirdrgicas
na China determinaram que C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada vindo
procedida por C. tropicalis e C. glabrata.

Em estudo epidemioldgico desenvolvido no Texas por Hachem et al. (2008) foi
verificado que quadros de candidemia por C. glabrata e C. krusei sdo mais frequentes em
doentes com doencas hematoldgicas malignas e por C. albicans e C. parapsilosis naqueles
com tumores solidos.

No Brasil, Colombo et al. (2007) estudaram a epidemiologia da candidemia em
quatro hospitais terciarios da cidade de Sao Paulo, Brasil, sendo obtidas 15% de culturas de
sangue positivas, da quais 4% para espécies de Candida, sendo C. albicans a espécie mais
frequentemente isolada em todos os hospitais. No entanto, outras espécies representaram

62%, sendo C. parapsilosis e C. tropicalis as mais isoladas, embora varios casos de
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fungemia por C. rugosa e C. guilliermondii tenham sido relatados em uma Unica
instituicao.

Em hospital publico no Parand, Franca, Ribeiro e Queiroz-Telles (2008) detectaram
100 episodios de candidemia entre 2001 e 2004, com predominancia em adultos acima de
50 anos e do sexo masculino, sendo C. albicans isolada em 59% dos episodios, seguida por
C. tropicalis (15%), C. parapsilosis (9%) e C. glabrata (7%).

As infeccBes da corrente sanguinea por C. glabrata sdo emergentes (ABI-SAID et
al., 1997). O motivo para a ocorréncia dessa levedura é multifatorial, podendo ser devido a
caracteristicas geograficas, idade, populacbes de pacientes e a utilizacdo do fluconazol
(BADDLEY et al., 2001; MARR et al., 2000; SAFRAN; DAWSON, 1997).

Desde a década de 1990, o fluconazol tem sido amplamente utilizado para
profilaxia e tratamento de infec¢des fungicas invasivas em pacientes imunossuprimidos, o
que resultou na diminuicdo da sua incidéncia mundial e no aumento da ocorréncia de
espécies ndo-albicans como C. glabrata e outras (MARTINO; SUBIRA, 2002). Essa
espécie tem sido observada mais comumente em adultos com mais de 60 anos e em
portadores de leucemia ou que tenham recebido transplante de células-tronco (DIEKEMA
et al., 2002).

Infeccdes por C. glabrata respondem por 20% das ocorréncias nos Estados Unidos,
15% na Europa, 10% na Asia e 5% na América Latina (PFALLER et al., 2004). A
importancia desta tendéncia epidemioldgica é que essa espécie é frequentemente resistente
ao fluconazol, o agente mais utilizado para o tratamento de candidemia em hospitais que
apresentam maior incidéncia de C. albicans, C. parapsilosis, e C. tropicalis. No entanto,
caso a prevaléncia de C. glabrata seja maior que 15 a 20% dos isolados, esse composto
ndo deve ser utilizado como primeira escolha para o tratamento dessa levedurose (PAPPAS
et al., 2004).

C. parapsilosis € outra espécie frequente no ambiente hospitalar, apresentando-se
desde os anos 80 como um importante patégeno de fungemias, sendo responsavel por 7% e
15% das candidemias nos Estados Unidos e Europa, respectivamente (PFALLER, 1996;
Voss et al., 1996), no entanto, sua ocorréncia é ainda maior em criangas (SHIN et al.,
2002) e recém-nascidos prematuros internados em UTIs, onde sua prevaléncia € de 17% a
50% dos casos (Levy, 1998). Essa espécie esta associada ao uso de dispositivos invasivos,
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sendo conhecida por aderir a superficie de cateteres através de uma bainha de fibrina
(MERMEL et al., 2001).

Em paises da América Latina, C. parapsilosis tem sido reconhecida como a
segunda principal causa de infeccdo invasiva (GODOY et al., 2003; GOLDANI; MARIO,
2003). Caracteristicamente, prolifera-se em solugGes contendo glicose, tem grande
capacidade de produzir biofilme e frequentemente coloniza a pele. Varios estudos
estabelecem claramente uma associacdo entre a utilizacdo de cateter venoso em posi¢ao
central e maior ocorréncia de fungemia por esse patdgeno (COLOMBO; GUIMARAES,
2003).

Ap6s aumento da frequéncia do isolamento de C. parapsilosis em amostras de
sangue e ponta de cateter nas UTIs, Clark et al. (2004) realizaram um estudo
epidemioldgico a fim de detectar possivel fonte de infeccdo, comparando os isolados das
méaos dos profissionais de salde do hospital com os dos pacientes por analise molecular,
verificando grande similaridade entre algumas cepas.

Essa levedura é frequentemente isolada em quadros de candidemias e € a segunda
espécie mais presente em hemoculturas na Europa (PFALLER; RINALDI; DIEKEMA,
2005), sendo conhecida por colonizar as maos de profissionais de salde, enfatizando a
importancia da higiene (BONASSOLLI, BERTOLI; SVIDIZINSKI, 2005).

Almirante et al. (2006) relatam que pacientes recém-nascidos, transplantados, que
receberam terapia antifingica e que fazem nutri¢cdo parenteral sdo 0s mais susceptiveis a
fungemia por C. parapsilosis.

No Brasil ocorre uma maior predominancia de C. parapsilosis e C. tropicalis entre
as espécies nao-albicans (COLOMBO et al., 2006), apresentando C. parapsilosis menor
taxa de mortalidade (TAVANTI et al., 2007). Segundo Paula et al. (2007), C. albicans e C.
parapsilosis sdo as espécies mais comuns em casos de candidemia em um hospital da
cidade de Séo Paulo. Hinrichsen et al. (2008) realizaram um estudo em um hospital
terciario particular do Recife, com 5.532 pacientes, desses 18 apresentaram candidemia
ocasionada em sua predominancia por C. parapsilosis, C. albicans e C. tropicalis. Entre os
pacientes 48% tinham idade superior a 60 anos, a pneumonia foi doenga de base mais
frequente e a mortalidade atribuivel foi de 61%.

Dizbay et al. (2008) avaliaram quatro casos de fungemia por C. parapsilosis em

pacientes internados em UTI neuroldgica pela técnica de RAPD a fim de detectar uma
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possivel populacdo clonal, sendo verificado que todos os isolados apresentaram padrdo de
bandas similares o que indica mesma fonte de infecgdo hospitalar.

Tay, Na e Chong (2009) realizaram a diferenciacdo de C. parapsilosis isolada de
pacientes com fungemia atraveés da analise molecular das regifes 1TS1-5.8S-1TS2 do
rDNA, detectando que alguns isolados pertenciam a dois novos genoétipos C. orthopsilosis
(23,8%) e C. metapsilosis (4,8%).

C. tropicalis € outra uma espécie comumente isolada em episodios de candidemia,
sendo agente oportunista de destaque durante a neutropenia, quando ha supressdo da
microbiota bacteriana pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa gastrintestinal. Essa
levedura tem sido relatada como o segundo ou terceiro agente etiolégico mais comum de
candidemia em pacientes com neoplasias, sendo sua frequéncia maior em leucemias e
menor em tumores solidos. Essa espécie € conhecida por ser uma importante causa de
infeccBes em pacientes com cancer e ser mais virulenta que C. albicans em pacientes com
neoplasias hematoldgicas, apresentando alta mortalidade (NUCCI et al., 1998;
WINGARD, 1995).

Em um estudo prospectivo em duas cidades dos Estados Unidos, foram analisados
casos de candidemia e C. tropicalis foi mais frequente em pessoas com cancer e diabetes
mellitus (KAO et al., 1999). Segundo Kontoyiannis et al. (2001), a ocorréncia de leucemia
e neutropenia prolongada esta relacionada com a predominancia de fungemia por C.
tropicalis.

Ellis (2001) avaliando a epidemiologia das candidemias em um hospital do Oriente
Médio verificou que C. tropicalis foi o segundo agente etiol6gico mais comum.

Em paises da América Latina, particularmente o Brasil, esta espécie é
extremamente frequente, mesmo entre pacientes nao portadores de cancer, constituindo-se
a segunda ou terceira principal causa de candidemia (GODOY et al., 2003; GOLDANI;
MARIO, 2003).

Chowdhary et al. (2003) relataram um surto de candidemia por C. tropicalis,
envolvendo 16 recém-nascidos, e ap6s amostragem ambiental a mesma espécie foi isolada
de cobertores e colchdes utilizados pelos recém-nascidos, sendo detectado através de
analise molecular que os isolados clinicos e ambientais possuiam 0 mesmo genotipo,

confirmando a fonte de infeccao hospitalar.
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Vigouroux et al. (2006) ressalta a alta incidéncia C. tropicalis em episodios de
candidemia em portadores de leucemia e atribuem esse fato a ocorréncia de neutropenia e
uso de agentes citotdxicos que podem alterar a barreira mucosa do trato gastrointestinal e
possibilitar a invaséo da corrente sanguinea por essa levedura.

Chong et al. (2006) realizaram isolamento e epidemiologia molecular pela tacnica
de RAPD de oito isolados de C. tropicalis provenientes de hemoculturas de um Unico
paciente no periodo de trés meses. As linhagens foram submetidas & genotipagem e a
similaridade dos isolados foi verificada, indicando mesma fonte de infeccéo.

Presterl et al. (2007) citam que essa levedura € responsavel por 7% dos casos de
candidemia e afirmam que a maioria das infecgdes tem origem enddgena da microbiota do
paciente.

Entre as espécies clinicamente relevantes C. krusei tem-se mostrado como um
patdgeno hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes portadores de doencas
hematol6gicas malignas e/ou submetidos a transplante de medula 6ssea (IWEN, 1995).

Alguns autores relataram aumento da ocorréncia de fungemias causadas por essa
espécie em pacientes neutropénicos expostos prolongadamente a fluconazol (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; WINGARD, 1995). Esta levedura é naturalmente resistente a esse
farmaco, o que explica seu aumento em pacientes expostos a esse antifungico
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

No entanto, C. krusei ainda permanece como uma causa incomum de candidemia
(SOCZO et al., 2007), tendo sua emergéncia associada a evolucdo clinica, devido & sua
elevada taxa de mortalidade de 49% em comparacdo com 28% por C. albicans
(HAUTALA et al., 2007). A disseminacdo enddgena do trato gastrointestinal é o principal
mecanismo de infeccdo por essa levedura, particularmente em pacientes com neoplasias
hematoldgicas (HAUTALA et al., 2007).

Infeccdes invasivas por C. guilliermondii séo raras, mas esta espécie vem sendo
reconhecida por diferentes autores como agente emergente. A maioria dos casos descritos
ocorre em pacientes com cancer (HAZEN, 1995).

Embora essa levedura seja considerada uma espécie de baixa viruléncia, tem
causado quadros graves de candidiase invasiva em pacientes com cancer, em estado critico,
cirurgicos e naqueles que foram submetidos a terapia prévia com anfotericina B
(KRCMERY; BARNES, 2002).
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C. guilliermondii esta envolvida em aproximadamente 3% dos casos de candidemia
na América Latina e Brasil (PASQUALOTTO et al., 2006), acarretando uma taxa de
mortalidade de 48,9% e o tratamento antifungico de infec¢cdes por essa levedura pode ser
dificil devido a uma percentagem elevada de isolados apresentarem suscetibilidade
reduzida ao fluconazol, itraconazol e caspofungina (GIRMENIA et al., 2006;
PASQUALOTTO; ANTUNES; SEVERO, 2006; PFALLER et al., 2006).

Peman et al. (2008) determinaram caracteristicas clinicas dos casos de fungemia
por C. guilliermondii em Valéncia, Espanha, verificando uma incidéncia de 1,1%, sendo
adquiridos em média 20 dias ap6s a admissdo. Posteriormente foi realizada a confirmacéo
taxondmica através da amplificacdo e seqlienciamento da regido ITS.

Carvalho-Parahym et al. (2009) também relataram casos de candidemia por essa
espécie em pacientes pediatricos brasileiros com neoplasias hematoldgicas malignas.

Entre as micoses oportunistas ocasionadas pelo género Candida, as candidemias
sdo as mais frequentes em pacientes imunocomprometidos, no entanto, essa levedura esta
associada a diversas manifestacfes clinicas, entre essas as infec¢bes do trato urinario
(LUNDSTRON; SOBEL, 2001).

Candiduria

O termo candiduria, que ndo necessariamente envolve a presenca de sinais e/ou
sintomas de infeccdo urinaria, pode ser definido como o crescimento de espécies de
Candida em culturas de urina coletadas por técnicas apropriadas, estando presente em até
20% dos pacientes hospitalizados por longos periodos, particularmente em UTI (NUCCI,
2000).

Essa micose tem aumentado substancialmente nas duas Gltimas décadas devido ao
crescente numero de doentes expostos a inimeros fatores de risco (KAUFFMAN et al.,
2000; SOBEL et al., 2000). Embora seja rara em pessoas saudaveis, € comum em pacientes
hospitalizados, ocorrendo em 33% dos casos na UTI (KAUFFMAN et al., 2000),sendo o
trato urindrio contaminado apos translocacdo intestinal, que é facilitada pela
hiperproliferagéo da levedura decorrente do uso de antibidticos e imunossupressores, ou
por colonizacdo de cateteres e sondas (STAMM; COUTINHO, 1999).
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De acordo com Kauffman et al. (2000) de 861 casos de infec¢des fungicas do trato
urinério, 39% ocorreram em diabéticos, 37,7% possuiam anormalidades anatémicas do
trato urinario, 22,2% eram portadores de neoplasias, 17% desnutridos e 7,8%
neutropénicos ou transplantados. Desses, 83,2% faziam uso de dispositivos de drenagem
urinéria até 30 dias antes da infeccdo, com uso de cateter uretral e realizaram nefrostomia
suprapubica, sendo C. albicans a espécie envolvida em 51,8% dos episddios.

O cateterismo urinario estd comumente associado a ocorréncia dessa levedurose,
possibilitando a infeccdo através da introducdo de microrganismos durante o
procedimento, permitindo a migracdo desses para bexiga (LUNDSTRON; SOBEL, 2001).

A ocorréncia de candiddria é favorecida por um sistema imunoldgico menos
atuante e/ou por mudancas no trato urinario, incluindo anomalias anatdmicas, reducdao do
fluxo e alteracdes na composicdo da urina (OLIVEIRA; MAFFEI; MARLINEZ, 2001).
Essa levedura é componente da microbiota humana, dessa forma as espécies de Candida
colonizam o trato urinario de aproximadamente 30% dos adultos normais, contudo em
pacientes que estdo recebendo antibidticos, esse percentual pode ser equivalente a 100%.
Esse aumento possivelmente estd relacionado a supressdao enddgena da microbiota
bacteriana pelos antimicrobianos, principalmente no intestino, trato genital inferior e
possivelmente em éreas superficiais adjacentes ao meato uretral (LUNDSTRON; SOBEL,
2001).

A infeccdo do trato urinario geralmente ocorre de forma ascendente infectando a
bexiga, podendo levar a disseminacdo por todo trato urinario, especialmente se ocorrer
refluxo vesicouretral ou obstrucdo do fluxo urinério, resultando em pielonefrite aguda e
raramente candidemia. Essa rota infecciosa é mais frequente em mulheres devido a uretra
feminina ser mais curta e em 10%-65%, a regido vulvovestibular ser colonizada
(LUNDSTRON; SOBEL, 2001).

Ainda, a disseminagdo hematogénica pode resultar em infeccéo renal. Espécies de
Candida podem apresentar tropismo pelos rins, sendo detectado que 90% dos pacientes
com candidiase que foram a Obito apresentavam envolvimento renal na necropsia
(LUNDSTRON; SOBEL, 2001).

Entre os faores associados a maior predisposicdo a essa micose destacam-se
pacientes do sexo feminino, idosos, portadores de neoplasias, doencas cronicas e

degenerativas, tuberculose geniturinaria, que realizaram procedimento cirdrgico
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recentemente, que fazem uso prolongado de sonda vesical, antibioticoterapia de amplo
espectro, agentes imunossupressores e corticosterdides tornam-se vulneraveis as infecgdes
do trato urinario (ALVAREZ-LERMA et al., 2003; WEINBERGGER et al., 2003).

Passos et al. (2005) avaliaram 153 pacientes com idade média de 53 + 19 anos,
tendo sido isoladas 68 espécies de Candida. Desses pacientes, 25 estavam internados na
UTI, apresentando como fatores de risco mais comuns antibioticoterapia (100%) e uso de
cateter urinario (92,6%). C. albicans foi a espécie predominante em 69,1% dos isolados.

Silva, Hermosilla e Abarca (2007) determinaram a incidéncia de candidiria
nosocomial associada a cateteres urinarios em 42 mulheres internadas em UTI com e sem
colonizacdo vaginal por espécies de Candida, verificando que apenas 9,7% dos casos
ocorreram em mulheres ndo colonizadas. Ap6s anélise molecular pela técnica de RAPD
detectaram que as cepas isoladas da vagina e da urina apresentaram alta similaridade.

Ainda, em analise multivariada foi comprovado que o uso de antibidticos e o nivel
de glicose superior a 180mg/dl sdo parametros associados a candidiria (PAUL et al.,
2007).

Devido a ocorréncia dessa levedura na microbiota humana o diagndstico dessa
micose requer analise minunciosa e multifatorial. Alguns autores sugerem que exista maior
relacdo entre a deteccdo de espécies de Candida em amostras de urina e infecgdo urinaria
quando a contagem de colonias na cultura de urina atinge valores da ordem de 1.000 a
10.000 UFC/mL (SOBEL et al., 2000). Entretanto, contagens inferiores podem ser
encontradas em pacientes com infeccdo do trato urinario por Candida, particularmente nos
casos de pielonefrite adquirida por via hematogénica decorrente de candidiase sistémica,
onde os rins funcionam como filtro e podem refletir contagens baixas na urina
(KAUFFMAN; VAZQUEZ; SOBEL, 2000).

Em pacientes assintomaticos, a evidéncia de leveduras nas amostras de urina sugere
contaminacédo, no entanto, a possibilidade de colonizacdo ou doenca localizada deve ser
considerada em pacientes com risco para infecgdes do trato urinério sem evidéncia clinica
ou sinais de disseminacdo e naqueles estdo em estado critico e internados em UTI por
longos periodos, com sindrome infecciosa persistente apesar de antibioticoterapia de largo
espectro, a candiduria deve ser confirmada, podendo ser secundaria a doenga fungica
sisttmica (FISHER, 2000).
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O isolamento de espécies de Candida na urina pode representar coloniza¢do do
trato urinario, contaminacdo, colonizacdo do dispositivo de drenagem ou infeccdo. A
contaminacdo da urina € comum, especialmente se a amostra é coletada de paciente
cateterizada ou do sexo feminino que sdo colonizadas por leveduras na area
vulvovestibular. Dada a capacidade dessa levedura em crescer na urina, uma pequena
quantidade encontrada na amostra de urina coletada pode multiplicar-se rapidamente.
Portanto, a contagem de colonias pode ser resultado de infecgdo ou colonizagédo (AKALIN
et al., 2004).

Esse achado laboratorial expbe os médicos a um grande desafio em virtude da
amplitude de possibilidades clinicas. Dentre essas, destacam-se a pielonefrite, cistite,
candidiase renal primaria, bola fungica ureteropélvica, ocorréncia de uma propagacdo
hematogénica a partir do cortex renal favorecendo o curso da candidiase disseminada
assintomatica ou sintomatica e, por fim, a colonizacgéo de sitios anatbmicos como a bexiga
e 0 perineo, ou ainda a presenca do cateter urinario (KAUFFMAN, 2005). Dessa forma a
deteccdo de colonizacdo ou infeccdo requer uma analise paralela correlacionando os
achados laboratoriais com a clinica do paciente (MAGILL et al., 2006).

Uma vez que a cultura de urina quantitativa tem valor limitado, outros parametros
tém sido utilizados para auxiliar o diagnostico. Na presenca de infeccdo por Candida, o
sedimento urinario usualmente contém hemédcias e leucdcitos, assim como leveduras,
pseudo-hifas e debris necréticos. Entretanto, a auséncia de alteracdo no sedimento urinario
ndo elimina a possibilidade de infeccdo fdngica, sendo algo frequente nos casos onde a
candiddria é secundaria a infeccéo sisttmica (COLOMBO; GUIMARAES, 2007).

Essa micose é frequentemente detectada em pacientes internados em UTIs
(NUCCI, 2000). Espécies de Candida sdo os microrganismos mais comumente isolados
em amostras de urina de pacientes da UTI cirdrgica, representando 10%-15% das infec¢des
hospitalares do trato urinario (FEBRE et al., 1999).

A grande maioria das leveduroses do trato urinario séo causadas por C. albicans, no
entanto, outras espécies podem estar envolvidas, sendo em aproximadamente 10% dos
pacientes ocasionadas por duas espécies simultaneamente, coexistindo frequentemente
com bacteritria (SOBEL et al., 2000).



40

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

Kauffman (2005) relatam que em casuisticas de infec¢fes urinarias por leveduras,
C. albicans tem sido considerada a espécie mais comumente isolada do trato urinario,
sendo responsavel por cerca de 50 % a 70% dos episddios.

Casuistica procedida no Brasil confirma que as trés espécies mais prevalentes em
amostras da urina em pacientes hospitalizados s&o: C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata.
Esse estudo demonstra prevaléncias de 35,5-70% para C. albicans, 4,6- 52,5% para C.
tropicalis e 7-8,8% para C. glabrata (PASSOS et al., 2005).

Em estudo realizado por Araujo et al. (2005) com 120 amostras de urina de
pacientes internados em UT], foram isoladas 53 espécies de Candida. Dessas 64,5% eram
de C. albicans, 13,2% de C. tropicalis, 9,4% de C. krusei, 7,5% de C. glabrata e 5,7% de
C. parapsilosis.

Binelli et al. (2006) detectaram em estudo realizado no Hospital das Clinicas da
cidade de S&o Paulo que apesar do predominio de C. albicans, tem havido um aumento na
incidéncia de espécies de leveduras ndo-albicans como agentes de infeccdo do trato
urinario, incluindo: C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis
e C. tropicalis.

Oliveira, Maffei e Marlinez (2001), avaliando 101 episodios de candiduria,
detectaram que 64% foram causados por Candida ndo-albicans, desses 53 por C.
tropicalis.

Entre as espécies de Candida, C. tropicalis é considerada o terceiro agente
etioldgico mais isolado em uroculturas e é responsavel por cerca de 8% dos casos de
candiddria (ALVAREZ-LERMA et al. 2003). Essa levedura tem sido relatada como uma
das espécies de Candida mais provaveis de causar infec¢fes hospitalares do trato urinario
(RHO et al., 2004; ROILIDES et al., 2003).

As infeccBes do trato urinario ocasionadas por espécies de Candida sdo altamente
incidentes na UTI, no entanto, outras micoses envolvendo esse género ocorrem mais

raramente nessa unidade hospitalar, entre elas a candidiase pulmonar (JIANG et al., 2004).

Candidiase pulmonar

Apesar de Candida ser responsavel pela maioria das infecgdes fungicas em

humanos e ser a causa comum de infecgdo disseminada em pacientes graves, candidiase
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pulmonar é relativamente rara, mas estd associada a uma taxa de mortalidade significativa
(REX et al., 2000). Essa micose pode ser adquirida por aspiracdo, quando ocorre em
pacientes fortemente colonizados na cavidade bucal e/ou vias aéreas e por disseminacéao
hematogénica (RODRIGUEZ; ANAISSIE; REX, 2000).

A pneumonia primaria por aspiracao raramente se desenvolve, ocorrendo em 0,2-
0,4% dos casos, sendo a disseminacdo hematogénica a origem mais comum, ocorrendo
frequentemente em episodios onde had envolvimento de mdaltiplos 6rgédos, geralmente
figado, baco e rins (SAFDAr et al., 2001).

A colonizacdo por Candida geralmente precede a maioria dos casos de infeccédo
disseminada, dessa forma a colonizacdo de multiplos sitios é considerada um fator de risco
independente (DELISLE et al., 2008; SAFDAR et al., 2001).

A ocorréncia de candidiase pulmonar estd associada a imunossupressao grave em
pacientes criticamente doentes. Entre o0s principais fatores de risco destacam-se
neutropenia, ulceracdo na mucosa grave, tratamento com antibioticos de amplo espectro,
presenca de cateter venoso central e urinario, nutricdo parenteral, realizacdo de ventilacao
mecanica e uso de dreno toracico (HENDERSON; HIRVELA, 1996).

A primeira linha de defesa do corpo humano consiste nas barreiras mecanicas,
como a pele e o epitélio das mucosas. A barreira fisica do trato respiratdrio superior é o
epitélio, o qual é responsavel pela incorporacdao dos potenciais patbgenos no muco e a sua
conseqiente eliminacdo. Entretanto, uma segunda linha de defesa é exigida quando essa
mucosa perde a sua integridade, promovendo ndo sé a realizacdo de acdes ndo-especificas,
como também a ativacdo do sistema imune. Portanto, uma modificagdo em quaisquer
mecanismos de defesa permite que patdgenos oportunistas possam infectar o homem
(FORREST; WEED, 1998).

Dssa forma, portadores de neoplasias hematoldgicas, aids, neutropénicos devido a
quimioterapia, transplantados de medula 0ssea, pacientes internados por longos periodos
em UTI, como os politraumatizados, queimados ou submetidos a cirurgias de grande porte,
estdo entre 0s mais susceptiveis (DIMOPOULOS et al., 2003).

Estima-se que em pacientes que apresentam neoplasia, mais de 20% das infeccdes
fangicas nosocomiais sejam de origem pulmonar (JIANG et al., 2004). A taxa de

pneumonia por Candida aumentou substancialmente na populagdo hospitalizada, estando
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esse fato relacionado aos avangos da medicina que proporcionaram maior longevidade dos
pacientes expostos a diversas doencas de base (BARKAUSKAS; PERFECT, 2009).

Embora a incidéncia de pneumonia por Candida esteja sendo crescente, 0
diagnostico muitas vezes pode ser desperdicado, ocorrendo casos subnotificados,
verificados ap0ds avaliacdo dos diagndsticos clinicos anteiores ao dbito de pacientes criticos
com os dados obtidos ap6s necropsia (ROOSEN et al., 2000).

Hemoculturas seriadas positivas indicam candidiase disseminada, com invasdo de
multiplos 6rgdos e possivelmente dos pulmdes. Em pacientes com sinais de doenca
pulmonar sem resposta a antibioticoterapia e candidemia, espécies de Candida podem ser o
patégeno envolvido (CHEN et al., 2001).

Kontoyiannis et al. (2002) avaliando casos de candidiase pulmonar confirmada
apos autodpsia, detectaram que a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo da cultura de escarro foram de 85%, 60%, 42% e 93% e para
cultura de lavado bronquico alveolar estes valores foram de 71%, 57%, 29% e 89%
respectivamente. Revelando que, neste caso, a amostra clinica escarro foi mais adequada.

O grande desafio no diagndstico da candidiase pulmonar é diferenciar a
colonizacdo de infeccdo invasiva. Por essa levedura ser um microrganismo comensal das
vias aéreas superiores, a cultura de material obtido deste local frequentemente demonstra
espécies de Candida, especialmente em pacientes hospitalizados e imunossuprimidos. No
entanto, dado o alto valor preditivo negativo, pode-se dizer que na auséncia de culturas de
escarro e lavado broncoalveolar positivas, a possibilidade de pneumonia por Candida é
baixa (AKALIN et al., 2004; DISMUKES; PAPPAS; SOBEL, 2003; KONTOYIANNIs et
al., 2002).

A necessidade de realizacao de procedimentos mais invasivos como bidpsia, torna o
diagnostico de infeccdo pulmonar por Candida dificil, devido essa micose apresentar
elevada mortalidade, é necessario que os medicos sejam capazes de identificar pacientes
predispostos a fim de que seja instituida a terapéutica precocemente (LEON et al., 2006).

A presenca de Candida em uma amostra do trato respiratorio de pacientes
imunocompometidos e/ou com malignidade associada grave que tenha evidéncia clinica de
pneumonia deve ser questionada. Embora a pneumonia bacteriana seja sempre a causa

mais comum, se a condicdo clinica do paciente se agrava, apesar da utilizacdo de
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antibioticos de largo espectro e a bidpsia do tecido ndo pode ser realizada, a utilizacdo de
terapia antifungica empirica deve ser considerada (DE PAUW et al., 2008).

Randhawa e Chowdhary (2008) ressaltam a importancia da interpretacdo do
significado etioldgico das culturas positivas e microscopia direta das secrecdes
respiratdrias para Candida em pacientes que receberam terapia antibacteriana prolongada
ou corticosteraides.

As amostras do trato respiratorio sdo mais frequentemente obtidas mecanicamente
em pacientes ventilados. Dessa antes do inicio do tratamento é necessario determinar se a
presenca de espécies de Candida nesses pacientes representa colonizacdo ou pneumonia
(BARKAUSKAS; PERFECT, 2009).

A pneumonia associada a ventilacdo mecéanica (PAV) é geralmente reconhecida
como o desenvolvimento de uma pneumonia clinica que ocorre mais de 48 horas apos o
inicio da ventilagdo mecéanica, estando os fungos envolvidos em 0,9% de todos os
microrganismos recuperados como possiveis agentes etioldgicos dessa doenca
(CARRILHO et al., 2006; KOLLEF, 2005).

Wood et al. (2006) coletaram amostras de lavado broncoalveolar de pacientes com
trauma internados na UTI com sinais e sintomas clinicos de PAV, sendo obtidas 85
culturas positivas para espécies de Candida, representando um total de 64 episddios de
possivel PAV, sendo tratados 0s pacientes que apresentaram evidéncia clinica.

Em estudo realizado por Ko et al. (2000) com episédios de pneumonia flangica
foram isoladas espécies de Candida, sendo C. albicans obtida em 47% dos casos, C.
tropicalis 22%, C. glabrata 22%, C. parapsilosis 3%, C. guilliermondii 3%, C. humicola
1,7% e C. famata 1,7%.

Maertens, Vrebos e Boogaerts (2001) afirmam que C. albicans € a espécie mais
comumente isolada, estando envolvida em cerca de 50 a 60% dos casos de infeccdo do
trato respiratorio. No entanto, a partir da utilizacdo dos antifngicos triazdis na década de
90, tem se observado uma reducdo na proporcdo de C. albicans e aumento na prevaléncia
de espécies ndo-albicans.

Chen et al. (2001), avaliando casos de infecgdo fungica pulmonar, detectaram que
20 dos pacientes estudados apresentaram evidéncias de infeccédo por espécies de Candida.
Dessas, nove foram por C. albicans, quatro C. tropicalis, quatro C. glabrata e duas C.
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parapsilosis. Doze casos foram de pneumonia e oito de doenga disseminada com foco
pulmonar, apresentando 70% de mortalidade.

Segundo Safdar et al. (2001), em 349 episodios de infec¢do pulmonar, C. albicans
é isolada em 67,3%, C. glabrata 45,6%, C. tropicalis 18,4%, C. parapsilosis 16,6% e C.
krusei 9,6%.

Shen et al. (2005) também detectaram a maior prevaléncia de C. albicans em casos
de infec¢do fungica pulmonar, relacionados com doengas hematoldgicas, constatando a
presenca dessa levedura em 71,42% dos episodios.

Em outro estudo realizado por Abukhabar et al. (2007) com pacientes criticos que
faziam uso de ventilacdo mecénica por mais de 48 horas e que apresentavam sintomas de
infeccdo do trato respiratério, verificou-se que C. albicans foi responsavel por 6,7% dos
casos de pneumonia.

De acordo com Xie et al. (2008), essa levedura € isolada em 28,3% dos pacientes
avaliados, que apresentaram infeccdo flngica invasiva. Em adi¢cdo, também revelaram que
o0 pulméo foi 0 6rgdo mais acometido.

Além do acometimento pulmonar, espécies de Candida estdo envolvidas na
etiologia de micoses invasivas em diversos 6rgdos, como o cora¢do, sendo associadas a
quadros de endocardite infecciosa (COLOMBO, 2003; GARZONI; NOBRE; GARBINO,
2007).

Endocardite

Endocardites fangicas séo infeccOes raras e com uma elevada taxa de mortalidade,
ocorrendo frequentemente associada & candidemia nosocomial (MUEHRCKE; LYTHE;
COSGROVE, 1995). Essa patologia habitualmente é responsavel pela formacdo de
vegetacOes de grandes dimens@es, apresentando elevado risco de embolizacdo séptica,
acarretando muitas vezes no 6bito (MELGAR et al., 1997).

A sintomatologia clinica das endocardites fungicas geralmente se assemelha as
bacterianas, sendo a ocorréncia de fadiga, mal estar, febre, dispnéia, insuficiéncia cardiaca,
embolias periféricas (LIGIA; BADDOUR, 2002), anorexia, sudoreses noturna, anemia,
petéquias cutdneas ou conjuntivais e esplenomegalia, sintomas comuns (WOLKER et al.,
2006), dificultando o diagndstico, levando muitas vezes ao tratamento tardio e a um pior
prognostico (LIGIA; BADDOUR, 2002).
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Essa levedurose € responsavel por 1,3-6% de todos os casos de endocardite. Sua
incidéncia tem aumentado ao longo das duas ultimas décadas como consequéncia do
diagnostico precoce, através de melhores sistemas de cultura e utilizacdo de
ecocardiograma transesofagico, e maior uso de tratamentos agressivos com
antimicrobianos de amplo espectro, drogas citotoxicas e imunossupressores (GARZONI;
NOBRE; GARBINO, 2007).

Espécies de Candida estdo envolvidas em 94,1% dos casos de endocardite fangica,
acometendo principalmente individuos apds realizacdo de cirurgia cardiaca (OTAKI et
al.,1992). C. albicans € a espécie mais comumente isolada, no entanto outras espécies
como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata podem estar envolvidas (MELGAR et al.,
1997).

Episodios de endocardite por espécie de Candida geralmente apresentam altas taxas
de mortalidade que podem chegar a 67%, estando principalmente associada a ocorréncia de
embolizacdo septica (BRANCO et al., 1997). Estudo mais recente afirma que essas taxas
chegam a 40%, ocorrendo uma reducdo do nimero de Obitos devido a instituicdo de
terapéutica adequada e diagnostico precoce (BENJAMIN et al., 2004).

Entre 30 casos de endocardite por Candida estudados por Lefort et al. (2012) 16
ocorreram em pacientes com doenca cardiaca pré-existente e 19 foram causados por
espécies nao-albicans.

Embora C. albicans seja a principal espécie envolvida na etiologia dessa micose, C.
parapsilosis é a espécie ndo-albicans mais comumente isolada. Essa levedura é associada a
17% dos casos diagnosticados, tornando-se a segunda espécie mais comumente envolvida
apos C. albicans (GARZONI; NOBRE; GARBINO, 2007).

Endocardite por C. parapsilosis muitas vezes ocorre associada a fungemia
(CANCELAS et al.,1994). Esse fungo é um importante patdgeno nosocomial e é a espécie
de Candida mais comumente isolado nas méos dos profissionais de salde, estando
associado a ocorréncia de surtos no ambiente hospitalar (DIEKEMA et al., 1997).

Os principais fatores predisponentes a endocardite por C. parapsilosis incluem
realizacdo de transplante de medula déssea (CANCELAS et al.,1994), utilizacdo de
cateteres venosos, ocorréncia de endocardite bacteriana prévia (MUEHRCKE; LYTHE;
COSGROVE, 1995; LOZANO et al.,, 1994) e febre reumatica (Ellis et al.,2001),
utilizacdo de antibioticoterapia de amplo espectro (KALOTERAKIS et al., 2003), proteses
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valvares, drogas intravenosas e nutricdo parenteral, realizacdo de cirurgia abdominal,
imunocomprometimento e doenga valvular pré-existente (GARZONI; NOBRE;
GARBINO, 2007).

Brandstetter e Brause (1980) relatam um caso de endocardite por C. parapsilosis
em usuério de droga intravenosa que havia apresentado anteriormente endocardite
bacteriana por Staphylococcus aureus.

De 56 casos endocardite por C. parapsilosis revistos em 1992, 50% dos pacientes
tinham histérico de uso de drogas intravenosas relacionado com a infeccdo e 60%
apresentavam doenca valvar preexistente (WEEMS, 1992).

Johnston, Schlech e Marrie (1994) e Diekema et al. (1997) descreveram surtos de
endocardite em protese valvar por C. parapsilosis associado a realizacdo de cirurgia para
troca desse dispositivo.

Posteriormente, Inoue et al. (1998) relataram um caso de endocardite ocasionado
por essa espécie, atribuindo a ocorréncia dessa micose a realizacdo de quimioterapia e
utilizacdo de cateter venoso central.

Tonomo et al. (2004) afirmam que essa infeccdo pode estar relacionada a
realizacdo de cirurgia abdominal e Khan et al. (2007) admitem que endocardite por C.
parapsilosis pode ocorrer como consequéncia de infecgcdes da corrente sanguinea e levar a
ocorréncia de acidente vascular cerebral embdlico.

Recentemente, Kumar et al. (2011) descreveram um caso de endocardite em
portador do virus da imunodeficiéncia humana e da hepatite C, ap0s episodio de
endocardite bacteriana.

O tratamento dessa micose ainda é discutido, alguns autores afirmam que a
anfotericina B lipossomal deve ser a terapéutica de escolha, apresentando melhores
resultados que o tratamento com fluconazol, devido a sua melhor penetracdo nas
vegetacbes (LIGIA; BADDOUR, 2002). O voriconazol, outro agente azoélico, também
pode ser utilizado no combate dessa infeccdo. Esse farmaco é uma boa opcdo para o
tratamento de pacientes criticos, devido sua baixa toxicidade em relacdo & anfotericina B
(GHANNOUM; KUHN, 2002).

De acordo com Lopez-Ciudad et al. (2006) tratamento com caspofungina associado
ao voriconazol ¢ efetivo para o tratamento de endocardites por essa levedura. No entanto, a

utilizacdo de equinocandinas isoladamente deve ser cautelosa, devido & ocorréncia de
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resisténcia em alguns isolados de C. parapsilosis a esse grupo de drogas (PAPPAs et al.,
2009).

A terapia antiflngica sozinha apresenta bons resultados em casos onde o paciente
ndo é candidato para intervencao cirurgica (SAITO et al.,2001). Embora a troca da valvula
infectada em conjunto com a terapia antifingica agressiva tem sido associada com taxas de
mortalidade mais baixas (KALOTERAKIS et al., 2003), sendo de 53,3% a taxa de
mortalidade documentada para doentes tratados (GARZONI; NOBRE; GARBINO, 2007).

Trofa, Gacser e Nosanchuk, (2008) afirmam que devido a habilidade de isolados de
C. parapsilosis em se agregarem formando biofilmes em dispositivos invasivos, a
realizacdo de cirurgia para troca de valvula, particularmente quando proteses estdo
envolvidas, é indicada, devendo ser associada & terapia antiflngica.

Lejko-Zupanc e Kozelj (1997) citam um caso endocardite protese de valvula mitral
por C. parapsilosis cujo paciente foi tratado com sucesso apenas com tratamento
antifungico utilizando anfotericina B e em seguida fluconazol como terapia profilatica.

Outro relato também é descrito por Darwazah, Berg e Faris (1999) sobre outro caso
de endocardite associada a troca de protese valvar, cujo paciente foi tratado com o mesmo
esquema terapéutico, no entanto o dispositivo infectado foi substituido cirurgicamente.

As infeccOes ocasionadas pelo género Candida sdo as mais incidentes, no entanto,
outras leveduras podem esta associadas a micoses nosocomiais, entre essas as ocasionadas
por espécies de Trichosporon (COLOMBO, 2003).

2.1.1.2 Tricosporonose

Espécies de Trichosporon séo leveduras que podem ser encontradas no solo, agua e
ocasionalmente, na microbiota normal da pele, unhas e mucosas do trato gastrointestinal e
respiratorio humano (NAKAGAWA et al., 2000).

O género Trichosporon sofreu ampla reavaliacdo taxonémica, sendo hoje composto
por 37 espécies. Dessas T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides, T.
ovoides e T. loubieri podem causar infecgdes no homem (MARTY et al., 2003).

Essas leveduras tém sido associadas a infec¢des superficiais. No entanto, na ultima

década, infecgdes invasivas s@o relatadas, como as ocasionadas por T. inkin, um agente



48

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

classico de piedra branca que atinge a pubis e cabelo humano (CHOWDHARY et al.,
2004).

A maioria das infeccdes disseminadas por espécies de Trichosporon sao relatadas
em pacientes imunocomprometidos com neutropenia grave, geralmente com malignidade
hematologica. A infeccdo progride rapidamente e pode ocorrer faléncia de multiplos
6rgdos, como pulmdes, rins e baco, sendo as lesdes cutaneas um provavel sinal de infec¢do
disseminada (KONTOYIANNIS et al., 2004; ROJAS; MAGDALENA, 2004).

Esses fungos tém emergido como agentes oportunistas, causando infeccdes
sistémicas em imunocomprometidos que apresentam progndstico ruim, especialmente em
pacientes neutropénicos (CHOWDHARY et al., 2004), podendo a taxa de mortalidade
chegar a 100% em pacientes com neutropenia persistente (BASSETTI et al., 2004).

As infecgbes por esse género podem apresentar grande variedade de manifestagdes
clinicas, desde acometimento cutaneo superficial até quadros sépticos graves em pacientes
imunodeprimidos. Desde o primeiro relato de infecgdo disseminada em um paciente com
leucemia em 1970, casos esporadicos sdo relatados (AGIRBASLI et al., 2008; CHAGAS-
NETO; CHAVES; COLOMBO, 2008; FAGUNDES-JUNIOR et al., 2008).

O tratamento antibi6tico de amplo espectro e a quebra das barreiras anatbmicas sao
fatores que aumentam a colonizagdo da mucosa e infecgdo invasiva subsequente por essa
levedura. A taxa de mortalidade é alta, variando de 60% a 80% (RICHARDSON; LASS-
FLORL, 2008).

Tricosporonose é uma infeccdo fangica invasiva rara, mas frequentemente fatal em
pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles com malignidades hematoldgicas.
No entanto, durante as duas Ultimas décadas essa levedura emergiu como importante
patdgeno oportunista (GUEHO et al., 1994).

Embora tricosporonose represente uma pequena porcentagem de todas as infeccdes
fangicas invasivas, espécies de Trichosporon tém sido relatadas como a segunda ou
terceira levedura mais comum em casos de fungemia (FOURNIER et al., 2002).

Essas infecgdes tém se tornado frequentes em pacientes com doengas
hematoldgicas malignas, queimaduras extensas, tumores solidos e aids, representando
cerca de 10% de todos os casos confirmados de micoses disseminadas (COWDHARY et
al., 2004; WALSH et al., 2004).
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Em pacientes imunocompetentes, as doencas invasivas por essa levedura s&o
associadas a cirurgias oftalmologicas, infecgdes pds proteses, uso de drogas por via
intravenosa e realizacdo de dialise peritoneal (ABDALA et al., 2005).

Girmenia et al. (2005), relatam que de 287 casos de infecgdes causadas por
espécies de Trichosporon, 63% ocorrem em portadores de doengas hematoldgicas
malignas. Desses, 47,1% de leucemia mieléide aguda, apresentando uma taxa de
mortalidade de 64,7%.

O uso de cateter venoso é outro fator de risco para infec¢do por leveduras desse
género, sendo a ocorréncia de neoplasias hematoldgicas o maior fator associado
(RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008).

A identificacdo das espécies e a tipagem molecular tornaram-se elementos criticos
nas investigacoes de surtos de infec¢bes fungicas nosocomiais. Os estudos devem buscar a
origem da infeccdo hospitalar através da comparacdo genética entre isolados invasivos ou
nédo invasivos entre si e com o0s provenientes dos instrumentos terapéuticos (TOSCANO;
JARVIS, 1999).

As terapéuticas sao eficazes quando a doenca é detectada na fase inicial, sendo,
portanto, o diagndstico precoce um fator importante para 0 sucesso na gestdo de pacientes
com tricosporonose. Infelizmente, dificuldades na identificagdo desses microrganismos
conduzem a tratamentos tardios, sendo muitas vezes o diagndstico realizado pés-morte
(MORETTI-BRANCHINI et al., 2001).

Walsh et al. (1986) documentaram que 55 dos 67 casos revisados de tricosporonose
ocorreram em pacientes com cancer, estando a leucemia ou linfoma presente em 60% dos
casos.

Goodman et al. (2002) afirmam que essa micose ocorre em portadores de leucemia
linfocitica aguda. Segundo Girmenia et al. (2005), a incidéncia nesse grupo de pacientes
atingiu 0,4% em um estudo multicéntrico realizado na Italia.

Pagano et al. (2006) afirmam que espécies de Trichosporon estdo envolvidas em
4% das infeccOes fangicas invasivas em portadores de doencas hematologicas malignas,
sendo os portadores de leucemia mieldide aguda os mais acometidos, apresentando 40% de
mortalidade atribuivel.

Matsue et al. (2006) verificaram que de 915 pacientes atendidos no departamento

de hematologia e oncologia de um hospital do Japdo, quatro tiveram hemoculturas
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positivas para espécies de Trichosporon apresentando como sitio de infec¢do o pulmao, a
pele e 0 sangue.

Ribeiro et al. (2008) investigaram 21 isolados clinicos de isolados de Trichosporon,
identificados através de técnicas convencionais e moleculares como T. asahii (9), T.
faecale (5), T. inkin (3), T. coremiiforme (2), T. asteroides (1) e T. japonicum (1), sendo T.
asahii isolado em 83% das cepas obtidas de amostras clinicas invasivas e T. inkin em 14%.

Chagas-Neto et al. (2009) avaliaram 22 casos de fungemia por espécies de
Trichosporon. Desses, 44% ocorreram em pacientes pediatricos que apresentaram taxa de
mortalidade de 30%. Os isolados foram identificados como T. asahii (15), T. asteroides
(5), T. coremiiforme (1) e T. dermatis (1).

Ruan et al. (2009) realizaram estudo retrospectivo com 43 episédios de
tricosporonose, sendo as espécies isoladas, em sua maioria, de amostras de sangue, urina,
ferida cirurgica e escarro e identificadas como T. asahii em 32 casos, T. dermatis em 5, T.
montevideense em 2 e T. asteroides, T. cutaneum, T. faecale e T. ovoides em um cada.

Taj-Aldeen et al. (2009) procederam a andlise da regido ITS do rDNA a fim de
identificar isolados clinicos de Trichosporon, sendo esses identificados como T. asahii
(17), T. inkin (3), T. dohaense (3), T. faecale (2) e T. japonicum (2).

Sugita et al. (2000) sugerem que T. asahii € um patégeno ambiental comum e
Martins-Diniz et al. (2005) afirmam que essa espécie pode ser detectada em profissionais
de salde e em areas hospitalares, com prevaléncia de 30% entre as leveduras isoladas.

Ahmad, Al-Mahmed e Khan (2005) realizaram caracterizacdo de 29 isolados de
Trichosporon, identificados previamente como T. asahii, detectando através da analise da
regido ITS que apenas 25 isolados pertenciam a essa espécie, sendo 0s quatro restantes
identificados como T. asteroides, sendo posteriormente constada heterogeneidade
genotipica entre todos os isolados através da genotipagem dos isolados.

Rodrigues et al. (2006) relataram 22 casos de infeccdo hospitalar causada por T.
asahii, detectados durante um periodo de seis anos (1999-2005) em um hospital do Brasil.

Asada et al. (2006) descreveram um caso de fungemia por T. asahii em portador de
leucemia mieldide aguda que fazia uso de cateter venoso central.

Essa levedura é considerada um dos agentes etiolégicos mais comuns de infecgdes
da corrente sanguinea por espécies ndo-Candida, sendo isolado em casos de tricosporonose

em recém-nascidos, em pacientes com aids e submetidos a transplante de medula 6ssea, no
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entanto, a maioria, dos relatos mostram que essa levedura afeta principalmente pacientes
com doencas hematoldgicas e neutropenia profunda (GHIASIAN; MAGHSOOD;
MIRHENDI, 2006; GROSS; KAN, 2008; RASTOGI; NIRWAN, 2007).

O prognostico das micoses por espécies de Trichosporon € ruim, mais de trés
quartos de Obitos dos pacientes. Isolados de T. asahii muitas vezes sdo resistentes in vitro a
anfotericina B, sendo o tratamento com antifuUngicos azbis e triazois indicado
(BAYRAMOGLU et al., 2008).

Fagundes-Junior et al. (2008) descrevem um caso de tricosporonemia em paciente
admitida em UT] cardiologica, que ap6s sete meses de internacao, evoluiu com infeccédo do
trato urinario sintomatica (febre e pidria) causada por T. asahii seguida de hemocultura
positiva para a mesma espécie.

Silva et al. (2008) analisaram cepas dessa levedura recuperadas de espécimes
clinicos obtidos da cavidade bucal e urina de pacientes internados em UTI detectando
grande similaridade genética dos isolados, o que pode sugerir uma infeccdo comum entre
0S pacientes.

Thibeault et al. (2008) relataram um caso de uma crianca com 11 anos portadora de
leucemia linfoblastica aguda que apresentou mucosite, desconforto respiratério leve e
febre, sendo isolado T. asahii em culturas de sangue, urina e fragmento hepatico.

Embora T. asahii seja a espécie mais frequentemente isolada, dentro deste género,
em infec¢bes humanas, outras espécies também podem estar envolvidas em quadros fatais
como T. cutaneum e T. pullulans (NISHIMURA et al., 1998).

InfeccOes por T. pullulans raramente ocorrem, no entanto, Moylett, Chinen e
Shearer (2003) relataram que essa levedura pode causar micoses em portadores de doencas
granulomatosas e Neves et al. (2002) afirmam que essa espécie pode causar lesdo na
cavidade oral de paciente com aids. Carvalho et al. (2008) descrevem um caso de
tricosporonose por T. cutaneum, com curso fatal em crianga portadora de tumor de Wilm’s.

Assim como Trichosporon, que causa variados quadros clinicos e possui estruturas
reprodutivas que estdo associadas ao seu potencial patogénico e de disseminacao,
Geotrichum também apresenta estas caracteristicas, sendo responsavel pela geotricose
(BARNETT; PAINE; YARROW et al., 2000).
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2.1.1.3 Geotricose

Espécies de Geotrichum sdo semelhantes as de Trichosporon por possuirem hifas
artrosporadas, mas diferem por ndo serem capazes de degradar a uréia, nao se
reproduzirem por brotamento e serem incapazes de assimilar um grande nimero de fontes
de carbono (DE HOOG; GUARRO, 1995).

Esses fungos sdo ubiquos, podendo ser encontrados no solo, alimentos, na pele e
mucosas humana, sendo o trato digestivo e respiratdrio relatados como possiveis portas de
entrada para infeccdo (AMFT et al., 1996).

Geotricose € uma infeccdo fungica rara ocasionada por espécies de Geotrichum,
sendo episodios de neutropenia grave, realizacdo de transplantes, uso de quimioterapia
citotoxica, corticosterdides, antibidticos de amplo espectro e cateter venoso, fatores
predisponentes relacionados a essa patologia (D’ ANTONIO et al., 1994; VERGHESE;
RAVICHANDRAN, 2003).

Essa micose apresenta varias manifestacfes clinicas desde formas pulmonares
(Fianchi et al., 2008) a disseminadas (ETIENNE et al., 2008).

Embora a maioria das infecc@es fungicas sejam causadas por espécies de Candida e
Aspergillus, G. capitatum (Saprochaete capitata) tem sido documentado como uma causa
emergente de infeccdes sistémicas (MARTINO et al., 1990).

As manifestacGes clinicas relatadas em casos de infeccdo por S. capitata incluem
septicemia, meningite, encefalite, osteomielite vertebral, endocardite, infeccdes
respiratérias e gastrointestinais. A infeccdo, geralmente, tem inicio em um periodo de
granulocitopenia profunda e prolongada e o quadro clinico é caracterizado por febre sem
resposta aos antibioticos de amplo espectro (MARTINO et al., 1990).

Essa espécie também pode estar associada a quadros de geotricose disseminada em
portador de linfoma ndo-Hodgkin (AMFT et al., 1996).

Girmenia et al. (2003) estudaram 23 isolados clinicos de S. capitata, sendo desses
17 provenientes de amostras de sangue, dois do trato respiratorio inferior, dois do trato
respiratorio superior e dois do trato urinario, sendo a anfotericina B o agente antifingico de
escolha para o tratamento dessa micose.

A infeccdo fungica invasiva causada por S. capitata é frequentemente caracterizada

pelo envolvimento de multiplos 6rgdos, com curso fatal, apresentando mortalidade de 40 a
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75% em pacientes hematoldgicos. Quando ocorre envolvimento pulmonar, infiltrados
pulmonares sdo geralmente visiveis na radiografia de torax (MARTINO et al., 2004).

Wills et al. (2004) descreveram um caso de pneumonia por S. capitata em paciente
imunocompetente que apresentou imagem radiolégica densa no lobo inferior esquerdo e
ndo apresentou resposta clinica ao tratamento com antifingicos de amplo espectro. O
paciente ndo era fumante, mas possuia o habito de mascar tabaco, sendo esse reutilizado
diversas vezes e, muitas vezes, entrando em contato com o solo, possivel fonte de infecgao.

Essa espécie € uma causa incomum, mas frequentemente fatal, de infeccdes
invasivas em pacientes imunodeprimidos, particularmente aqueles com neoplasias
hematoldgicas (GIRMENIA et al., 2005), principalmente os portadores de leucemia aguda
(PAGANO; CAIRA; FIANCHI, 2005).

Em estudo retrospectivo multicéntrico na Italia, a incidéncia de infeccdo por S.
capitata em pacientes com leucemia aguda foi de 0,5%, com uma taxa de mortalidade de
55,7%. Esse fungo é suscetivel a anfotericina B e a azdllicos, mas é intrinsecamente
resistente as equinocandinas (GIRMENIA et al., 2005).

2.1.1.4 Infeccdo invasiva por Pseudozyma aphidis

A levedura anamérfica Pseudozyma aphidis € uma heterobasidiomiceto da ordem
Ustilaginales, sendo principalmente isolada de plantas (SUGITA et al., 2003).

Pouco se sabe a respeito da patogenicidade desse fungo. Essa levedura é
considerada um patégeno oportunista, acometendo individuos imunocomprometidos, e
uma espécie emergente devido a raridade de casos descritos (LIN et al., 2008).

Infeccdes por espécies de Ustilago tém sido relatadas em pacientes que fazem uso
de cateter venoso central (CVC) (PATEL et al., 1995) e em pacientes com erupcao cutanea
cronica (TEO; TAY, 2006).

Sugita et al. (2003) descrevem um caso de infeccdo da corrente sanguinea por P.
aphidis em paciente tailandés.

Lin et al. (2008) relataram um caso de infeccdo por essa levedura associada ao uso

de cateter venoso central (CVC) em uma crianga com sindrome do intestino curto.
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As leveduroses sdo as infecches oportunistas mais incidentes em pacientes
internados em UTIs, no entanto, uma ampla variedade de fungos filamentosos, entre esses

especies de Aspergillus também podem estar envolvidos (KUMAR et al., 2005).

2.1.2 Micoses oportunistas por fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo microrganismos ubiquos no ambiente, capazes de
causar infeccdo invasiva em quase todos pacientes imunodeprimidos, incluindo os
transplantados de células tronco ou de érgdos sélidos, que fazem uso de corticosterdides ou
outros imuno-moduladores e 0s neutropénicos, devido ao neutrdfilo ser o principal
mediador da imunidade inata, participando ativamente no processo de defesa das infec¢oes
fangicas, liberando substancias oxidantes e enzimas lisossomais (DAVID, 1998;
PERFECT et al., 2001).

Esses fungos sdo agentes etioldgicos de infec¢des nosocomiais oportunistas, menos
comumente isolados que as espécies de Candida, porém apresentam indices de mortalidade
superiores, chegando a mais de 80% nos transplantados de medula 6ssea (KLASTERSKY;
AOUN, 2004).

As micoses causadas por fungos filamentosos sdo extremamente importantes
devido & grande incidéncia de infecgdes invasivas ocasionadas por esses microrganismos
em portadores de doencas hematologicas malignas, sendo espécies de Aspergillus
frequentemente envolvidas (PAGANO et al., 2006) e relacionadas a uma alta taxa de
morbidade e mortalidade (RIHARDSON; LASS-FLORL, 2008).

2.1.2.1 Aspergilose

O primeiro caso de aspergilose foi relatado no ano de 1953, ocorrendo em
imunodeprimido, sendo associado ao uso de corticosteroides e quimioterapia citotoxica
(RANKING, 1953).

O género Aspergillus contém aproximadamente 200 espécies, mas apenas uma
minoria infecta 0 homem (DENNINg, 1998). Essas séo fungos filamentosos hialinos de
distribuicdo universal, normalmente presentes no solo, plantas, alimentos, ar, agua e

ocasionalmente no ser humano (CHEN et al., 2001), onde pode ser evidenciada a presenca
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de hifas hialinas, com septos e ramificacbes em angulo agudo (LIN; SCHRANZ;
TEUTSCH, 2001).

Os conidios sdo facilmente dispersos pelo ar e apds serem inalados pelo homem,
essas espécies tornam-se saprébios do trato respiratorio alto; no entanto, algumas vezes
estes propagulos podem atingir as vias aéreas inferiores onde, em imunocompetentes, sdo
fagocitados e destruidos por macréfagos alveolares (ANAISSIE; PENZAK; DIGNANI,
2002; CHEN et al., 2001).

As infeccGes em humanos sdo causadas principalmente por A. fumigatus, um fungo
termotolerante que cresce em temperatura de até 50°C, seguido por A. flavus, A. niger, A.
nidulans e A. terreus (STEINBACH et al., 2004).

Essas espécies sdo frequentemente descritas em pacientes com neoplasias
hematoldgicas, que realizaram transplantes de Orgdos e submetidos a hemodialise
intermitente cronica (DENNING, 1998), as quais estdo associadas com constru¢des no
ambiente hospitalar e/ou sistemas de ventilagdo contaminados (OREN et al., 2001).

Caillot et al. (2001) relatam casos de aspergilose invasiva (Al) em portadores de
doencas hematoldgicas malignas. Desses, 92% eram portadores de leucemia aguda, sendo
a duracdo e a severidade da neutropenia fator associado a ocorréncia dessa micose.

Essa patologia ocorre mais comumente em episodios de neutropenia prolongada
(particularmente por mais de trés semanas) ou disfuncdo dos neutrofilos, ocorrendo em
13% dos transplantados de medula 6ssea (MARR et al., 2002) e em 14-18% dos de 6rgdos
solidos, sendo pacientes que realizaram transplante de pulmado os que apresentam maior
risco (HAGERTY et al., 2003).

No entanto, evidéncias da literatura indicam que espéecies de Aspergillus podem
causar doenca invasiva em outras categorias de doentes, sem imunodeficiéncia grave
aparente, como portadores de doengas criticas como doenca pulmonar obstrutiva crénica
(VANDEWOUDE et al., 2004).

De acordo com Garnica e Nucci (2005), portadores de leucemia linfocitica cronica
sdo mais acometidos por aspergilose durante o tratamento quimioterapico.

Vérios estudos destacam o aumento da incidéncia de infec¢bes invasivas por
Aspergillus associadas com a medicina de cuidados intensivos. Doentes criticos
apresentam uma mudanca complexa na resposta imune, caracterizada pela desativagao dos

macrofagos e resposta celular alterada devido & gravidade da doenga. Este distarbio
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imunolégico explica a ocorréncia de aspergilose em pacientes gravemente doentes que nao
apresentam fatores predisponentes cléssicos (GARNACHO-MONTERO et al., 2005;
VANDEWOUNIDE et al., 2006).

Cornillet et al. (2006) avaliaram 88 casos de Al, sendo 47% diagnosticados na UTI
e 40% em unidades de hematologia. A ocorréncia de neutropenia foi o fator de risco
predisponente em 52 pacientes (59%) e a maioria desses tinham neoplasias hematoldgicas
ou solidas.

Vandewounide et al. (2006) relataram uma taxa de mortalidade de 80% em
pacientes com Al suspeita ou comprovada, que apresentavam pelo menos uma dessas
condicBes subjacentes, apesar da terapia antifungica.

A ocorréncia dessa micose depende mais dos fatores do hospedeiro do que da
viruléncia ou patogenicidade das espécies envolvidas, sendo mais de 60% dos pacientes
acometidos portadores de doencas hematoldgicas subjacentes ou submetidos a transplante
de medula d6ssea (LASS-FLORL; GRIF; KONTOYIANNIS, 2007; SEGAL; WALSH,
2006), estando essa infeccdo também relacionada a terapia com corticosterdides e a
imunodeficiéncias adquiridas ou congénitas (TSAI et al., 2006; ZMEILI; SOUBANI,
2007).

A aspergilose apresenta um amplo espectro de manifestacfes clinicas dependendo
da resposta imunoldgica do hospedeiro. O pulmao é o érgdo mais comumente afetado por
essa infeccdo e é onde ocorre prevalentemente a infec¢do primaria (DELONE et al., 1999;
FRANQUET et al., 2001; IWEN et al., 1998).

As espécies de Aspergillus sdo capazes de invadir as paredes dos vasos sanguineos,
causarem infarto, necrose de tecidos e disseminar-se amplamente (LIN; SCHRANZ;
TEUTSCH, 2001), podendo causar um amplo espectro de doencas incluindo alergia,
infeccdo superficial relacionada a trauma e doenca invasiva (LATGE, 2001).

Em alguns casos pode ocorrer formacao de bola fungica ou aspergiloma sendo esta
estrutura constituida por micelio fungico, células inflamatorias, fibrina, muco e restos de
tecido, desenvolvendo-se geralmente em uma cavidade pulmonar preexistente formada
pela tuberculose, sarcoidose, cistos brénquicos, espondilite anquilosante e neoplasia
pulmonar, sendo a tuberculose a condicdo mais frequentemente associada (SOUBANI;
CHANDRASEKAR, 2002).
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A traqueobronquite é uma forma incomum, restrita a traquéia e aos brénquios,
encontrada principalmente em pacientes com aids e transplantados pulmonares. As
manifestacOes sugestivas verificadas através da imagem, quando presentes, sdo sutis e 0
diagnostico requer broncoscopia com biopsia (HELMI et al., 2002).

A forma pulmonar alérgica ou saprobidtica é raramente encontrada em
imunocomprometidos. Essa consiste em uma reacdo de hipersensibilidade a presenca de
Aspergillus nas vias aéreas, ocorrendo principalmente em pacientes com asma
(FRANQUET et al., 2004).

A aspergilose crénica necrotizante ou semi-invasiva é outro tipo raro de infecgédo
que afeta pacientes com imunossupressdo leve, como portadores de diabetes mellitus,
doenga pulmonar obstrutiva cronica, com idade avancada, desnutri¢do, alcoolismo e que
fazem uso de corticosterdides e antibioticoterapia prolongada (FRANQUET et al., 2004).

A infeccdo pulmonar é uma representacdo fenotipica da interacdo entre o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro e a viruléncia flngica, sendo 0s seios nasais ou 0
trato respiratdrio inferior portas de entrada comuns (MEERSSEMAN et al., 2004).

Danos nos mecanismos de defesa locais e sistémicos tornam o pulméo vulneravel
aos propagulos de microrganismos inalados. A invasdo do parénquima pulmonar se
desenvolve ao longo de dias ou semanas ap0s a exposi¢do, normalmente em pacientes com
disturbios imunoldgicos graves (KLASTERSKY; AOUN, 2004).

Apds a colonizacgdo do trato respiratdrio inferior pelos conidios, esses germinam e
invadem tecidos adjacentes, produzindo pneumonia aguda necrotizante, ocorrendo
frequentemente infiltracdo das paredes vasculares levando ao infarto pulmonar seguido de
cavitacdo e hemorragias (Meersseman et al., 2004).

As manifestacbes clinicas incluem febre persistente, apesar do uso de antibidticos
de largo espectro; hemoptise, dor pleuritica e tosse seca, podendo aparecer posteriormente
dispnéia e hipoxemia que indica invasao pulmonar extensa e prognéstico ruim; secrecéo
nasal, epistaxe e inchago facial que estdo associadas ao envolvimento dos seios paranasais
(KLASTERSKY; AOUN, 2004).

As doencas invasivas das vias aéreas sdo responsaveis por cerca de 15% dos casos
de aspergilose pulmonar (LATGE, 1999), sendo caracterizada por invasdo tecidual

limitada as vias aéreas ou associada a invasdo vascular, sendo esta Ultima a forma mais
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grave de doenca pulmonar por Aspergillus (FRANQUET et al., 2001; OH; EFFMANN;
GODWIN, 2000).

A aspergilose pulmonar invasiva ¢ a forma mais comum da doenca, ocorrendo
tradicionalmente de 10 a 14 dias apds a realizacdo de transplante de células-tronco
hematopoéticas, sendo associada a granulocitopenia severa (POUND; DREW; PERFECT,
2002).

Apos a invasdo das vias aéreas, propagulos fungicos podem invadir arteriolas
pulmonares adjacentes, causando trombose, necrose tecidual e disseminacdo, sendo mais
de 90% dos casos de Al iniciados ou limitados aos pulmdes (POUND; DREW; PERFECT,
2002).

A doenca disseminada tem uma tendéncia a associar-se a determinados 6rgaos,
ocorrendo no cérebro em 44% dos casos (YOUNG et al., 1970). A invasdo dos vasos
sanguineos pelo fungo ocorre em qualquer érgdo envolvido, resultando em diferentes graus
de trombose vascular, infarto, hemorragia, necrose e abscessos, sendo 0 comprometimento
cerbral comumente fatal em individuos imunocomprometidos, mesmo com terapia
antifingica adequada (BODEY; VARTIVARIAN, 1989).

As caracteristicas clinicas da aspergilose do sistema nervoso central incluem febre,
alteracbes do estado mental e déficits neuroldgicos, sendo o uso de altas doses de
esterides ou antibidticos de largo espectro, imunossupressores e neutropenia fatores
predisponentes (BOES et al., 1994).

Segundo Kurita; Shiokawa; Furuya (1995), a aspergilose rino-cerebral tem sido
descrita quando o sistema nervoso é comprometido a partir de uma infeccdo nasal primaria,
mas nesses casos, se formam abscessos ou granulomas nos seios paranasais ou lobo frontal
e temporal.

O sistema nervoso central pode ser afetado de diferentes formas por espécies de
Aspergillus incluindo a formagdo de abscessos ou granulomas no parénquima cerebral,
aracnoidite difusa, acidente vascular cerebral ou da medula espinhal, aneurisma micotico
ou abscesso epidural espinhal (PARKER et al., 1996).

Quando a infeccdo do sistema nervoso ocorre a partir de um foco primario
pulmonar ou cardiaco, o envolvimento neuroldgico é geralmente sob a forma de

aracnoidite difusa, acidente vascular cerebral ou abscessos multiplos. Caso a aspergilose



59

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

esteja relacionada a um procedimento neurocirdrgico, a infecgdo esté localizada no local da
inoculacdo fangica (BRUTTO, 2000).

O fungo tem uma predisposicdo especial para invadir a parede do vaso sanguineo e
causar necrose coagulativa intracraniana, a qual, por sua vez, é causa da trombose arterial e
acidente vascular cerebral (HIBBERD, 1996).

Kleinchmidt-DeMasters (2002), em estudo retrospectivo, detectaram que
aspergilose cerebral esteve presente em 0,4% das necropsias realizadas em um hospital
universitario do Colorado, EUA, no periodo de 1981-1990 e em 1,4% no periodo de 1991-
2000, sendo A. fumigatus a espécie isolada em quase todos 0s pacientes, exceto em um que
apresentou infeccdo por A. flavus.

Kleinschmidt-DeMasters (2002) avaliaram uma série de 71 autdpsias em pacientes
com aspergilose invasiva, detectando que 42 tiveram aspergilose cerebral.

Segundo Jantunen et al. (2003), essa aspergilose cerebral ocorre em 14% a 42% dos
pacientes com aspergilose invasiva portadores de leucemia aguda ou que realizaram
transplante alogénico de células-tronco. Klastersky e Aoun (2004) relatam que o
envolvimento cerebral ocorre em 10-15% dos casos.

Em estudo realizado avaliando retrospectivamente 81 pacientes, 54% portadores de
doencgas hematoldgicas, com aspergilose cerebral ‘“comprovada” ou “provavel”, foi
constatado que a realizacdo de neurocirurgia como craniotomia, drenagem e ressec¢do do
abscesso, associada a terapia antifingica com voriconazol, melhora o progndstico dos
pacientes, sendo a conduta terapéutica mais adequada (SCHWARTZ et al., 2005).

Tsai et al. (2006) descreveram um caso de Al em portador de purpura
trombocitopénica idiopatica que durante o curso do tratamento com corticosterdides e
imunossupressor desenvolveu aspergilose pulmonar invasiva e abscesso cerebral.

Iwen et al. (1998) em estudo retrospectivo analisaram casos de aspergilose
ocorridos em doze anos detectando a ocorréncia de 133 casos de Al. Desses, 67 foram
causados por A. flavus, 51 A. fumigatus, 13 A. terreus e A. niger e A. ustus em um caso
cada, verificando também que a forma disseminada ocorreu em 67 casos, sendo em 56
foram secundéria a infec¢do pulmonar primaria.

A Al emergiu como uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
pacientes imunocomprometidos. A. fumigatus é a espécie mais frequentemente isolada,

sequido de A. flavus, A. niger e A. terreus reconhecida por causar infeccgoes
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frequentemente letais em portadores de leucemia miel6ide crénica (HACHEM et al.,
2004).

Oliveira, Marchiori e Souza Jr (2004) relatam a ocorréncia de trés casos de
aspergilose pulmonar por A. fumigatus em portadores de leucemia.

Em alguns estudos, A. flavus € mais comum do que o A. fumigatus. Essa espécie
emergente produz aflatoxinas, os mais tdxicos e potentes compostos naturais
hepatocarcinogénicos ja caracterizados, sendo infec¢Ges causadas por novas espécies de
Aspergillus cada vez mais relatadas (BALAJEE et al., 2006).

Ali et al. (2006) descrevem um caso de aspergilose pulmonar invasiva em portador
de leucemia aguda promielocitica, sendo o diagnostico realizado através da deteccdo de
infiltrado pulmonar no lobo inferior esquerdo e no isolamento de A. flavus em espécime
cirurgico obtido de lesdo pulmonar cavitéaria.

Chamilos et al. (2006) avaliaram casos de infeccao fangica invasiva em portadores
de doencas hematoldgicas malignas em um centro de tratamento de cancer e detectaram
que a prevaléncia de Al variou entre 16 a 19%, sendo 62% dos casos causados por A.
flavus e A. terreus.

A. terreus tem se tornado uma causa frequente de infec¢bes oportunistas e € motivo
de grande preocupacdo, devido a sua resisténcia in vivo e in vitro a anfotericina B
(STEINBACH et al., 2004).

Steinbach et al. (2004) realizaram estudo retrospectivo com casos de infec¢fes
invasivas por A. terreus, sendo analisados 83 casos dos quais 47% de Al “comprovada” e
53% de “provavel”, detectando que Al apresentou 55,8% de mortalidade no grupo de
pacientes que realizaram terapia antifingica com voriconazol e 73,4% no grupo que
recebeu terapia com outros antifngicos, constatando que o voriconazol € considerada a
melhor escolha de tratamento para infeccédo por A. terreus.

A utilizacdo de técnicas moleculares com espécies de Aspergillus tem se mostrado
atil em muitas situacdes epidemiologicas (BADDLEY et al., 2003).

Baddley et al. (2003) procederam estudo epidemiolégico em um hospital
universitario com isolados clinicos de A. terreus de 41 pacientes, desses, 23 foram
avaliados quanto a similaridade genética através da técnica de RAPD, sendo verificado 19
linhagens diferentes o que afasta a possibilidade de fonte de infeccdo comum entre os

pacientes.
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De acordo com Lass-Florl, Grif e Kontoyiannis (2007), os resultados obtidos
através de analise genética pela técnica de RAPD indicam que a aquisicdo nosocomial de
uma linhagem clonal de A. terreus é altamente improvavel devido a diversidade genética
dos isolados clinicos e ambientais.

No entanto, em estudo realizado em outro hospital, Lass-Florl et al. (2000)
detectaram que alguns pacientes apresentaram cepas de A. terreus idénticas as isoladas em
vasos de plantas do ambiente nosocomial, indicando a necessidade de monitoramento
ambiental constante em unidades hospitalares com pacientes de alto risco, como 0s
portadores de doencas hematoldgicas malignas.

Blum et al. (2008) realizaram estudo com cepas de A. terreus provenientes do ar do
interior de um hospital universitario, do ar exterior e de amostras clinicas (de pacientes
colonizados ou infectados). O perfil genotipico foi avaliado verificando grande diversidade
gendmica dos isolados, ndo sendo possivel relacionar a possivel fonte de infeccao.

O prognéstico da Al estd relacionado ao grau de envolvimento dos 6rgdos. A
doencga pulmonar localizada tem menor mortalidade, de 42%, enquanto a aspergilose
disseminada ou cerebral apresenta uma mortalidade de aproximadamente 100%
(CHANDRASEKAR; WEINMANN; SHEARER, 1995; LIN; SCHRANZ; TEUTSCH,
2001).

De acordo com Lin, Schranz e Teutsch (2001) a taxa de mortalidade associada a Al
é de 58%, sendo esse numero elevado para 86,7% em transplantados de medula dssea e
para 88,1% nos casos de aspergilose cerebral e disseminada.

Al deve ser considerada como uma doenga infecciosa emergente em UTI, mesmo
na auséncia de imunodeficiéncia predisponente aparente, apresentando incidéncia de 2,7%
confirmada apds autopsia (DIMOPOULOS et al., 2003).

Em um estudo multicéntrico realizado na Espanha, observou-se uma incidéncia de
Al em 11/1000 internacdes, apresentando mortalidade de 80% em pacientes infectados e
50% nos colonizados (GARNACHO-MONTERQO et al., 2005).

Pode-se especular que a incidéncia de Al em UTIs é subestimada, pois a maioria
das instituicdes ndo tem uma politica de protocolo de autdpsia, e a sensibilidade da cultura
é de apenas 30% (VANDEWOUDE et al., 2006).

O diagnostico dessa micose permanece problematico. A biopsia com evidéncias de

invasdo tecidual é preferivel, mas ndo é facilmente obtida em imunossuprimidos e
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trombocitopénicos. Por outro lado, nesses pacientes, uma cultura positiva de escarro ou
lavado broncoalveolar é altamente associada com doenga invasiva e fornece evidéncia
concreta para iniciar a terapia (PERFECT et al., 2001).

A sensibilidade das amostras de escarro e de lavado broncoalveolar para
diagndstico micoldgico é cerca de 30% e 50%, respectivamente. Em pacientes com
broncopneumonia por Aspergillus, a sensibilidade do lavado broncoalveolar é maior do
que em pacientes com a forma angioinvasiva da doenga. No entanto, a da biépsia pulmonar
guiada por tomografia computadorizada se aproxima dos 70%, sendo ainda maior para
bidpsia cirurgica com até 90% (PAGANO et al., 2001).

O exame microscopico direto € importante para a valorizacdo da cultura positiva,
devido a visualizacdo de hifas septadas dicotdmicas aumentar a probabilidade de doenca
invasiva (UFFREDI et al., 2003).

Em um estudo retrospectivo abordando a importancia do isolamento de Aspergillus
em amostras respiratérias em pacientes ndao granulocitopénicos, a deteccdo de hifas
septadas foi significativamente maior nos pacientes infectados do que nos colonizados
(UFFREDI et al., 2003).

A combinacdo de uma cultura positiva e a presenca de hifas septadas em amostras
do trato respiratorio inferior foi usada para discriminar a colonizacdo da infeccdo em
pacientes ndo granulocitopénicos, sendo verificado uma taxa de mortalidade de 77% versus
40% dos pacientes considerados colonizados (MEERSSEMAN et al., 2004).

Apesar da cultura de amostras do trato respiratorio positiva para espécies de
Aspergillus ndo ser sensivel, nem especifica, muitas vezes ¢ o primeiro indicio para o
diagnostico de pacientes em estado critico. Excluindo a possibilidade de contaminacéo
durante a fase pré-analitica da amostra, o isolamento de Aspergillus no trato respiratério
pode representar infec¢do, coloniza¢do ou um marcador para o desenvolvimento futuro de
doenca invasiva (VANDEWOUDE et al., 2006).

Nesse contexto, o diagnéstico sorologico da infeccdo por Aspergillus deve ser
realizado, a fim de contribuir na confirmagdo e deteccdo da infeccdo. Esse se baseia na
deteccdo de galactomanana, um polissacarideo presente na parede celular do fungo e
liberado nos fluidos biolégicos. O método ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
apresenta alta sensibilidade e especificidade, permitindo deteccdo de niveis muito baixos

de galactomanana circulante. Esse teste sorolégico normalmente é positivo dias antes dos
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resultados de cultura, permitindo confirmacdo do diagndstico precocemente. Além disso,
exames seriados sdo Uteis na avaliacdo da resposta ao tratamento (MAERTENS et al.,
1999).

Resultados falso-positivos, da deteccdo de galactomanana, ocorrem principalmente
em prematuros e criangas pequenas, tornando seu uso inapropriado na populagédo
pediatrica. Em um estudo com adultos neutropénicos graves, o indice de falso-positivos
chegou a 14%. Esses podem ser resultado da deteccdo de galactomanana normalmente
presente em alguns alimentos e antibidticos de uso parenteral (MAERTENS et al., 2001).

Em um estudo com pacientes criticos sem malignidade, o teste de galactomanana
foi duas vezes positivo em 53% dos pacientes com Al comprovada ou provével,
comprovando ser esse método promissor para o diagndsotico da Al (MEERSSEMAN et
al., 2004).

A deteccdo desse exoantigeno de Aspergillus tem sido mostrada como um teste (til
para o diagnostico precoce da Al com sensibilidade de 94% e especificidade de 98%
(HALLIDAY et al., 2005).

Sorologia para deteccdo de galactomanana deve ser incorporada no diagnostico de
aspergilose em pacientes imunocomprometidos, no entanto a liberagdo desse antigeno pode
ser influenciada pelo estado imunoldgico do paciente, podendo ocorrer resultados falsos
positivos em pacientes que receberam piperacilina tazobactam e outros antibiéticos beta-
lactamicos (VANDEWOUDE; VOGELAERS; BLOT, 2006).

A deteccdo de glucana no soro de pacientes, proveniente da parede celular fangica,
é outra forma de diagnosticar sorologicamente infec¢do invasiva por fungos (OSTROSKY -
ZEICHNER, 2005). No entanto, a glucana nao é especifica para Aspergillus e testes falso-
positivos ocorrem em pacientes apds hemodidlise, circulacdo extracorporea, altas doses de
tratamento com imunoglobulina e ap6s a exposicdo de gazes contendo glossiano
(VANDEWOUDE; VOGELAERS; BLOT, 2006).

Dessa forma, a utilizacdo de galactomanana e glucana como marcadores
soroldgicos ndo pode ser a Unica forma de diagndstico em pacientes com cuidados
intensivos, e a interpretacdo dos resultados positivos ou negativos requer cautela
(VANDEWOUDE; VOGELAERS; BLOT, 2006).

A utilizacdo de exames radiologicos pode auxiliar na deteccdo de Al. A tomografia

computadorizada de alta resolucdo do torax tem assumido uma crescente importancia no
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diagndstico precoce da infec¢do fungica invasiva em grupos de pacientes de alto risco,
levando a redugdo da mortalidade, sendo a tomografia computadorizada dos seios da face e
a ressonancia magnética do encéfalo Gteis na determinacdo da extensdo da invasao da
oOrbita facial e do cérebro respectivamente (CAILLOT et al., 1997; DENNING, 1998; LIN;
SCHRANZ; TEUTSCH, 2001).

Essa técnica também detecta varias lesbes nodulares solitarias ou mdltiplas,
infiltrados periféricos triangulares com tendéncia a cavitacdo, infiltrado pulmonar difuso,
o sinal do halo e crescente aéreo, que sdo tipicos dessa micose e muitas vezes ndo sao
evidenciados na radiografia de torax (CAILLOT et al., 2001).

A imagem radioldgica associada a deteccdo do antigeno galactomanana por
técnicas sorolégicas favorecem o diagnostico precoce (BECKER et al., 2003).

Maertens et al. (2005) afirmam que a deteccdo desse antigeno, realizacdo de
tomografia computadorizada e broncoscopia precocemente sdo uma forma de prevencéao
mais efetiva que o uso de terapia antifungica empirica.

Ledo et al. (2006) detectaram 19 casos de aspergilose pulmonar angioinvasiva em
portadores de leucemia aguda, sendo verificado em 12 casos nha tomografia
computadorizada a ocorréncia de um halo com atenuacdo em vidro fosco ao redor do
nddulo, massa ou consolidacao.

O sinal do halo desempenha um importante papel no paciente neutropénico no
inicio do curso da doenca. Infelizmente, a tomografia computadorizada na UTI é de pouco
beneficio, pois nenhuma lesdo especifica para Al é identificada nessa populacdo
(MEERSSMAN et al., 2007).

A impossibilidade de realizar procedimento invasivo em todos os pacientes, muitos
deles criticamente doentes e com distirbios hematoldgicos graves, e a demora na obtencao
de resultados de cultura ressalta a importancia de critérios que indiquem tratamento na
auséncia de diagnostico definitivo. Neste contexto, andlise dos fatores de risco &
fundamental, e quando associada a dados clinicos, permite a categorizagdo do diagnostico
de Al em “provavel” e “possivel” (ANDREAS et al., 2000; PFALLER et al., 1998).

O diagnéstico definitivo s6 pode ser obtido por exame micoldgico direto, cultura ou
estudo anatomopatoldgico de espécime de biopsia pulmonar ou de material obtido de sitios
estéreis, como liquido pleural (ANDREAS et al., 2000).
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Na pratica clinica, o diagndstico de Al “comprovada” raramente ¢ estabelecido
anteriormente ao Obito, devido ao estado critico dos pacientes impossibilitar coletas
invasivas. Uma vez que os testes de diagnostico ndo invasivos sdo pouco sensiveis ou
insuficientemente especificos para estabelecer o diagnostico definitivo, as categorias de Al
“provavel” e “possivel” t€m sido usadas, baseadas na combinacdo de fatores de risco,
sintomas clinicos, imagem radioldgica e critérios microbioldgicos (ASCIOGLU et al.,
2002).

As técnicas moleculares podem ser utilizadas para o diagnéstico da Al em amostras
de sangue e de lavado brénquico alveolar, no entanto, essa metodologia nédo € aplicada em
diversos centros devido ao seu elevado custo (PHAM et al., 2003; RAAD et al., 2002).

Em estudo realizado por Vandewoude et al. (2006) com 25.216 pacientes
internados em UTI foram obtidas amostras positivas para Aspergillus em 172 pacientes.
Desses, 83 casos foram classificados como aspergilose pulmonar invasiva, sendo 17
“comprovada” e 68 “provavel” e nos 89 pacientes restantes, a presenga de Aspergillus foi
considerada como colonizagéo.

O tratamento da Al é uma combinacdo de antibioticos, antifingicos e
procedimentos cirdrgicos (DENNING, 1998), sendo o voriconazol o agente antifungico
mais indicado (Segal et al., 2006), no entanto, na auséncia desse farmaco o itraconazol
deve ser instituido em pacientes que ndo possam fazer uso de anfotericina B (PEIXINHo et
al., 2003).

Aspergilose € a micose por fungos filamentosos hialinos mais incidente na UTI,
contudo entanto, outras espécies podem acometer 0 homem, mais raramente, como as de
Penicillium, estando envolvidas em quadros infecciosos fatais (SAFDAR; SINGHAL;
MEHTA, 2004).

2.2 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

A incidéncia de infec¢Bes fungicas oportunistas tem aumentado concomitantemente
com o surgimento de cepas resistentes a terapéutica antifingica (BALKIS et al., 2002),
sendo a utilizacdo de tratamentos empiricos e profilaticos em pacientes neutropénicos um
dos principais fatores relacionados a emergéncia de espécies resistentes (MELLADO et al.,
2002; SANGLARD, 2002).
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Dessa forma, a necessidade de se realizar ensaios de susceptibilidade antifungica in
vitro que permitam predizer a evolugdo clinica dos pacientes com infeccdo sistémica, tem
sido crescente. Para algumas drogas, no entanto, dificuldades de deteccédo de resisténcia e
baixa correlacdo clinica sdo as maiores limitagdes dos métodos disponiveis atualmente
(CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUEZ-TUDELA, 2002).

A resisténcia clinica frequentemente é associada a concentragBes inibitorias
minimas (CIMs) elevadas, embora baixos valores de CIMs ndo estdo sempre relacionados
a boa resposta terapéutica, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(SANGLARD, ODDS, 2002), sendo as principais causas de esquema terapéutico ineficaz a
utilizacdo de doses inadequadas, interacbes medicamentosas e neutropenia grave
(CANUTO; RODERO, 2002).

Roilides et al. (2004) afirmam que amostras de Candida isoladas de pacientes
internados em UTIs apresentam susceptibilidade diminuida aos agentes antifungicos
devido ao seu uso empirico excessivo.

A determinacdo da susceptibilidade antifingica dos agentes etioldgicos &
importante na escolha da conduta terapéutica e eficicia do tratamento (PFALLER,;
DIEKEMA, 2004). A instituicdo da terapéutica antifingica tardia e inadequada é associada
a maior mortalidade e probabilidade de contaminagédo cruzada (AVILA-AGUERO et al.,
2005).

Entre os principais grupos de antifingicos destacam-se os polienos que promovem
alteracdes a nivel de membrana interagindo com o ergosterol presente na célula fungica,
sendo representantes desse grupo a anfotericina B e suas formulacdes lipidicas e a
nistatina; os azoélicos que inibem a sintese do ergosterol, representados pelo cetoconazol,
fluconazol, voriconazol e mais recentemente pelo posaconazol; e as equinocandinas de que
fazem parte a caspofungina, anidulafungina e micafungina, atuando na parede celular
fangica (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

No Brasil, segundo as recomendacdes do Concenso Brasileiro de Medicina,
anfotericina B, fluconazol e caspofungina constituem opgdes para o tratamento de
candidemia. Além dessas drogas, o voriconazol e a anidulafungina aparecem como opgao
de tratamento para espécies resistentes ao fluconazol e quando a condic¢do clinica do
paciente ndo permite a utilizacdo de drogas com elevada toxicidade (HAZEN; HOWELL,
2007).
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Atualmente, anfotericina B e fluconazol sdo as duas drogas mais comumente
utilizadas para o tratamento de infecg¢Oes invasivas por leveduras do género Candida. No
entanto, o uso rotineiro de agentes antifingicos empiricamente tem sido associado ao
desenvolvimento de espécies de Candida resistentes e aumentado as infec¢bes por espécies
de Candida ndo-albicans. Estimando-se que cerca de 10% dos isolados de C. albicans
provenientes de amostras de sangue sdo resistentes ao fluconazol (FERREIRA et al.,
2012).

O polieno anfotericina B, produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces
nodosus, foi inicialmente isolado em 1955 (GOLD et al., 1956) e, desde entdo, tem sido
amplamente utilizado no tratamento das infec¢Bes fungicas sistémicas devido sua agdo
fungicida (BOLARD et al., 1993).

A anfotericina B é considerada o padrdo ouro para o tratamento de infeccdes
sitémicas por espécies de Candida (CARRILO-MUNOZ et al., 2006). No entanto, esse
farmaco apresenta baixa seletividade, sendo potencialmente toxico as células humanas,
apresentando nefrotoxicidade elevada (HA et al., 2011).

Visando a diminuicdo da toxicidade deste antifingico tém sido desenvolvidas
formulacGes lipossomais, porém o custo destas € elevado e a penetracdo renal pode ser
menor (ZAOUTIS et al., 2005).

Apesar de ocasionar inimeros efeitos colaterais e da introducdo de antifungicos
azélicos sistémicos, esse antifungico ¢ amplamente utilizado devido a raridade de espécies
resistentes (AKINS, 2005) e aos quase 50 anos de experiéncia clinica, permanecendo como
a droga de escolha no tratamento da maioria das micoses sistémicas (DISMUKES, 2000).

A emergéncia de resisténcia a este farmaco comeca a ter relevancia clinica
(ZAOUTIZ et al., 2005), sendo associada a CIMs superiores a 2 pg/ml (ESPINEL-
INGROFF et al., 2007).

Alguns autores relatam a ocorréncia de resisténcia em isolados de C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei (PFALLER et al., 2002), C. lusitaniae (CHAPMAN, 2007),
Paecilomyces lilacinus, Scedosporium apiospermum, S. prolificans, Aspergillus terreus, A.
ustus, Sporothrix schenckii, Penicillium marneffei e espécies de Alternaria, Fusarium e
Phialophora (ESPINEL-INGROFF et al., 2007).

Pfaller et al. (2002) avaliaram a resisténcia de isolados de Candida a afotericina B,

provenientes de pacientes hospitalizados em todo o continente norte americano,
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detectando que C. albicans foi a espécie mais suscetivel, com CIM de 1,0 pg/mL, seguida
de cepas resistentes de C. glabrata (4,0 pug/mL), C. parapsilosis (4,0 pg/mL) e C. krusei
(8,0 pg/mL).

Em estudos brasileiros Antunes et al. (2004) e Colombo et al. (2006) avaliaram a
suscetibilidade de isolados de Candida provenientes de amostras de sangue, verificando
que todos os isolados foram sensiveis a anfotericina B com CIMs < 1pg/mL.

Na década de 80 os antifungicos azoélicos sisttmicos foram introduzidos no
mercado como drogas alternativas para o tratamento das micoses invasivas, principalmente
em individuos debilitados, cujo tratamento com anfotericina B ndo era possivel devido sua
toxicidade (Akins, 2005). Esses antifungicos apresentam a¢do fungistatica, atuando na
inibicdo do crescimento celular (CHAPMAN, 2007).

O Fluconazol é um derivado azolico pertencente a familia dos triazois de primeira
geracdo, o qual age através da inibicdo da enzima 14-a-esterol demetilase, necessaria para
a producdo de ergosterol, componente importante da membrana celular fingica
(CHAPMAN, 2007).

Esse antifungico € bastante utilizado para o tratamento de candidiase orofaringea e
sistémica, e nos ultimos anos tem sido empregado em esquemas antimicrobianos
profilaticos em pacientes internados em UTIs e portadores de neoplasias malignas durante
a realizacéo da quimioterapia (MANZONI et al., 2007).

Uma preocupacdo em relacdo ao uso desta droga é o surgimento de resisténcia,
principalmente entre as espécies de Candida ndo-albicans como C. krusei e C. glabrata
(SABATELLLI et al., 2006), sendo também relatada em menor proporcéo a ocorréncia de
resisténcia em isolados de C . parapsilosis e C. tropicalis (CHAPMAN, 2007).

Pfaller et al. (2005) afirmam que isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis apresentam sensibilidade ao fluconazol. No entanto a ocorréncia de resisténcia
em isolados de C. tropicalis pode ser detectada e cepas de C. glabrata apresentam
resisténcia consideravel a este farmaco.

O voriconazol € outro derivado azélico, triazél de segunda geragdo, que foi
desenvolvido com o objetivo de ampliar o espectro de atividade desse grupo de drogas
(PFALLER et al., 2000).

Esse antifungico apresenta boa eficacia contra espécies de Candida, envolvidas em

infeccdes invasivas (PFALLER et al., 2005), no entanto seu uso deve ser moderado em
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pacientes expostos previamente aos azoéis, devido ao potencial de resisténcia cruzada,
especialmente com cepas de C. glabrata resistentes ao fluconazol (Alexander et al., 2005).
Embora a maioria dos isolados resistentes sejam de C. glabrata, a ocorréncia de resisténcia
cruzada em isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis também foi verificada
(ALEXANDER et al., 2005; PANACKAL et al., 2006).

Segundo Martinez (2006) o voriconazol € indicado como a droga de escolha para o
tratamento de aspergilose invasiva, sendo a formulacdo endovenosa recomendada para
pacientes graves. Esse farmaco também é amplamente utilizado no tratamento das micoses
invasivas por fungos filamentosos, apresentando melhor eficacia que o fluconazol
(WALSH et al., 2008).

O tratamento de infeccGes causadas por A. terreus deve ser realizado com derivados
triazdlicos, principalmente voriconazol, em virtude da resisténcia desse fungo a
anfotericina B (WALSH et al., 2008).

Ensaio clinico realizado por Walsh et al. (2008) mostrou que o voriconazol, quando
comparado a anfotericina B, apresenta melhor resposta terapéutica, melhor sobrevida e
maior seguranca para o0 tratamento da aspergilose invasiva, devido sua elevada acéo
antifangica contra espécies de Aspergillus e baixa toxicidade.

Mais recentemente, as equinocandinas foram introduzidas no Brasil como outra
droga alternativa para o tratamento das micoses invasivas. Esses antifungicos se destacam
pela sua baixa toxicidade devido a sua especificidade, atuando em nivel de parede celular,
por inibicdo especifica da sintese da 1,3-B-D-glucana, um dos principais componentes da
parede celular flngica, ndo ocorrendo interacdo com as células dos mamiferos observada
nos azélicos e polienos (WIEDERHOLD; LEWIS, 2003).

As equinocandinas comecaram a ser comercializadas no Brasil em 2000, com a
chegada da caspofungina. Posteriormente em 2009, a anidulafungina foi introduzida como
uma alternativa para o tratamento de candidiase invasiva em pacientes adultos n&o-
neutropénicos (BORMANN; MORRISON, 2009).

A utilizacdo desse antifungico é promissora para o tratamento das infeccOes
invasivas por espécies de Candida devido sua baixa toxicidade, custo reduzido do
tratamento e pouca resisténcia (WIEDERHOLD; LEWIS, 2003).
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A resisténcia a anidulafungina é rara, mesmo em isolados resistentes ao fluconazol
ou a anfotericina B (ODIO et al., 2004). Reboli et al. (2007) afirmam que essa droga
apresenta 15,4% melhor eficacia contra espécies de Candida do que o fluconazol.

Esse antifingico possui acdo elevada contra isolados de C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. kefyr. No entanto, menor sensibilidade é detectada em isolados de
C. parapsilosis e C. guilliermondii, possivelmente associada & composicdo da parede
celular dessas espécies (PFALLER et al.,, 2005). Ensaios in vitro detectaram CIMs
elevadas (> 2 pg/ml) para cepas dessas duas espécies, sendo associadas a falhas no
tratamento (HAKKI; STAAB; MARR, 2006). Dessa forma a utilizacdo da anidulafungina
em casos de candidiase onde a espécie envolvida ndo é conhecida deve ser cautelosa
(PFALLER et al. 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS CLINICAS

As coletas das amostras clinicas foram realizadas em pacientes que apresentarem
suspeita clinica de infeccdo nosocomial no periodo de marco de 2008 a junho de 2011. As
diferentes amostras clinicas foram obtidas na Unidade de Terapia Intensiva de hospitais
publicos da Recife-PE de acordo com solicitagdo médica.

O procedimento para obtencdo das amostras clinicas foi realizado de acordo com a
localizacdo da leséo. Espécimes clinicos como sangue, liquido céfalo raquidiano, materiais
obtidos por bidpsia e puncdo foram coletados pelos profissionais de saude do referido
hospital.

3.2 REALIZACAO DO DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Apo0s a obtencdo das amostras foram preparadas laminas sem adigdo de corante ou
clarificante e, quando necessario, clarificadas com solu¢do aquosa de hidroxido de potassio
a 20%, coradas com Giemsa e contrastadas com tinta da China. Concomitantemente, as
amostras clinicas foram semeadas em duplicata na superficie do meio &gar Sabouraud
dextrose (Difco) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri,
mantidas a temperatura de 28° C e 37° C por até 15 dias. Ap06s o surgimento das coldnias

estas serdo purificadas e identificadas.

3.3 PURIFICAGCAO E IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS

Fragmentos das col6nias foram colocados em agua destilada esterilizada adicionada
de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo 0,2mL foram semeados por esgotamento na
superficie do meio agar Sabouraud dextrose acrescido de antibidtico contido em placas de
Petri. Posteriormente, as col6nias foram semeadas em tubos de ensaio contendo meio
especifico, de acordo com o fungo isolado, para posterior identificacdo. Apds serem
obtidas culturas puras, estas foram identificadas de acordo com as caracteristicas

macroscépicas, microscopicas e quando necessaria fisioldgica (RAPPER; FENNEL, 1977;



72

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

KURTZMAN; FELL, 1998; BARNETT; PAINE; YARROW et al., 2000; DE HOOG:
GUARRO, 2000).

Identificacdo classica

e Fungos filamentosos

A identificacdo microbioldgica dos fungos filamentosos foi realizada através das
caracteristicas morfoldgicas de acordo com Rapper e Fennell (1977) e De Hoog e Guarro
(2000). Caracteristicas macroscopicas como coloracdo e textura da colbnia, formacéo de
exudato e producdo de pigmentos foram avaliadas. Microscopicamente foram avaliadas a
ornamentagdo da parede conidial, morfologia do conidio, textura da estirpe,
desenvolvimento da célula pé, disposicdo das fialides e aspecto da cabeca aspergilar.

e | eveduras

Morfologia das células vegetativas crescidas em meio liquido e sélido

A forma das células vegetativas como critério taxondmico foram verificadas através
de laminas contendo fragmentos da cultura (crescimento em meio agar Sabouraud) corados
com azul de Aman (lactofenol blue) e observadas quanto as diferentes morfologias
(esferoidais, subglobulosa, elipsoidal, ovdide, cilindrica, botuliforme, alongada, apiculada,
ogival ou lunata). Para visualizagdo das caracteristicas das células vegetativas, material de
cultura jovem foi inoculado em 30 mL de extrato de malte e apds 2-3 dias de incubagdo a
28 °C, a cultura foi examinada. O comprimento e a largura das células foram medidos e 0s
valores obtidos da medicdo de pelo menos 20 células foram determinados. (LODDER,
1970).

Formacao de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporo

A verificacdo da formacdo de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporos
foram realizadas de acordo com a técnica de Dalmau (1929), na qual 3 mL de agar-fuba
(CornMeal agar) foi depositado em lamina contida sobre um suporte de vidro em forma de
U dentro de uma placa de Petri. Apds solidificagdo do meio, a levedura foi semeada com

auxilio de uma agulha em “L”, fazendo-se duas estrias paralelas, as quais foram recobertas
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com laminula esterilizada. Para evitar a desseca¢do do meio, o procedimento foi realizado
em camara Umida, acrescentando-se 2 mL de &gua destilada esterilizada na placa durante o
periodo de incubacdo do teste. A visualizacdo das estruturas através de microscopia foi
feita apos 24h, 48h e 72h (LODDER, 1970).
Crescimento em meio liquido

As leveduras foram semeadas em extrato de malte e incubadas a 28°C durante 10
dias. Ao fim deste periodo foi avaliada a formagdo de sedimento, anel, ilhota ou pelicula
pela massa celular crescida (KURTZMAN; FELL, 1998).

Crescimento em meio sélido

As amostras foram cultivadas em &gar malte e apds trés dias de incubacdo a 28°C, a
textura da colénia foi analisada (mucdide, friavel, coesa, butirosa ou seca) (LODDER,
1970).

Producéo de ascos e ascosporos

As amostras foram cultivadas em agar Gorodkowa a 28°C por 15 dias. Ao fim deste
periodo foi avaliada a producdo de ascos e ascosporos, bem como suas caracteristicas
taxonémicas (BARNETT; PAINE; YARROW et al., 2000).

Fermentacédo de fontes de carbono (Zimograma)

Para a realizacdo do teste, tubos longos de 150 por 12mm, contendo tubos menores
de Durham invertidos de 50mm x 6mm foram preenchidos com &gua peptonada acrescida
das fontes de carbono a serem testadas na concentracdo de 4%. Foram utilizadas 8 fontes
de carbono. Em seguida, foi adicionado 100uL da suspensdo de leveduras ajustada de
acordo com a escala 0,5% de MacFarland. Os tubos foram incubados a 28°C por 10 dias e
observados diariamente para verificar a producdo de didxido de carbono (BARNETT;
PAINE; YARROW et al., 2000).

Assimilacéo de fontes de carbono e nitrogénio (Auxonograma)
Para execucdo do teste, foram realizadas suspensdes de cada espécie de levedura
em agua com extrato de levedura (YE) de acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Em

seguida, essas foram semeadas pour plate em meio isento de carboidratos. Apds
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solidificacdo, foram adicionadas fontes de carbono e nitrogénio, as placas mantidas a 28°C
por trés dias, sendo realizada leitura diaria para verificar em quais fontes de carbono e
nitrogénio houve crescimento da levedura, caracterizando a sua capacidade assimilativa de

acordo com Barnett; Paine; Yarrow (2000).

Requerimento vitaminico (crescimento em meio isento de vitamina)

As amostras de levedura foram semeadas concomitantemente em tubos controles
contendo meio liquido quimicamente definido com todos os nutrientes necessarios, exceto
vitaminas, e em tubos isentos de uma vitamina apenas contendo todas as outras (acido
para-aminobenzoico, biotina, acido félico, myo-inositol, acido nicotinico, pantotenato,
piridoxina, riboflavina e tiamina). Os tubos foram incubados a 25+3 °C durante sete dias.
Havendo crescimento no tubo controle, a levedura foi capaz de sintetizar todas as
vitaminas de que necessita (LOODER, 1970; BARNETT; PAINE; YARROW, 2000).

Crescimento a elevadas temperaturas

As leveduras foram avaliadas quanto ao crescimento em diferentes temperaturas.
Para isto, as amostras foram semeadas em placas contendo meio &gar malte e
posteriormente incubadas a 25 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C, 42 °C e 45 °C segundo
Barnett; Paine; Yarrow (2000).

Producéo de acido

As leveduras foram semeadas em meio soélido contendo 5% de glicose e 0,5% de
carbonato de célcio. Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 25+3°C e
avaliadas por até cinco dias. A producéo de acido foi considerada positiva se a formacdo de
acido for suficiente para clarificar o meio opaco (BARNETT; PAINE; YARROW, 2000).

Hidrolise da Uréia

As amostras com até 48h de crescimento foram semeadas em d&gar uréia e
incubadas a 37°C. Os tubos foram examinados a cada meia hora por até quatro horas a fim
de verificar a mudanca de cor (amarelo para vermelho), indicando produgdo de urease
(BARNETT; PAINE; YARROW, 2000; LACAZ et al., 2002).
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Identificagdo molecular e anélise da similaridade genética

Obtencao de biomassa e extracdo do DNA

Para analise molecular foi obtida massa celular das culturas crescidas em 2mL de
meio extrato de levedura, peptona e dextrose (GUTHRIE; FINK, 1991) a 30°C sob
agitacéo de 220 rpm, por 16 h, até a densidade de 2 x 10° células/mL. A extracdo do DNA
e a verificacdo da qualidade e quantidade do DNA extraido foram realizadas de acordo
com Xu et al. (2000).

Amplificacdo com primer espécie-especifico e genotipagem

A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condic¢Oes: desnaturacdo inicial a
94°C durante 5min, seguido por 30 ciclos de deshaturacdo a 94°C durante 30s, anelamento
a 50°C durante 60s, e extensdo a 72°C durante 90s, com uma extenséo final a 72°C durante
10min, sendo essas etapas realizadas em termociclador (Techne). Os produtos de
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% com 1 X tampao
TAE (Tris-acetato-EDTA) durante 40min a 3V/cm. O gel foi corado com GelRed ™ e
fotografado sob luz ultravioleta.

A amplificacdo com os primers espécie-especificos foi realizada utilizando os
iniciadores: C. albicans (CAL5: 5 TGT TGC TCT CTC GGG GGC GGC CG 3
NLACAL 5" AAG ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG GTA AA 3", C. parapsilosis
(CPA4: 5 GCA TCA GTT TGA GCG GTA GGA TAA GC 3"; NLALEL1: 5" AGA TCA
TTA TGC CAA CAT CCT AGG CCG 3') e C. tropicalis (CTR22: 5> TGG GCG GTA
GGA GAA TTG CGT TA 3°; NLACTRI1: 5 TAA GAT CAT TAT GCC AAC ATC CTA
GGT ATA 3”) (SANTIWONGKARN et al., 2012).

Para a obtencdo dos perfis de fragmentos de DNA, o DNA genémico das espécies
analisadas foi amplificado através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com o0s
primers (GACA), e (GTG)s que tém sido utilizados para genotipar espécies de Candida
(ASMUNDSDOTTIR et al, 2008; TAY et al, 2009).

Analise Bioinformatica
As sequéncias foram editadas, invertidas e ligadas para sua devida analise usando-

se as ferramentas do EXPASY. Sequéncias de nucleotideos, foram submetidas a uma busca
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por similaridade no GenBank (National Center of Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando-se o programa BLASTN.

Sequenciamento dos produtos da PCR

Os produtos purificados apds amplificacdo foram sequenciados bidirecionalmente
utilizando-se o kit Taq DyeDeoxy Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
Gouda, Holanda), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os iniciadores utilizados para
0 sequenciamento foram os mesmos empregados na amplificacdo, com dois iniciadores a
mais para a regido ITS (ITS1 e ITS4). A reacdo de sequenciamento foi realizada em uma
placa de 96 pocos, cada um contendo um produto de PCR purificado diluido em agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e um mix preparado especificamente para cada
iniciador. O volume final em cada poco da placa foi de 15 pL na qual continha 40-80 ng
de DNA (4 uL de DNA diluido em 2 pL de agua DEPC), 2 uL de pré-mix Taq DyeDeoxy,
4 uL de tampao de sequenciamento e 3 uL. de iniciador a 2 pmol/uL. A placa preparada foi
ciclada num termociclador Perkin-Elmer 2400 (Cetus Corporation, Emeryville, California,
EUA), em 25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C.

Apbs a ciclagem, os produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados a
fim de eliminar o excesso de iniciadores, sais, INTPs e ddNTPs nao incorporados.

Resumidamente, 2,0 uL de EDTA 125 mM e 3,0 uL de acetato de sédio 3 M foram
adicionados a cada orificio ou po¢o da placa de 96 wells. Em seguida, 55 pL de etanol
absoluto foram adicionados a cada poco da placa de sequenciamento, sendo esta vedada,
homogeneizada e incubada por 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente.
Ap0s a incubacdo, a placa foi centrifugada por 35 minutos a 3700 rpm e 20°C. Nesta etapa
ocorreu a precipitacdo das moléculas de DNA. Apds a centrifugacdo, o etanol foi
descartado e os pellets foram lavados com 70 pL de etanol 70% e a placa novamente foi
homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm e 4°C. Em seguida, o etanol foi
descartado por inversdo e o excesso retirado por evaporacgéo a 95°C.

Ap0s a precipitacdo, os fragmentos foram submetidos a uma etapa de desnaturag&o.
Para tanto, 15 pL de formamida HiDi (Applied Biosystems, Gouda, The Netherlands)
foram adicionados a cada um dos pocos da placa. A placa foi vedada com uma septa
especifica para separacdo eletroforética em capilar, homogeneizada por 20 segundos e

incubada a 94°C por 3 minutos, seguida de um choque térmico em gelo por 1 minuto. O
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sequenciamento foi realizado por separacdo eletroforética em capilar em um sequenciador
modelo ABI Prism 3130 Genetic Analizer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados com o software AutocAssembler
(Applied Biosystems). Apos a coleta, os dados passaram por uma inspec¢do de qualidade
por meio do Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems). No eletroferograma,
acima de cada pico foi apresentada uma base que o computador “considera” correta para
esta posi¢do. Acima de cada base é mostrado um valor de qualidade, representado por uma
barra colorida. Este parametro de qualidade, também chamado de QV (quality value) é
dado pela seguinte equacdo: QV= -10logl0 (Pe), onde Pe é a probabilidade de erro de
incorporacdo. Se a barra era azul, significava que o QV para esta base é > 20, o que
significa que o Pe < 1%. Uma barra completamente azul em sua extensédo indicava um QV
de ao menos 60% e um Pe < 0.0001%. Tipicamente, a parte confiavel da sequéncia foi a
regido onde todas as bases apresentam QV > 20. As regides com baixos QVs ndo foram
consideradas confiaveis, o que significa dizer que a probabilidade de incorporacédo errada
de nucleotideo foi elevada nestes locais, neste caso o sequenciamento foi repetido.

Posteriormente, a edicdo e analise manual das sequéncias foram realizadas no
Sequencher DNA Sequence Assembly Software 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA) e no
SegMan (Lasergene, Madison, WI). A sequéncia gerada por cada um dos iniciadores
utilizados no sequenciamento de um dado fragmento de DNA foi analisada, a principio
separadamente e, em seguida, agrupada com as demais sequéncias do mesmo fragmento, a
fim de gerar seu contig ou sua sequéncia consenso. Entdo, as sequéncias passaram por uma
inspecédo na qual foram corrigidas as ambiguidades. A partir de ent&o, as sequéncias foram
investigadas quanto a sua composicdo de bases.

Apds edicdo completa dos contigs, estes foram submetidos ao BLAST na base de
dados do GenBank através da pagina web do NCBI a fim de investigar a correspondéncia

na identificacdo das especies.

3.4 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

e Leveduras
Os testes de sensibilidade antifingica in vitro foram realizados de acordo com o
protocolo descrito no documento M27-A3 (CLSI, 2008). Os isolados de C. krusei ATCC
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6528 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram utilizados como controle. O meio de cultura
utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de
sodio, pH 7,0 + 0,1, com &cido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L™;
Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 um (Millipore,
Darmstadt, Alemanha). Os agentes antifingicos testados foram a anfotericina B
(UnitedMedical), anidulafungina (Pfizer), voriconazol (Pfizer) diluidos em DMSO e o
fluconazol (Pfizer), preparado em 4gua destilada. Concentragdoes diferentes dos
antifungicos foram preparadas e usadas nos intervalos de 0,03-16ug/mL para anfotericina
B; 0.015-8ug/mL anidulafungina; 0,03-16 pg/mL voriconazol e 0,125-64 pg/mL
fluconazol.

As espécies de Candida foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e
incubadas a 35°C. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solugéo salina, e sua
densidade ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia
utilizando um espectrofotdometro a 530 nm. O volume do inéculo foi ajustado para 5,0 mL
de solucdo salina esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma
concentracéo de 2-5x10° céls/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacéo planas de 96
pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado aos pogos com as drogas a
serem testadas, e as placas foram incubadas a 35°C durante 24 ou 48 horas, de acordo com
a droga testada, para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). As CIMs
para anfotericina B foi determinada para 100% e as demais drogas para >50% de inibi¢do
em relagdo aos pocos controles. As placas foram incubadas a 35°C durante trés dias para
determinar a viabilidade fungica. A Concentracdo fungicida minima foi confirmada pela

auséncia de crescimento fungico.

e Fungos filamentosos

A metodologia utilizada seguiu as condi¢des descritas no protocolo M38-A2 do
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008). Os isolados controle utilizados
foram os descritos anteriormente. O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 nas
mesmas condigOes descritas para levedura, assim como as concentragdes dos agentes

antifungicos.



79

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

O isolado de Aspergillus foi repicado em Batata Dextrose Agar (BDA) em tubos e
incubado por sete dias a 35°C. Sequencialmente, 1ImL de solucdo salina a 0,85%
esterilizada foi adicionado as coldnias fungicas, e the suspension was homogenized with
the tip of a transfer pipet. Posteriormente, a mistura resultante foi transferida para tubos de
ensaio esterilizados, adicionando 10 uL. de Tween 20 para facilitar a dispersdo dos esporos.
Ap0s cinco minutos de repouso, o0 sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio
esterilizado e agitado por 15 segundos em vortex. A densidade da suspensédo foi ajustada
por espectrofotbmetro a 530nm para obter uma transmitancia de 80%. Em seguida, as
suspensdes foram diluidas (1:50) em RPMI 1640, obtendo-se uma concentracdo final de
0,4 x 10" a5 x 10 UFC/mL,

Em placas de microtitulacdo de fundo chato com 96 pogos (TPP, Trasadingen, Suica)
foram dispostos 100 pL de cada uma das dilui¢des das drogas a serem testadas
(anfotericina B e fluconazol) nas colunas de 1 a 10. Em seguida, 100 pL de meio RPMI
1640 foram distribuidos nas colunas 11 e 12, as quais foram utilizadas como controle de
crescimento e de esterilizacdo, respectivamente. Posteriormente, 100 pL do indculo
padronizado foram adicionados aos pocos das colunas 1 a 11, sendo as microplacas
incubadas a 35°C por 48 horas.

A determinacdo da CIM foi realizada através da observacdo visual do poco que
mostrou reducdo de crescimento fungico, considerando o crescimento total do poco
controle para anfotericina B a CIM < 1ug/mL foi considerada sensivel e para o fluconazol

CIM < 8pg/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DIAGNOSTICO MICOLOGICO

No periodo de margo de 2008 a junho de 2011, foram coletadas 1.040 amostras
clinicas provenientes de 337 pacientes, entre essas amostras de sangue, secrecdo traqueal,
urina, vegetacOes cardiacas e liquido pleural, nas UTIs de quatro hospitais de Recife-PE,
sendo diagnosticados 65 casos de Infeccdo fungica.

O diagnostico micoldgico dos isolados de Candida foi baseado na deteccdo ao
exame direto de células de levedura ovais e hialinas e em alguns casos hifas hialinas
septadas (Figura 1), e no isolamento de espécies de Candida em cultura pura de todas as
amostras. Foram obtidos 61 isolados de Candida, em sua maioria, provenientes de
amostras de sangue (42), confirmando que aproximadamente 68,85% dos casos foram de

candidemia.

Figura 1. Microscopia direta revelando células de levedura ovais, hialinas e brotantes em

amostra de sangue (A), hifas hialinas septadas na secrecdo traqueal (B) e na
urina (C) (400X).

Endocardite por C. parapsilosis foi detectada em quatro pacientes. Em dois desses o
diagndstico foi confirmado pela verificacdo de estruturas fangicas ao exame direto e
isolamento de em cultura pura da amostra da vegetacdo em valva cardiaca (Figura 2); em

um paciente o diagnoéstico foi postmortem e obtido através do exame direto e cultura de
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amostras do sangue, vegetacdo cardiaca e tecido pulmonar (Figura 3); e em outro paciente
o diagndstico foi confirmado pela imagem vegetativa do ecocardiograma transesofagico e

hemocultura.

Figura 2. VegetacOes na valva cardiaca (A). Exame direto da vegetacdo revelando
numerosas células de leveduras hialinas apés agdo do clarificante hidréxido de
potéssio a 20%, X400 (B).

Figura 3. No exame macroscopico foi detectada vegetacdo na valvula aortica (A) e protese
valvar (B). Exame direto revelando numerosas células de levedura hialinas na

vegetacdo (C) e no tecido pulmonar (D).
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Todos os pacientes que tiveram espécies de Candida isoladas em amostras de urina
e/ou secrecdo traqueal apresentavam clinica e exames radioldgicos ou ultrassonogréficos
sugestivos de infeccdo do trato urinario e respiratdrio respectivamente.

A identificacdo dos isolados foi compativel em todos os métodos utilizados

(taxonomia clasica, atomatizada e molecular).

Tabela 1. Espécies de Candida isoladas de diferentes amostras clinicas obtidas de
pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva de hospitais publicos
da cidade de Recife-PE.

Espécies isoladas Amostras clinicas N° de isolados
Sangue 17
Candida albicans Secrecdo traqueal 5
Urina 2
C. glabrata Sangue 1
C. guilliermondii Sangue 4
Liquido cefalorraquidiano 1
C. krusei Sangue 4
Liquido cavitério 1
Secrecdo traqueal 1
C. lusitaniae Sangue 1
C. parapsilosis Sangue 4
Secrecdo traqueal 1
Vegetacdo em valva cardiaca 3
Tecido pulmonar 1
C. sake Sangue 1
C. tropicalis Sangue 10
Secrecdo traqueal 2
Urina 2

Total 61
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Candidiase invasiva foi mais frequente em portadores de doengas hematologicas

malignas, destacando-se leucemia mieldide aguda com maior nimero de pacientes

acometidos por essa levedurose (Tabela 2).

Tabela 2. Pacientes acometidos por candidiases internados em Unidades de Terapia

Intensiva de hospitais publicos da cidade de Recife-PE.

Doenca de base

Total do nUmero de
pacientes

Leucemia Mieldide Aguda
Leucemia Linféide Aguda

Leucemia Mieldide Cronica

Sindrome Mielodisplasica

Mieloma Multiplo
Linfoma
Rabdomiossarcoma

Osteossarcoma
Tumor SNC
Sarcoma de Ewing
Carcinoma de colo de Utero
Tumor abdominal
Hepatopata
Insuficiéncia do trato
urinario
Cardiopatia

Desnutricao grave
Pneumonia
Meningoencefalite
Malformacdo congénita
Total

9
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Candidiase invasiva pode representar 15% das infec¢Ges nosocomiais na UTI, com
taxa de mortalidade de 25 a 60 % (ZAOUTIS et al., 2005), sendo o quarto patdbgeno mais

comumente envolvido em infeccbes da corrente sanguinea na América do Norte

(WISPLINGHOFF et al., 2004).
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Na Europa o género Candida estd entre os agentes causais mais comuns de
infeccbes da corrente sanguinea (BOUZA; MUNOZ, 2008), sendo associado ao aumento
da taxa de mortalidade e a maior permanéncia na UTI (PROWLE et al., 2011).

Infeccdes da corrente sanguinea por espécies de Candida sd@o mais comuns na UTI
do que nas outras alas e podem afetar cerca de 10% dos pacientes internados
(MAGNASON et al., 2008).

Em nosso estudo, candidiases invasivas acometeram 18.10% dos pacientes
internados em UTIs.

Durante as duas Ultimas décadas, tem ocorrido uma mudanca progressiva no perfil
epidemioldgico das espécies de Candida isoladas na UTI. No passado, quase todos os
isolados responsaveis por infecgBes da corrente sanguinea eram C. albicans; entretanto
recentemente, uma proporc¢ado crescente de episodios de candidemia tém sido causados por
outras espécies de Candida (CHOW et al., 2008; HAHN et al., 2008). Contudo, C.
albicans continua a ser a espécie predominante na maioria dos paises (CALANDRA;
MARCHETTI, 2004) isolada em infecces invasivas em diferentes sitios anatémicos
(FURLANETO-MAIA et al., 2007; LERQY et al., 2009).

Em 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida capazes de causar
doenca humana, sendo posteriormente conhecidas cerca de dezessete espécies causadoras
de micoses superficiais ou invasivas, destacando-se C. albicans, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. tropicalis (COLEMAN et al.,
1998; DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003).

Hahn et al. (2008) citam C. tropicalis como a espécie mais incidente em diversas
amostras clinicas na UTI adulto, detectada em 20-24% dos casos, seguida por C. albicans e
C. parapsilosis.

No Brasil C. parapsilosis e C. tropicalis sdo as espécies de Candida ndo-albicans
mais frequentemente isoladas e este perfil epidemioldgico difere dos Estados Unidos que
aponta C. glabrata como sendo a segunda espécie mais frequente (Nucci; Colombo et al.,
2003). Corraborando com esses autores, nds detectamos que 38,7% dos isolados foram de
C. albicans e 61,3% foram de espécies de Candida ndo-albicans, sendo C. parapsilosis e
C. tropicalis as mais prevalentes.

A severidade da doenga de base que comumente acomete 0s pacientes internados em

UTIs os tornam altamente susceptiveis as infeccfes de etiologia fangica como
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conseqiiéncia da diminuicdo na imunidade humoral e celular, e pela exposi¢cdo a outros
fatores predisponentes (BOLIGNANO; CRISEO, 2003).

A permanéncia hospitalar na UT]I esté relacionada ao desenvolvimento de infeccéo
nosocomial e a estadia durante sete a trinta dias conduz ao elevado risco, por conseguinte a
maioria dos pacientes que permaneceram por mais de trinta dias sdo infectados (LISBOA
et al., 2007).

Em portadores de leucemia, essa levedurose representa 58% das infec¢fes fingicas
sendo individuos com leucemia mieldide aguda os mais acometidos (PAGANO et al.,
2006). A leucemia foi a doenca de base que acometeu 32,20% dos nossos pacientes, dos
quais 47,37% eram portadores de leucemia miel6ide aguda e apresentaram diferenca no
perfil de susceptibilidade antifungica.

Endocardite fungica ¢ uma doenca pouco comum (FALCONE et al., 2009) e
mesmo correspondendo a apenas 1,3-6% de todos os casos de endocardite infecciosa, traz
um grande risco de mortalidade (GARZONI; NOBRE; GARBINO, 2007).

Espécies de Candida correspondem a 94,1% dos casos de endocardite flngica,
muitas delas se desenvolvem apos cirurgia cardiaca (OTAKI et al., 1992). C. parapsilosis
corresponde a 17% dos casos identificados, fazendo com que esta seja a segunda espécie
mais comum logo ap6s C. albicans (GARZONI; NOBRE; GARBINO, 2007).

Os fatores predisponentes mais comuns para ocorréncia de endocardite por C.
parapsilosis incluem: proteses valvares, uso de medicamentos intravenosos, nutricao
parenteral, cirurgia abdominal, imunossupressdo, tratamento com antibiéticos de amplo-
espectro, doenca valvar prévia (FALCONE et al., 2009), uso de cateteres intravenosos,
(KALOTERAKIS et al., 2003), e realizacdo de transplante de medula 6ssea (CANCELAS
etal., 1994).

Infeccdo por C. parapsilosis € mais comum em pacientes com proteses valvares
(FALCONE et al., 2009). Dos 56 casos de endocardite por C. parapsilosis revisados em
1992, 60% tinham uma doenca valvar preexistente (WEEMS, 1992). Endocardite por esta
levedura tem uma taxa de mortalidade e frequéncia de disseminacdo similar aos casos de
fungemia por C. albicans. Taxas de mortalidade global variam de 41,7% (GACSER,;
SALOMON; SCHAFER, 2005) a 65% (WEEMS, 1992). Neste relato, o paciente era

usuario de prétese valvar e desenvolveu endocardite por C. parapsilosis com curso fatal.
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Endocardite por esta levedura ¢ dificil de ser tratada particularmente por ser uma
infeccdo de curso lento (TONOMO; TSUJINO; FUJIOKO, 2004) e em muitos casos a
recorréncia e morte apos o tratamento sao relatadas (RUBINSTEIN; LANG, 1995).

Adicionalmente as candidiases outras infec¢des de etiologia fungica também foram
diagnosticadas durante a realizagéo do estudo.

Infecgdo pulmonar por Pseudozyma aphidis foi detectada em portador de linfoma
ndo-Hodgkin apos analise do liquido pleural obtido por toracocentese. Apos sete dias do
semeio da amostra foi verificado o crescimento de colbénias que na observacdo
microscopicas foram sugestivas de Pseudozyma (Figura 4).

A taxonomia do isolado de P. aphidis foi procedida através de métodas classicos e
pelo sequenciamento das regides ITS1 e ITS2. A pesquisa BLAST reproduziu 100% de
concordancia em todas as sequéncias de ITS rDNA de P. aphidis da database GenBank. A
sequéncia de DNA foi submetida ao GenBank com nUmero de acesso (JQ743064). O
isolado foi estocado na colegdo de culturas do Departamento de Micologia, Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil, com o numero de registro 6351.

Figura 4. Exame microscopico da cultura em &gar Sabouraud dextrose apds 7 dias de
incubacéo a 37°C mostrando blastoconidios alongados e fusiformes compativeis
com espécies de Pseudozyma.
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P. aphidis € uma levedura heterobasidiomicética anamorfica que esta incluida na
ordem Ustilaginales e é isolada principlamente de plantas (SUGITA et al., 2003).

Infecgdes humanas invasivas por esta espécie sdo raras e pouco se sabe sobre sua
patogenicidade (LIN et al., 2008). SUGITA et al. (2003) relataram o isolamento de P.
aphidis em hemocultura proveniente de paciente tailandés e Lin et al. (2008) descreveram
um caso de infeccdo associada ao uso de cateter venoso central (CVC) em uma crianga
com sindrome do intestino curto. Infecgdes por espécies de Ustilago tém sido relatadas em
pacientes com erupcdo cutanea cronica (TEO; TAY, 2006); e em outros com infeccao
relacionada ao CVC (PATEL et al., 1995).

De acordo com 0 nosso conhecimento, nosso paciente foi 0 primeiro relato de caso
de infecgdo pulmonar por P. aphidis. Acreditamos que este paciente foi infectado atraves
da inalacdo de conidios. Devido a imunossupressdo causada pela quimioterapia que
reduziu o nimero de neutréfilos, ocorreu a germinacdo de conidios no trato respiratorio e
subsequente infecgéo.

Infeccdo urinaria por Saprochaete capitata em potador de leucemia mieldide aguda
também foi detectada durante a realizacdo da pesquisa. O diagnostico foi baseado na
deteccdo de artroconidios em trés amostras de urina do paciente e na obtencdo de cultura
com caracteristica de levedura artrosporada nas trés amostras (Figura 5). A taxonomia do
isolado foi realizada através da taxonomia classica e pelo sequenciamento de fragmentos
da regido espacadora transcrita interna (ITS) do DNAr utilizando primers ITS-1 e ITS-4
(GONCALVES et al., 2012). A pesquisa BLAST exibiu 100% de concordancia com todas
as sequencias de ITS de Dipodascus capitatus (S. capitata ou Magnusiomyces capitatus)
presentes no banco de dados do GenBank. A sequéncia do DNA foi submetida ao
GenBank com numero de acesso (JN573270). O isolado foi armazenado na cole¢do de
culturas do Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, sob
0 numero URM6260.
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Figura 5. Lamina da cultura produzida a partir de amostra de Saprochaete capitata obtida

apos sete dias de crescimento a 37°C em meio agar Sabouraud dextrose (B).

S. capitata, anteriormente conhecida como Geotrichum capitatum ou Trichosporon
capitatum ou Blastoschizomyces capitatus (teleomorfo D. capitatus) foi incluida em uma
revisdo taxondmica baseada na estrutura ribossomal e de acordo com esta nova taxonomia
foi renomeada para S. capitata (teleomorfo M. capitatus) (DE HOOG; SMITH, 2004).

Em pacientes imunocomprometidos infec¢Oes sistémicas por S. capitata tem sido
relatadas. Estas infec¢fes podem afetar pulmdes, figado, baco, rins, medula dssea, sistema
nervoso central e coragdo. No entanto, infeccdo sanguinea é a manifestacdo clinica mais
relatada (SCHUERMANS et al., 2011).

Dois casos de infeccdo disseminada fatal, devido a esse patégeno, associados com
leite contaminado em uma unidade hematoldgica foram relatados (GURGI et al., 2011).

Em um estudo retrospectivo multicéntrico publicado em 2005 (GIRMENIA et al.,
2005) os autores descreveram 35 casos de infec¢do por S. capitata diagnosticados em um
periodo de 20 anos em pacientes italianos com doencgas hematolégicas malignas. Destas
74.3% ocorreram em pacientes com LMA e fungemia foi diagnosticada em 26 casos e
apenas um caso de provavel infeccdo do trato urinario foi documentado através de
multiplas culturas positivas e evidéncias ultrassonograficas de lesdes renais.
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Outro estudo realizado por Pimentel et al. (2005) descreveu um caso de infec¢do
disseminada por S. capitata em um paciente australiano com leucemia linfoblastica aguda.
Os autores detectaram hifas ramificadas e septadas ao exame microscopico dos rins, figado
e baco durante o exame postmortem e culturas de sangue consistentes com esta espécie
foram obtidas antes do obito.

Isolado clinico de Aspergillus flavus também foi obtido, durante o nosso estudo, em
trés amostras da secrecdo traqueal de paciente portador de Leucemia Linféide Aguda,
sendo verificado ao exame direto numerosas hifas hialinas septadas em angulo agudo de
ramificacao dicotémica (Figura 6A). As coldnias apresentaram textura velutinea, coloracdo
oliva, com micélio castanho e reverso sem coloracdo (Figura 6B). O exame microscopico
das culturas mostrou conidioforos de comprimentos variados, vesiculas esféricas e
conidios globosos (Figura 6C).

A identificacdo microbioldgica do Aspergillus flavus proveniente de amostras da
secrecdo traqueal foi realizada pela taxonomia tradicional através de caracteristicas
morfolégicas (Raper; Fennell, 1965), e pelo seqiienciamento de fragmentos da regido
espacadora transcrita interna (ITS) do rDNA utilizando os primers ITS-1 e ITS-4
(GONGALVES et al., 2012).

Uma pesquisa BLAST detectou 100% de similaridade com as sequéncias da regido
ITS do rDNA de A. flavus presentes no banco de dados GenBank. A sequéncia do DNA foi
submetida a GenBank com o nimero de acesso (HQ693703).

A cepa esta estocada sob 6leo mineral na Colecdo de Cultura URM do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, reconhecida

internacionalmente, sob o nUmero 5915.
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Figura 6. A Hifas septadas dicotdmicas em angulo agudo evidenciadas no exame direto
(sem adicdo de corante ou clarificante, X400). B Colonia de Aspergillus flavus
ap6s cinco dias de crescimento no meio Agar Sabouraud. C Caracteristicas
microscopicas de A. flavus apresentando vesicula ligeiramente esférica, estipes

lisas e numerosos conidios globosos (Amann lacto-fenol, X 400).

A incidéncia de aspergilose invasiva (Al) tem aumentado durante as duas ultimas
décadas, devido a utilizacdo generalizada de quimioterapia e agentes imunossupressores, e
é uma complicagdo frequentemente letal em pacientes com leucemia aguda (CHAMILOS
et al., 2006).

De acordo com estudos anteriores foi estabelecido que os pacientes com leucemia
aguda ou sindrome mielodisplésica tém elevado risco de serem acometidos por infecgdes
por Aspergillus (DENNING, 1998).

Espécies de Aspergillus sdo ubiquos no ambiente com mais de 180 especies
identificadas, no entanto apenas algumas sdo consideradas como patogénicas do ser
humano como A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus e A. nidulans (ALI; OZCELIK,
2006). A. flavus é o segunda mais comum espécies de Aspergillus envolvida em infecgdes
humanas (HADRICH et al., 2011).

O pulmao continua a representar o sitio corpdreo mais frequentemente envolvido. A
infeccdo pulmonar pode ser entendida como uma representacdo fenotipica da interacéo
entre os mecanismos de defesa reduzidos no hospedeiro e a viruléncia do fungo (PAGANO
et al., 2008).

Aspergilose pulmonar invasiva € uma importante causa de morbidade e mortalidade

em pacientes imunocomprometidos (JORIEN D'HAESE et al.,, 2012), especialmente


http://jcm.asm.org/search?author1=Jorien+D'Haese&sortspec=date&submit=Submit
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naqueles com doencas hematoldgicas malignas e aplasia medular (HORGER et al., 2005).
O risco de APl em pacientes neutropénicos é estimado em 1% por dia de neutropenia
durante as primeiras 3 semanas, aumentando para a 4% por dia apds esse periodo
(GERSON et al., 1984). No nosso caso, 0 paciente permaneceu neutropénico por 45 dias e
estava realizando quimioterapia, o que pode ter favorecido o desenvolvimento da Al.

O diagndstico de Al é dificil. Espécies de Aspergillus isoladas em culturas de sitios
corporeos ndo estéreis ndo representam doenca. No entanto, para pacientes de alto risco,
tais como receptores de transplante de medula 6ssea alogénico (60%), pessoas com
neoplasia hematoldgica maligina (50%), e aqueles com sinais de neutropenia (60%) ou méa
nutricdo (30%), a cultura positiva geralmente estd associada com doenca invasiva
(VANDEWOUDE et al., 2006).

As amostras de tecido permanecem o padrdo ouro de diagnostico; no entanto, a
obtencdo dessas em pacientes criticamente doentes sdo muitas vezes dificil por causa do
alto grau de ventilacdo e deficiéncias na coagulacdo (VANDEWOUDE et al., 2006).

O exame microscopico direto é importante na avaliacdo de uma amostra com
cultura positiva; a demonstracdo de hifas septadas aumenta a probabilidade de doenca
(VANDEWOUDE et al., 2006).

Alta mortalidade ocorre entre os pacientes com Al, apesar do tratamento e das
condices clinicas. Apenas cerca de um terco dos pacientes infectados e tratados com ANF
convencional sobrevivem (LIN; SCHRANZ; TEUTSCH, 2001), sendo voriconazol a droga
de escolha (WALSH et al., 2008) associada a uma melhor sobrevivéncia (HERBRECHT et
al., 2002). Aqui, apesar do uso de terapéutica antifingica apropriada nosso paciente
morreu devido a gravidade da doenca e extensdo do dano causado pelo fungo.

O pior progndstico ocorre em formas extrapulmonares, com sucesso terapéutico em
34% dos pacientes com aspergilose SNC (HOLDING et al.,2000). A terapia antiflngica e
0 diagndstico tardio estdo associados a um pior prognostico, levando em muitos casos a
morte (HERBRECHT et al., 2002).

Todos isolados foram estocados na Colegcdo de Culturas do Departamento de

Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.
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4.2 SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

A anélise do perfil de susceptibilidade antifungica mostrou que todos os isolados
testados foram sensiveis a AMB. A resisténcia ao FLZ foi detectada em oito isolados de C.
albicans, um de C. parapsilosis e em dois de C. tropicalis. Resisténcia cruzada ao FLZ e
VRZ foi detectada em trés isolados de C. albicans e em seis de C. tropicalis. Todos 0s
isolados que apresentaram resisténcia ao azéis foram provenientes de pacientes que haviam

realizado tratamento empirico com FLZ (Tabela 3 e 4).

Tabela 3. Perfil de susceptibilidade antifingica de isolados provenientes de pacientes

internados em Unidades de Terapia Intensiva a anfotericina B e fluconazol.

Sensibilidade antifungica

Espécies (Concentracao Inibitéria Minima)
Anfotericina B Fluconazol
Candida albicans 0,25 pg/mL 1 pg/mL
C. albicans 1 pg/mL 16 pg/mL
C. albicans 1 pg/mL 8 ug/mL
C. albicans 1 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 0,06 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 1 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 1 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 0,25 pg/MlI 0,25 pg/mL
C. albicans 0,25 pg/mL 1 pg/mL
C. albicans 0,25 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 0,5 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 1 pg/mL 64 pg/mL
C. albicans 0,5 pg/mL 64 pg/mL
C. glabrata 1 pg/mL 2 pg/mL
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Tabela 3. (continuacéo) Perfil de susceptibilidade antifingica de isolados provenientes de

pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva a anfotericina B e

fluconazol.
Sensibilidade antifungica
Espécies (Concentracao Inibitoria Minima)
Anfotericina B Fluconazol

C. guilliermondii 1 pg/mL 8ug/mL
C. guilliermondii 1 pg/mL 4 ug/mL
C. guilliermondii 0,25 pg/mL 4 pug/mL
C. guilliermondii 1 pg/mL 16 pg/mL
C. krusei 2 pg/mL 32 pg/mL
C. parapsilosis 0,5 pg/mL 0,5ug/mL
C. parapsilosis 2 pg/mL 16 pg/mL
C. parapsilosis 1 pg/mL 1 pg/mL
C. parapsilosis 1 pg/mL 64 pg/mL
C. tropicalis 0,05 pg/mL 64 pg/mL
C. tropicalis 0,25 pg/mL 64 pg/mL
Aspergillus flavus 1 pg/mL 0.03 pg/mL
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade antifingica de isolados provenientes de pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva a anfotericina B, anidulafungina,

fluconazol e voriconazol.

Susceptibilidade antifungica (Concentracao Inibitéria Minima)

Espécie
Anfotericina B Fluconazol Voriconazol  Anidulafungina

Candida albicans 0.03 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL 0.015 pg/mL
C. albicans 0.03 pg/mL 0.5 pg/mL 16 pg/mL 0.015 pg/mL
C. albicans 0.12 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL 0.06 pg/mL
C. albicans 0.03 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL 0.015 pg/mL
C. albicans 0.25 pg/mL 32pg/mL 8 pg/mL 0.015 pg/mL
C. guilliermondii 0.12 pg/mL 16 pg/mL 1 pg/mL 2 ug/mL
C. krusei 0.12 pg/mL 16pg/mL 4 pg/mL 0.015 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. parapsilosis 0.03 pg/mL 1 pg/mL 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
C. tropicalis 0.12 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL 0.12 pg/mL
C. tropicalis 0.03 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL 0.06 pg/mL
C. tropicalis 0.03 pg/mL 64 pug/mL 16 pg/mL 0.06 pg/mL
C. tropicalis 0.03 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL 0.06 pg/mL
C. tropicalis 0.03 pg/mL 64 pug/mL 16 pg/mL 0.015 pg/mL
C. tropicalis 0.06pg/mL 64 pug/mL 16 pg/mL 0.06 pg/mL
Pseudozyma aphidis 0.25 pg/mL 16 pg/mL 1pg/ml NR
Saprochaete capita 0.06pg/mL 32ug/mL 1pg/mli 8ug/mL

*NR (ndo realizada)
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Atualmente, AMB e FLZ s&o as duas drogas mais comumente utilizadas para o
tratamento de infeccOes invasivas por leveduras do género Candida (FERREIRA et al.,
2012). O uso empirico excessivo de antifingicos no tratamento da candidiase tem
conduzido a resisténcia, sobretudo, em pacientes internados em UTIs (ROILIDES et al.,
2004) e aumentado a incidéncia de infeccBes por espécies de Candida ndo-albicans,
estimando-se que cerca de 10% dos isolados de C. albicans provenientes de amostras de
sangue sdo resistentes ao fluconazol (FERREIRA et al., 2012).

O voriconazol ¢é outro antifungico azolico utilizado no tratamento de infec¢cdes
sittmicas por espécies de Candida (PFALLER et al., 2005), no entanto seu uso deve ser
moderado em pacientes expostos previamente a outros azoéis, devido ao potencial de
resisténcia cruzada (ALEXANDER et al., 2005). Embora a maioria dos isolados resistentes
sejam de C. glabrata, a ocorréncia de resisténcia cruzada em isolados de C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis ja foi verificada (ALEXANDER et al., 2005; PANACKAL et
al., 2006). Nesse estudo foi detectada resisténcia ao FLZ em isolados de C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis; e resisténcia cruzada ao FLZ e VRZ em isolados de C.
albicans e C. tropicalis.

Uma preocupacdo em relacdo ao uso da AMB é o surgimento de resisténcia,
principalmente entre as espécies de Candida ndo-albicans como C. krusei e C. glabrata
(SABATELLLI et al., 2006), sendo também relatada a ocorréncia de resisténcia em isolados
de C. parapsilosis e C. tropicalis (CHAPMAN, 2007).

Apesar de ocasionar inimeros efeitos adversos a AMB continua sendo a droga de
escolha para o tratamento de micoses invasivas (AKINS, 2005). N&s verificamos que
todos os isolados de Candida dos nossos pacientes ndo apresentaram resisténcia a esse
antifangico.

A utilizacdo de equinocandinas é promissora para o tratamento das infeccdes
invasivas por espécies de Candida devido sua baixa toxicidade, custo reduzido do
tratamento e pouca resisténcia (WIEDERHOLD; LEWIS 2003). Esses antifungicos
possuem acgéo elevada contra isolados de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e
C. kefyr. No entanto, menor sensibilidade é detectada em isolados de C. parapsilosis e C.
guilliermondii, possivelmente associada a composicdo da parede celular dessas espécies
(PFALLER et al., 2005).
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Ensaios in vitro detectaram CIMs elevadas superiores a 2 pg/ml em cepas de C.
parapsilosis e C. guilliermondii, sendo associadas a falhas no tratamento (HAKKI,
STAAB; MARR, 2006). Contudo, a utilizacdo da anidulafungina em casos de candidiase
onde a espécie envolvida ndo é conhecida deve ser cautelosa (PFALLER et al. 2008).

Detectamos em nosso estudo CIM de 2 pg/ml em isolado de C. guilliermondii.

4.3 ANALISE DA SIMILARIDADE GENETICA

Foi procedida a analise da similaridade genética de 36 espécimes de Candida
isolados de amostras clinicas como sangue, secrecédo traqueal, urina, vegetacdo presente em
valva cardiaca e tecido pulmonar, provenientes de pacientes internados em UTIs de quatro

hospitais publicos da cidade de Recife, Pernambuco, Brasil (Tabela 5).

Tabela 5. Isolados de Candida obtidos na unidade de terapia intensiva de quatro hospitais
publicos da cidade do Recife, Pernambuco, Brasil.

Procedéncia Espécies Numero de isolados
Hospital 1 (UTI pediatrica) Candida albicans 4
Hospital 2 (UTI adulto) C. tropicalis 4
C. albicans 9
Hospital 3 (UTI pediétrica) Cé??r?‘fiii;?izis g
Hospital 4 (UTI cardiol6gica) C. parapsilosis 8

A identificacdo microbiologica foi confirmada através da taxonomia cléssica
segundo os critérios descritos por Barnett, Payne e Yarrow (2000), pela utilizacdo do meio
cromogénico, seletivo e diferencial CHROMagar Candida (CHROMagar Company Ltd), e
pelo uso de primers especie-especificos para C. albicans (CAL5: 5' TGT TGC TCT CTC
GGG GGC GGC CG 3" NLACAL 5" AAG ATC ATT ATG CCA ACA TCC TAG GTA
AA 3'), C. parapsilosis (CPA4: 5" GCA TCA GTT TGA GCG GTA GGA TAA GC 3%
NL4LELI1: 5 AGA TCA TTA TGC CAA CAT CCT AGG CCG 3') e C. tropicalis
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(CTR22: 5° TGG GCG GTA GGA GAA TTG CGT TA 3°; NL4CTR1: 5 TAA GAT CAT
TAT GCC AAC ATC CTA GGT ATA 3°) (SANTIWONGKARN et al., 2012).

A identificacdo dos isolados foi compativel em todos os métodos utilizados. A
identificacdo molecular com primers espécie-especificos dos isolados de C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis esta expressa nas figuras 7A, 8A e 9A.

A anélise genotipica dos 13 isolados de C. albicans utilizando o marcador (GTG)s
(Figura 7B) evidenciou alta homogeneidade, com 100% de similaridade do tamanho dos
fragmentos em trés isolados dos hospital 1 (1, 2 e 4) e em sete do hospital 3 (5, 6, 7, 8, 9,
10, 13). Ja para o marcador (GACA), (Figura 7C) apenas dois isolados do hospital 1 (3 e
4) apresentaram 100% de similaridade e no hospital 3 houve a formacdo de dois grupos
com 100% de similaridade, o primeiro composto de trés isolados (5, 12 e 13) e o0 segundo
de dois isolados (9 e 10).

Para os 14 isolados de C. parapsilosis 0 marcador (GTG)s (Figura 8B) evidenciou
100% de similaridade entre os oito isolados do hospital 4 e alta variabilidade genética entre
os isolados do Hospital 3. A andlise com o primer (GACA), (Figura 8C) mostrou a
formacéo de dois grupos nos isolados do Hospital 4 com 100% de similaridade no tamanho
dos fragmentos, o primeiro composto de 6 isolados (1, 4, 5, 6, 7, e 8) e 0 segundo de 2
isolados (2 e 3), sendo igualmente verificada grande heterogeneidade genética entre os
isolados do Hospital 3.

Para os nove isolados de C. tropicalis o0 marcador (GTG)s demonstrou similaridade
de 100% nos tramanhos dos fragmentos em todos os isolados testados (Figura 9B). No
entanto, para o marcador (GACA), verificou-se que houve separacdo de dois grupos com
100% de similaridade, o primeiro contendo todos os isolados do hospital 2 (1,2, 3e4) e o
segundo com todos os isolados do hospital 3 (5, 6, 7, 8 € 9), evidenciando a existéncia de
uma populacdo homogénea nos dois hospitais (Figura 9C).

Tecnicas moleculares, entre essas a analise das sequéncias internas simples
repetidas do genoma (ISSR) com os primers (GTG)s e (GACA),, séo simples, rapidas,
estaveis, sensiveis, altamente reprodutiveis e bem adaptadas para genotipagem de espécies
de Candida (LATOUCHE et al., 1997). A utilizacdo desses iniciadores em analises
genotipicas pode auxiliar na indicacdo da possivel fonte de infeccdo (ROILIDES et al.
(2003).
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Surtos e transmissdo cruzada em pacientes de UTI podem ser atribuidos a
contaminacédo extrinseca através do cateter venoso central, solugdes de nutrigdo parenteral
total, dispositivos intravasculares e medicamentos contaminados (HUANG et al., 1999).

C. parapsilosis tem sido responsavel por surtos hospitalares, sendo as méos dos
profissionais de saude consideradas uma possivel fonte ambiental de contaminacao
(BONASSOLI; BERTOLI; SVIDZINSKI, 2005). Surto clonal de infec¢bes por C.
parapsilosis foi detectado através da andlise molecular de isolados provenientes de
diferentes amostras clinicas de pacientes internados na UTI neonatal de um hospital da
Finlandia (Sarvikivi et al. 2005). Tal achado também foi relatado por Dizbay et al. (2008)
em pacientes internados na UTI de um hospital da Turquia, onde foi detectado 0 mesmo
padrdo de bandas em quatro isolados de pacientes distintos.

A utilizacdo do primer (GACA), foi empregada para deteccdo do perfil genotipico
de isolados de C. tropicalis em dois casos de fungemia ocorridos na UTI neonatal,
verificando que um paciente foi infectado e colonizado pelo mesmo subtipo, considerando
a colonizacdo prévia como uma fonte de infeccdo em casos de fungemia (ROILIDES et al.
2003).

Chong et al. (2006) procederam o isolamento e estudo da epidemiologia molecular
de oito isolados de C. tropicalis provenientes de hemoculturas de um Unico paciente no
periodo de trés meses. As linhagens foram submetidas a genotipagem e a similaridade dos
isolados foi verificada indicando mesma fonte de infecgdo microbiana.

A genotipagem dos nossos isolados mostrou alta homogeneidade genética entre o0s
isoldos de C. parapsilosis do hospital 4 e entre os isolados de C. tropicalis do hospital 2 e
3. Foi verificado que a tipagem molecular com o primer (GACA), se mostrou mais eficaz
na deteccdo de populacbes similares, sendo esse marcador indicado para avaliacdo de
surtos no ambiente hospitalar.

Esses resultados indicam uma provavel propagacéo clonal entre os isolados de C.
parapsilosis e C. tropicalis. Sugerindo uma possivel infec¢cdo hospitalar com contaminacao

cruzada de paciente para paciente ou dos profissionais de salde para 0s pacientes.
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Figura 7. Gel de agarose obtido apo6s eletroforese de produtos de amplificacdo por PCR de
isolados de Candida albicans obtidos de amostras clinicas de pacientes
internados na Unidade de Terapia Intensiva com primers espécie-especificos
CALS5 e NL4CAL (A) e com os marcadores (GTG)s (B) e (GACA), (C).
Colunas de 1 a 13 correspondem aos isolados 1, 2, 3, 4 (hospital 1), 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13 (hospital 3). Coluna 14 a ATCC750 C. tropicalis. M:
Marcador de peso molecular 100pb em A e 1Kb plusem B e C.
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Figura 8. Gel de agarose obtido apo6s eletroforese de produtos de amplificacdo por PCR de
isolados de Candida parapsilosis obtidos de amostras clinicas de pacientes
internados na Unidade de Terapia Intensiva com primers espécie-especificos
com primers especie-especificos CPA4 e NLALEL1 (A) e com os marcadores
(GTG)s (B) e (GACA)4 (C). Colunas de 1 a 13 correspondem aos isolados 1, 2,
3,4,5,6, 7, 8 (hospital 4), 9, 10, 11, 12, 13, 14 (hospital 3). Coluna 15 isolado
de C. guilliermondii. M: Marcador de peso molecular 100pb em A e 1Kb plus
emBeC.



101

Carvalho-Parahym, A.M.R.C. Infecg¢Bes fungicas nosocomiais...

M| 2 3 4 5 6 7 8 9 10
126pb
A
B
M 1 2 3 5 6 7 8 9 10
¢
C

Figura 9. Gel de agarose obtido apoés eletroforese de produtos de amplificacéo por PCR de
isolados de Candida tropicalis obtidos de amostras clinicas de pacientes
internados na Unidade de Terapia Intensiva com primers espécie-especificos
CTR22 e NL4ACTR1 (A), e com os marcadores (GTG)s (B) e (GACA), (C).
Colunas de 1 a 9 correspondem aos isolados 1, 2, 3, 4 (hospital 2),5,6,7,8e9
(hospital 3). Coluna 10 isolado de C. guilliermondii. M: Marcador de peso
molecular 100pb em A e 1Kb plusem B e C.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

= InfeccBes fungicas nosocomiais acometem pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva, com maior incidéncia de fungemia.

= Portadores de doencas hematologicas malignas, principalmente leucemia mieldide
aguda, internados em Unidades de Terapia Intensiva sdo os mais acometidos por
infecgBes fungicas.

= A candidiase é a micose mais prevalente em Unidades de Terapia Intensiva e C.
albicans é o agente etiol6gico mais frequentemente.

» Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C.
parapsilosis, C. sake e C. tropicalis, sdo as espécies que infectam pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva.

= Leveduroses por Saprochaete capitata e Pseudozima aphidis acometem
imunocomprometidos internados em Unidades de Terapia Intensiva.

= Aspergillus flavus causa micose invasiva em portadores de leucemia.

= Infecgdes fungicas invasivas sdo mais prevalentes em portadores de doencas
hematoldgicas malignas.

»= |solados de Candida albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apresentam
resisténcia a antifangicos azolicos.

= Candida parapsilosis ocasiona surto de endocardite nosocomial.

= Candida parapsilosis e C. tropicalis estdo envolvidas em infecgdes hospitalares
com origem clonal.

= O primer (GACA), diferencia melhor intraespecificamente isolados de Candida,

podendo ser usado na anélise de clonalidade.
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