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RESUMO

Este estudo visou comparar as leveduras do género Candida encontradas em fontes
de infeccdo com as leveduras colonizantes de diversos locais de superficie e
ambiente, tendo como critérios os fatores associados a viruléncia. Houve um
predominio de Candida albicans (32%) seguido de C. parapsilosis (20%), C.
lusitaniae (20%), C. krusei (8%) e C. guilliermondii (4%) em fontes de infec¢do. Em
relacdo as espécies colonizantes, observaram-se C. tropicalis (33,4%), C. lusitaniae
(21,2%), C. parapsilosis (18,2%), C. albicans (15%), C. famata (6,1%) e C.
guilliermondii (6,1%). Quanto aos fatores associados a viruléncia observou-se R
hemdlise em 19,7% dos isolados, a hemdlise em 21,3% e n&o foi observada
atividade hemolitica em 70% dos isolados. Dentre as amostras, houve sensibilidade
para Anfotericina B em 100% das mesmas e em 98,57% para fluconazol. Das
leveduras de C. albicans provenientes de fontes de infeccdo 100% demonstraram
potencial de formacao de biofilme. As espécies néo-albicans com maior producao de
biofilme foram C. krusei (100%), C. parapsilosis (75%), C. tropicalis (75%). Nas
amostras oriundas de colonizagao, 100% de C. albicans desenvolveram biofilme e
dentre as n&o-albicans destacaram-se C. parapsilosis (80%), C. tropicalis (77,78%).
Elevadas capacidade de formacdo de biofilme e atividade metabdlica foram
observadas em 35,3% das espécies de Candida spp. Em Candida spp provenientes
de fontes de colonizacdo 33,3% apresentaram capacidade intermediaria de

producgao de biofiimes mas com atividade metabdlica alta.

Palavras-chave: Colonizagado. Infecgcdo hospitalar. Candida albicans. Candida nao-

albicans. Viruléncia.



ABSTRACT

This study aims to compare the Candida species recovered from sources of infection
with ones that are colonizing various sites and surface at the environment, having as
criteria the factors associated with virulence. There was a predominance of
C.albicans (32%) followed by C. parapsilosis (20%), C. lusitaniae (20%), C. krusei
(8%) and C. guilliermondii (4%) at sources of infection. For the colonizing species we
observed C. fropicalis (33.4%), C. lusitaniae (21.2%), C. parapsilosis (18.2%), C.
albicans (15%), C. famata (6.1%) and C. guilliermondii (6.1%). Regarding the factors
associated with virulence 3 hemolysis was observed at 19.7% of the isolates and a
hemolysis at 21.3% and it wasn’t seen hemolytic activity at 70% of the isolates.
Among the isolates it was observed susceptibility for amphotericin B at 100% of the
ones and at 98.57% for fluconazole. Among C. albicans from sources of infection
100% demonstrated the potential of biofilm formation. The non-albicans species with
increased biofilm production were C. krusei (100%), C. parapsilosis (75%), C.
tropicalis (75%). In isolates from colonization, 100% of C. albicans developed biofilm
and among non-albicans species, predominated C. parapsilosis (80%), C. tropicalis
(77.78%). High capacity for biofilm formation and metabolic activity were observed at
35,3% of the isolates. In Candida spp from sources of colonization 33.3% showed

intermediate capacity to produce biofilms but with high metabolic activity.

Key words: Colonization. Nosocomial infection. Candida albicans. Candida non-

albicans. Virulence.
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1 INTRODUGAO

As leveduras sao fungos oportunistas ou patégenos responsaveis pela maior
parte das infecgdes fungicas nos seres humanos. Durante as ultimas décadas, a
incidéncia de infecgbes causadas por leveduras sofreu grande aumento,
especialmente em individuos imunocomprometidos (KHUN et al., 2003).

Avancos tecnolégicos nos cuidados médico-hospitalares, melhoria e avangos
nos métodos diagndsticos, disponibilidade de novos biomateriais para proteses,
sondas e catéteres tém permitido aumento na sobrevida de pacientes com quadros
clinicos e cirurgicos criticos, os quais tém sobrevivido a custa dos tratamentos
aplicados e que de outra forma nao sobreviveriam, no entanto, muitos destes
pacientes acabam por morrer, ndo devido a doenga de que realmente padecem,
mas devido as infec¢des fungicas de que passam a ser alvos (SELITRENNIKOFF,
2001; ZARAGOZA et al., 2006).

A elevada morbi-mortalidade e os custos decorrentes associados a estas
infecgdes relevam a importancia destas enfermidades como problema preocupante
de saude publica, sendo, assim, desejavel e requerida a intervengao profilatica
embasada em identificagbes precoces dos fatores de risco, diagnostico laboratorial
nos estagios iniciais da infecgdo, determinagdo dos pontos de colonizagao
microbiana em ambiente hospitalar e de fatores associados a viruléncia fungica
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003).

Os fungos, em outras épocas, frequentemente considerados contaminantes
ou colonizantes, tém assumido carater oportunista, sendo responsaveis por
infeccbes de alta letalidade e surtos de infecgdes hospitalares, atingindo,
principalmente, pacientes imunodeprimidos, nos quais apresentam-se como
infeccdes rapidamente progressivas, de dificil diagnostico e refratarias ao tratamento
(CAGGIANO et al., 2008)

Ha inumeros fatores de risco que podem predispor os pacientes as infecgdes
fungicas, dentre estes: a) aumento da populagédo de pacientes imunodeprimidos tais
como pacientes com AIDS, pacientes oncoldgicos, diabéticos, dentre outros; b) uso
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de antibidticos de largo espectro, tratamentos antimicrobianos de duragéo
prolongada, uso de corticosteroides e drogas imunossupressoras; c) procedimentos
cirargicos resultantes de tratamentos hospitalares intensivos e prolongados,
hemodialise e dialise interperitoneal em doentes imunocomprometidos; d) o advento
do transplante de 6rgdos e de células-tronco hematopoiéticas permitindo maior
sobrevida a estes pacientes; e) o aumento da populagdo de idosos; f) evolugédo
terapéuticas para o tratamento de recém-nascidos prematuros; €) As infecgbes por
leveduras também podem estar associadas a utilizagdo de dispositivos médicos
invasivos tais como implantes, cateteres vasculares, préteses dentarias, lentes de
contato, marcapassos para o coragao, ligagbes artificiais, discos intervertebrais,
dentre outros (PFALLER; WENZEL, 2003; WARNOCK, 2007).

O espectro de fungos oportunistas tem expandido de modo rapido e inclui
diversas espécies do género Candida, Cryptococcus, Rodothorula e alguns fungos
demaceos e espécies de Aspergillus spp. Dados referentes a autopsias de doentes
imunocomprometidos revelaram que pelo menos metade destes doentes estava
infectada com espécies de Candida, um terco com espécies de Aspergillus e os
restantes continham infec¢gdes causadas por espécies de Cryptoccocus e outros
fungos, tais como espécies de Fusarium (CHANG et al., 2003). No entanto, Candida
spp permanece como principal causa de infeccdo hospitalar oportunistica,
particularmente em unidades de terapia intensiva e de tratamento hematolégico mas
ainda ha muitas falhas e dificuldades referentes a prevencédo e ao tratamento das
infecgbes causadas por estas leveduras (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

1.1  ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE CANDIDA SPP

As leveduras do género Candida sao microrganismos pleomoérficos, de ciclo
sexual incompleto. O género Candida € constituido de aproximadamente 200
espécies de leveduras. Caracterizam-se por serem seres unicelulares, eucarioticos,
heterotréficos, tendo como substancia de reserva o glicogénio (PAULA,
MATSUMOTO, MELO, 1999; LACAZ et al., 2002). Apresentam distribuicdo ubiqua
na natureza, podendo ser encontradas em homens ou animais, solo, agua, vegetais,

alimentos e em diversos ambientes, inclusive hospitalares. Considerando-se a
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microbiota normal humana, sdo encontradas como sapréfitas em dobras cutaneas,
orofaringe, mucosa vaginal e como colonizantes do trato gastrointestinal em até 80%
de individuos saudéaveis (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

As espécies do género Candida geralmente podem ser cultivadas em meios
de composigao relativamente simples como o agar Sabouraud dextrosado,
desenvolvendo colénias com aspecto caracteristico. Testes laboratoriais simples
como indugédo de tubo germinativo e clamidésporo terminal permitem identificar C.
albicans. Os meios cromogénicos também sao utilizados para identificagcdo de
algumas espécies de Candida, incluindo C. albicans, com base nas caracteristicas
de cor das col6nias (MALUCHE; SANTOS, 2008).

As espécies pertencentes a este género estdo muito bem adaptadas ao
ambiente e ao corpo humano, assim, sdo capazes de coloniza-lo sem que sejam
observados sinais de doenca em condigbes fisioldgicas normais (ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

1.2 COLONIZAGAO POR ESPECIES DE Candida spp

O termo colonizagao é definido como a presenga de um microrganismo em
um ambiente ou um hospedeiro, havendo crescimento e multiplicagcdo, mas sem
qualquer expressao clinica e sem detecgao de resposta imune no momento em que
e isolado (JARVIS, 1996).

A colonizagdo microbiana, nos seres humanos, tem inicio durante o
nascimento e continua através de contatos posteriores com os ambientes
inanimados ou animados até que seja estabelecido um equilibrio sutil formando a
microflora normal. Esta microflora normal, composta, por exemplo, por
Staphylococcus coagulase-negativo ou Staphylococcus aureus na pele ou C.
albicans no trato gastrointestinal, vagina, regido perineal e trato respiratério, pode
estar relacionadas a casos de infecgdes quando as defesas normais do hospedeiro
sao prejudicadas por doenca subjacente, terapia imunomoduladora, com uso de
dispositivos invasivos, ou quando o delicado equilibrio da microflora normal é

alterado através da terapia antimicrobiana (JARVIS, 1996).
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A colonizagédo € definida como o primeiro passo na patogénese das infecgbes
invasivas associadas a Candida spp. Em uma pesquisa realizada por Mendiratta et
al. (2006), a colonizagao de neonatos prematuros, por leveduras, foi considerada
elevada, sendo da ordem de 33,9% contra o indice de 10% encontrado em recém
nascidos a termo. A levedura colonizante mais frequente foi C. albicans (45,9%).
Estes valores foram semelhantes aos encontrados por Sharp; Odds; Evans (1992)
mas discrepantes do alto indice de 74,4% relatado por Singh et al. (1999).

Embora C. albicans seja considerada a levedura colonizante predominante,
nas ultimas décadas, as infecgdes e colonizagbes por outras espécies do género
Candida tém aumentado consideravelmente (MENDIRATTA et al., 2006).

Muitos, se ndo a maioria, dos casos de infecgdes hospitalares resultam, direta
ou indiretamente da colonizagdo dos pacientes. Estudos tém mostrado que os
pacientes internados podem rapidamente ser colonizados pela microbiota
caracteristica do ambiente hospitalar em questédo (JARVIS, 1996).

Embora a maioria das infecgbes por Candida spp sejam de origem enddgena,
decorrentes da translocagao de sitios da levedura existe a possibilidade de infecgao
exdégena. O desequilibrio na microbiota residente, lesdes na mucosa intestinal,
casos graves de desnutricdo induzidos por algum fator predisponente do hospedeiro
ou do fungo favorece a translocacdo da levedura aos capilares mesentéricos,
permitindo o acesso a corrente sanguinea.

Por via exdgena, as infecgbes podem ocorrer a partir de fontes em ambientes
hospitalares, por intermédio das maos dos profissionais da saude, utilizagdo de
catetéres e solugbes parenterais contaminadas (COLOMBO;GUIMARAES, 2003;
PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007).

A colonizagdo ambiental ocorre quando o microrganismo permanece com a
capacidade de infectar, mesmo em subcondicdes de desenvolvimento, nas méaos de
profissionais de saude, superficies inanimadas e ambiente (VAZQUEZ et al., 1998).

Estudos moleculares de tipagem de leveduras, sugerem que as mé&os dos
profissionais de saude e o meio ambiente podem desempenhar um papel importante
na disseminagéo de C. albicans e C. ndo albicans entre 0 meio ambiente e pacientes
submetidos a procedimentos como transplante de medula 6ssea. Entretanto, a

direcdo na qual a transmiss&o ocorreu em maior frequéncia, se de paciente para o
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meio ambiente ou vice-versa, ndo foi demonstrada conclusivamente (VAZQUEZ et
al., 1998).

As colonizagbes de superficies inanimadas podem ser duradouras. Estudos
de inoculacdo experimental, em superficies secas, mostram que C. albicans e C.
parapsilosis podem sobreviver de 3 a 14 dias, respectivamente (TRAORE;
SPRINGTHORPE; SATTAR, 2002). A presenga de soro ou albumina, baixas
temperaturas e teor elevado de umidade tém sido descritos como condicionadores
de maior taxa de persisténcia ambiental (KRAMER; SCHWEBKE; KAMPF, 2006).

Ha indicios de que as epidemias de propagacédo das Candida spp de
colonizagao a infecgao ocorra a partir de fontes ambientais (VAZQUEZ et al.,1993).
Evidéncias da existéncia de um reservatorio ambiental de espécies endémicas como
C. albicans e C. glabrata tém sido comprovadas através da utilizacdo de técnicas de
tipagem molecular. Linhagens de Candida spp recuperadas de pacientes
submetidos a procedimento de transplante de medula éssea foram idénticas as
linhagens encontradas em colonizagao nas superficies das salas onde estes
pacientes foram alojados, antes da comprovagdo da aquisicdo de infeccao
(VAZQUEZ et al., 1998).

A elevada prevaléncia de Candida spp em maos dos profissionais de saude
(PHELPS; AYLIFFE; BABB, 1986), a habilidade do fungo em sobreviver em
superficies inanimadas (PFALLER, 1995), a colonizagao do trato genital materno, a
colonizagdo do trato respiratério e ou gastrointestinal dos recém nascidos e a
colonizacdo de biomateriais tais como proteses e catéteres podem funcionar como
sitios reservatérios a partir dos quais o fungo pode se disseminar e passarem do
estado de microrganismos colonizantes para a categoria de agentes infecciosos
(GAGNEUR et al., 2001).

Nunn et al. (2007) observaram que linhagens de C. dublinienses, gendtipo 1,
presentes em infecgdes em pacientes HIV positivos, podem ser encontradas como
colonizantes do trato gastrointestinal das aves marinhas Uria aalge. Estes
pesquisadores afirmaram que a levedura utiliza como vetor o carrapato /xodes uriae
e estabeleceram, a partir dos resultados obtidos, uma nova via de transmissao

fungica, da colonizagdo ambiental para a infeccdo em humanos.
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1.3 INFECGAO HOSPITALAR POR Candida spp

As infecgdes nosocomiais ou hospitalares (IH) denonimadas “infecgbes
relacionadas a servigo de saude” sdo consideradas uma das mais frequentes
complicagdes nos pacientes submetidos a hospitalizagdo. Segundo o Center of
Diseases Control (CDC), a IH é uma infeccédo localizada ou sistémica, que néao
existia no momento da admisséo do paciente ao hospital (GARNER et al.,1996).

A natureza dos microrganismos encontrados nestas IHs tem variado nas
ultimas cinco décadas, devido a fatores ambientais e pressdo seletiva do uso de
antimicrobianos. Ha diversos critérios para diagndstico de IHs tais como: evidéncia
clinica derivada da observagao direta do paciente ou da analise do seu prontuario;
resultados de exames de laboratério, ressaltando-se os exames microbioldgicos, a
pesquisa de antigenos, anticorpos; evidéncias de estudos com métodos de imagem,
endoscopia, bidpsia dentre outros (BRASIL, 1998).

E importante que cada instituicdo conhegca o seu perfil epidemioldgico de
infeccbes nosocomiais e os desafios e obstaculos a serem vencidos para posterior
prevencgao e controle das mesmas (RIBEIRO et al., 2002).

A incidéncia de IHs por fungos tem aumentado consideravelmente nas ultimas
décadas acarretando altos indices de mortalidade que ficam em torno de 60%
(HOTA, 2004).

As manifestagbes clinicas das infecgbes fungicas nosocomiais podem se
apresentar sob diversas formas: infecgdo de corrente sanguinea (fungemia),
infeccdo do trato urinario, infeccdo de ferida cirurgica, abscessos cutaneos
relacionados a insercdo de cateter, infeccdo do musculo cardiaco entre outras
(SILVA, 2005)

A relevancia das infecgdes por Candida spp e ambiente hospitalar passaram
a ganhar importéncia a partir da década de 1980, interligada ao avango da
tecnologia cientifica meédica e do melhor conhecimento dos mecanismos
desencadeadores de doencgas, propiciando sobrevivéncia maior do ser humano.
Este fato fez com que as intervencdes de procedimentos clinico-laboratoriais

expusessem o0s pacientes a uma seletividade de microrganismos mais resistentes,
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favorecidos pelo uso indiscriminado, ao longo do tempo, dos farmacos disponiveis
no mercado (COLOMBO et al., 2003).

As leveduras do género Candida sédo patdogenos de destaque em IHs,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. Em hospitais terciarios, o género
Candida responde por cerca de 80% das infecgbes fungicas documentadas e é a
quarta causa de infeccdo da corrente sanguinea, conduzindo ao 6bito em torno de
25 a 38% dos pacientes que desenvolvem candidemia, representando grande
desafio aos clinicos de diferentes especialidades devido as dificuldades diagndsticas
e terapéuticas das infecgdes causadas por estes agentes (ST-GERMAIN et al.,
2001).

Entre as infecgbes invasivas causadas pelo género Candida, salienta-se a
relevancia clinica dos casos de infeccdo de corrente sanguinea, conhecida como
candidiase hematogénica ou candidemia. O termo candidiase hematogénica
engloba um espectro amplo de situagbes clinicas, incluindo desde episddios
isolados de candidemia até casos nos quais o fungo, presente na corrente
sanguinea, dissemina-se para um ou varios 6rgados do hospedeiro infectado
(MATSUMOTO et al., 2002).

Um problema particular associado a este grupo de pacientes € que, no
momento inicial da infecg¢ao, faz-se dificultada a distingdo clinica de pacientes com
fungemia daqueles com infecgdo hematogénica bacteriana (bacteremia). Esta
dificuldade acarreta um atraso inicial da terapia antifungica e a escolha da
terapéutica empirica inicial pode ser inadequada. Novos estudos estdo sendo
realizados, com a finalidade de desenvolver técnicas modernas para diagnosticar
com precisao e rapidez as candidemias. A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é
uma técnica promissora, mas ainda nao € uma ferramenta disponivel rotineiramente
(JAMES, 2007).

Berzaghi et al. (2009) apresentam em seu trabalho nova abordagem
diagndstica baseada na deteccdo do antigeno de 65 KDa que trata-se de uma
proteina estrutural encontrada entre as espécies de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis mas nao encontrada em linhagens de C. glabrata.

Estudos recentes vém destacando a possibilidade de utilizagdo dos niveis

séricos de procalcitonina como marcadores de infecgdes hematogénicas. A
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procalcitonina € um polipeptideo com peso molecular de aproximadamente 13 kDa,
produzida primariamente pelo figado e células mononucleares periféricas; sua
producdo é estimulada pelas citocinas e lipopolissacarideos. E sabido que nas
candidemias ocorre aumento dos niveis séricos deste polipetideo em menor escala
quando comparado aos niveis em casos de bacteremias, embora o ponte de corte
que diferencie uma da outra ainda ndo tenha sido referenciado (MARTINI et al.,
2010).

As infecgbes fungicas causadas por Candida spp abrangem desde lesdes
superficiais em pessoas saudaveis até infecgdes difundidas em pacientes
neutropénicos (ALVARES; SVIDZINSK; CONSOLARO, 2007). Tanto fatores
predisponentes locais quanto sistémicos do hospedeiro podem contribuir para a
invasdo por Candida spp. Diversos processos patoldgicos, fisiologicos ou
traumaticos podem facilitar a colonizagcdo e posterior infeccdo do hospedeiro por
Candida spp. Os fatores mais comumente encontrados s&o: imunossupressao,
neutropenia, desnutricdo e quimioterapia antineoplasica. Outros facilitam a entrada
do microrganismo no hospedeiro, como o0 uso prolongado de cateteres,
queimaduras, cirurgias extensas, dialise peritoneal ou abuso de drogas
intravenosas. Fatores combinados também podem ocorrer como, por exemplo, a
utilizagcdo prolongada de cateteres associados a antibioticoterapia, nos quais as
leveduras podem multiplicar-se no trato gastrointestinal ou pele; a partir dai, o fungo
pode causar candidemia (MALUCHE; SANTOS, 2008; ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007). A candiduria, presenga de leveduras na urina, também é uma
manifestagdo comum da colonizagdo ou infeccdo por Candida em pacientes
internados, podendo ser um indicio de processos infecciosos mais graves no rim, o
que pode causar lesbes graves com alta morbidade e mortalidade (DE OLIVEIRA;
MAFFEI;, MARTINEZ, 2001). Nos utlimos anos tem ocorrido alteragdo na etiologia
das infecgdes causadas por Candida. Anteriormente as infecgdes estavam
associadas principalmente a C. albicans nos pacientes com candidiase, que ainda é
a micose invasiva mais frequente, embora, nos ultimos anos as espécies de Candida
nao-albicans tenham respondido por mais de 50% dos casos (PAPPAS et al., 2003).
Esta alteragdo na etiologia das infecgbes esta associada a alguns fatores de risco
especificos das Candida nao-albicans, dentre eles: colonizagdo simultdnea em mais



23

de um sitio anatdmico, neutropenia, uso profilatico de antifungicos, principalmente
fluconazol, acesso vascular central, indice APACHE Il (ABlI SAID; ANNAISSIE,
1998); leucemia em fase aguda, transplante de medula éssea, interrupgao do uso de
anfotericina B durante o tratamento (KRCMERY, 1999), doengas hematoldgicas
malignas (VISCOLI et al; 1999), processos cirurgicos e faléncia renal
(BLOOMBERG et al.,, 1998). Bassetti et al. (2006) realizaram um estudo em
pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva em hospitais italianos e
mostraram esta alteragédo na distribuicdo das espécies de Candida em candidemias,
havendo uma diminuicdo nas linhagens de C. albicans e aumento de C. néo-
albicans.

Candida albicans ainda € a espécie mais frequentemente isolada de infecgdes
superficiais e invasivas, mas espécies néo-albicans tém aumentado em frequéncia,
muitas vezes sao refratarias as terapias convencionais. Assim, paralelamente ao
aumento geral das candidemias, observou-se aumento das infecgbes de corrente
sanguinea por espécies de Candida nao-albicans como: C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilhermondii e C. lusitaniae. As razbes para
essa inversdo no padrdao de distribuicdo das espécies ainda nao foram
completamente elucidadas, podendo estar fortemente relacionadas com o potencial
de viruléncia destes microrganismos (COLOMBO et al., 2003). A C. albicans
apresenta um potencial patogénico bastante conhecido, apresentando como
principais fatores de patogenicidade e viruléncia a capacidade de aderéncia a
diferentes mucosas e epitélios, o dimorfismo com produgdo de estruturas
filamentosas que auxiliam a invasao tissular, a termotolerancia significativa, e a
producao de enzimas como proteinases e fosfolipases (DIGNANI et al., 2003). Esta
espécie é naturalmente sensivel a todas as drogas antifungicas de uso sistémico,
mas ja foram relatados casos de resisténcia adquirida a azodlicos em pacientes que
foram expostos prolongadamente a estes medicamentos (COLOMBO; GUIMARAES,
2003).

Recentemente, C. dubliniensis foi reconhecida como uma espécie emergente
cujas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas sdo muito semelhantes a C.
albicans, sendo assim, sua identificagdo precisa de grande importancia, um teste

presuntivo de identificacdo indireta baseado na capacidade de crescimento a 45°C
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tem sido utilizado, mais as técnicas moleculares s&o as mais confiaveis para
identificar C. dubliniensis. Esta espécie € menos patogénica que a C. albicans,
porém apresenta maior facilidade em desenvolver resisténcia a azdlicos.
Atualmente, ainda sao raros os casos de doencas sistémicas relacionadas a C.
dubliniensis (KRCMERY; BARNES, 2002).

Candida tropicalis possui consideravel potencial biolégico como agente
oportunista quando o hospedeiro encontra-se neutropénico, quando ha supressao
da flora bacteriana pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa gastrointestinal.
Em paises da América Latina, em especial no Brasil, esta espécie € muito frequente,
mesmo entre pacientes n&o portadores de céncer, constituindo-se na segunda ou
terceira principal causa de candidemia (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida glabrata € a espécie que apresenta maior aderéncia, sendo
reconhecida pela capacidade de produzir biofiime e considerada um importante
patdogeno hospitalar, constituindo a levedura em maior ascensao nas candidemias
relatadas nos EUA e Europa (TAMURA et al., 2007). Isolados clinicos de C. glabrata
apresentam menor sensibilidade ao fluconazol, consequientemente, um aumento nos
indices de colonizagao/infecgao por esta espécie tem sido observado em diferentes
grupos de pacientes expostos prolongadamente ao fluconazol. Além dos problemas
terapéuticos de infecgbes por C. glabrata associados aos azodlicos, tem sido
documentada a menor sensibilidade de isolados desta espécie em relagdo a
anfotericina B (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida parapsilosis apresenta-se, desde os anos 80, como um importante
patégeno hospitalar de fungemias. Em paises da América Latina, C. parapsilosis tem
sido reconhecida como a segunda principal causa de infecgdo invasiva, sendo que
sua ocorréncia € maior em criangas e recém-nascidos prematuros internados em
unidades de terapia intensiva (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Esta espécie
prolifera-se em solugdes contendo glicose, tem grande capacidade de produzir
biofilme e freqientemente coloniza a pele (LEVIN et al., 1998).

Candida krusei tem se mostrado como um patdégeno hospitalar ocasional,
particularmente, em pacientes portadores de doengas patoldgicas malignas e/ou
submetidos a transplante de medula 6ssea. Esta levedura € naturalmente resistente
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ao fluconazol, e talvez isso explique seu aumento em pacientes neutropénicos
expostos a este antifungico (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida lusitaniae ¢ uma levedura pouco frequente como agente causador de
doenga invasiva, mas tem sido relatada como agente de candidemia em pacientes
imunocomprometidos. Frequentemente, isolados clinicos de C. lusitaniae
apresentam resisténcia natural a anfotericina B ou desenvolvem-se rapidamente,
mas sdo sensiveis a triazolicos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida qguilliermondii ainda n&o € frequentemente encontrada como
causadora de infec¢des invasivas, mas esta espécie vem sendo reconhecida por
diferentes autores como agente emergente. A maioria dos casos descritos relaciona-
se a pacientes com cancer. Em relacdo a seu tratamento, ha relatos de resisténcia in
vitro de amostras clinicas a anfotericina B, porém ha duvidas sobre a real eficacia
deste medicamento na terapéutica de infecgbes sistémicas por C. guilliermondii
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Atualmente novas espécies de leveduras do género Candida spp, apesar de
raras, estdo se tornando emergentes. Candida nivariensis e Candida bracarensis
possuem fendtipos semelhantes e gendtipo com alta similaridade no
sequenciamento genético a C. glabrata ( CORREIA, A. et al. 2006). Estas leveduras
apresentam multirresisténcia aos antifungicos azois e tem CIM mais elevada do que
C. glabrata (BORMAN,A. et al. 2008; LOCKHART, S.R. et al. 2009). C. orthopsilosis
e C. metapsilosis sdo duas novas espeécies que juntamente com C. parapsilosis
formam o complexo parapsilosis e apresentam algumas variagdes genéticas em
relacdo a C. parapsilosis ( GOMEZ-LOPEZ,A. et al. 2008), além de possuirem
reducdo de sensibilidade a classe de antifungicos echinocandinas e serem
consideradas como importantes leveduras patogénicas (GARCIA-EFRON, G. et al.
2008). A diferenciagcao entre as espécies de C. glabrata de C. nivariensis e C.
bracarensis; C. parapsilosis de C. orthopsilosis e C. metapsilosis e também C.
albicans de C.dubliniensis sao realizadas através da combinacdo de métodos
presuntivos como os fenotipicos e métodos genotipicos.
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1.4 FATORES ASSOCIADOS A VIRULENCIA

A capacidade da levedura em aderir, infectar e causar doenga, em conjunto é
definida como potencial de viruléncia ou patogenicidade (TAMURA et al., 2007).
Existem diferengas na patogenicidade de isolados de Candida spp, assim, varios
fatores de viruléncia tém sido propostos e descritos (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007).

Os fatores de viruléncia sao determinados geneticamente, porém expressos
pelos microrganismos quando submetidos a certas condi¢des, tais como teor
nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura. Essas condigdes sdo especificas
para cada microrganismo e variam de hospedeiro para hospedeiro ou até mesmo
entre os diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro (TAMURA et al., 2007 ).

Candida albicans é um importante agente oportunista para seres humanos e
dispdem de uma variedade de fatores associados a sua capacidade de causar
infecgcdes. Antes de se discutir cada um dos fatores de viruléncia deste
microrganismo, faz-se importante ressaltarmos a sua versatilidade como um
patogeno. Componente crucial desta versatilidade € a sua capacidade de sobreviver
como comensal em varios sitios anatdmicos, cada um com suas condi¢cbes
inerentes. Esta capacidade adaptativa esta associada ao fato do espectro de
doencas causadas por C. albicans e C. nao-albicans ser superior a de outros
microrganismos. Escherichia coli, por exemplo, coloniza o intestino de seres
humanos mas soO é encontrada transitoriamente na cavidade bucal e raramente na
mucosa vaginal, ao contrario de C. albicans, que vive como comensal em cada um
desses locais e causa a doenga quando for dada a oportunidade (CALDERONE;
FONZI, 2001).

Dentre os fatores de viruléncia observados entre as espécies de Candida spp.
estdo: habilidade de produzir enzimas hidroliticas, atividade hemolitica em agar-
sangue enriquecido, propriedade de multiplicagdo a altas temperaturas,
hidrofobicidade de superficie celular, variabilidade genotipica, “switching” fenotipico,
aderéncia e formagdo de biofilmes (TAMURA et al., 2007; RORIG; COLACITE;
ABEGG, 2009).
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As proteinases e fosfolipases sdo as principais exoenzimas envolvidas na
viruléncia de leveduras do género Candida (RORIG; COLACITE; ABEGG, 2009). A
aderéncia das leveduras as células epiteliais € maior quando as leveduras
apresentam atividade de fosfolipase superior e, portanto, maior € a sua
patogenicidade (BARRETT-BEE et al., 1985). Para estudar a atividade enzimatica
das leveduras sdo analisadas as atividades das enzimas extracelulares conforme
protocolos classicos (TAMURA et al., 2007).

Células leveduriformes hidrofobicas (CSH) apresentam maior viruléncia em
ratos do que células leveduriformes hidrofilicas. A expresséo de CSH por C. albicans
tem sido relacionada com viruléncia aumentada, possivelmente por estimular
fendmenos de aderéncia, resisténcia a fagocitose e germinacdo (JABRA-RIZKI et
al., 2001).

A alteragdo fenotipica na morfologia das colbnias, incluindo mudanga no
formato, estruturas de superficie celular e germinagdo a 37°C, também pode tornar
as leveduras mais virulentas (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Outro fator de viruléncia mencionado anteriormente é a aderéncia, sendo esta
mediada por macromoléculas denominadas adesinas. Para que ocorra a aderéncia
permanente entre o microrganismo invasor e o tecido do hospedeiro, € necessario
que se estabelecga ligacdes especificas entre estruturas complementares existentes
na superficie do patégeno e da célula epitelial (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007). Alguns estudos in vivo e in vitro tém sido desenvolvidos para
quantificar e caracterizar a aderéncia de espécies de Candida a superficies celulares
e inanimadas (JABRA-RIZKI et al., 2001).

A capacidade das leveduras de formar biofiime também pode ser avaliada
segundo o método de aderéncia (TAMURA et al., 2007). A formagao de biofilme é
um outro tipo de aderéncia, na qual os microrganismos formam agregados
unicelulares, gerando estruturas multicelulares que aderem a superficies. Seu
desenvolvimento ocorre em resposta a uma variedade de condi¢des, tais como alta
densidade celular, privagdo de nutrientes e estresse fisico ambiental (O TOOLE;
DAVEY, 2000).
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Para que as infecgdes causadas por Candida spp sejam controladas, o
hospedeiro deve gerar uma ampla resposta de defesa, sendo assim possivel

neutralizar os fatores de viruléncia de tais leveduras (MORAGUES et al., 2003).

1.4.1 Capacidade de adesao

A capacidade de adesao de Candida spp as células, tecidos e dispositivos
meédicos implantados nos hospedeiros e a imunomodelacdo da resposta imune do
hospedeiro sdo considerados aspectos importantes das interagées da célula com o
ambiente que a circunda. A adesao das células ao hospedeiro € um pré-requisito
para a colonizagdo e um passo inicial para a infeccdo (ARTHINGTON-SKAGGS;
FRADE, 2010). As interacdes fisicas destas leveduras com as células do hospedeiro
sdo mediadas na superficie celular e os constituintes da parede celular que estéao
implicados nas ligagcbes sdo denominados de adesinas. Existe uma grande
variedade deste tipo de estruturas, justificando, assim, a capacidade da célula
colonizar um variado numero de superficies (CHAFFIN et al., 1998).

O processo de adesdo as superficies do hospedeiro envolve fatores
biolégicos e n&o biolégicos. Quanto aos fatores biolégicos, a adesao é regulada por
mecanismos moleculares especificos, principalmente através da produgcdo de
proteinas especificas, as adesinas. Um conjunto de adesinas diretamente envolvidas
na adesao de C. albicans ao epitélio humano ja foi identificado. Em relagédo aos
fatores nao biologicos, incluem-se as forgas de van der Walls, interagdes
hidrofdbicas e eletrostaticas (DUNNE, 2003).

1.4.2 Capacidade de formacgao de biofilme

As infecgbes causadas por Candida spp. se iniciam com aderéncia e
colonizacdo de superficies artificiais ou superficie bidtica do hospedeiro.
Posteriormente, segue a formagdo de uma estrutura tridimensional complexa de

células de leveduras, hifas, pseudohifas e matriz extracelular polimérica, sendo esta
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denominada biofilme (LAFLEUR; KUMAMOTO; LEWIS, 2006; SENEVIRATNE et
al., 2008; VANDENBOSCH et al., 2010).

Consterton et al., em 1978, definiram biofime como “uma cidade de
microrganismos”. Donnan e Costerton definiram um biofilme como sendo uma
comunidade séssil caracterizada por células formadoras de microcolbnias e que
encontram-se aderidas, de modo irreversivel, a um substrato, a uma interface, ou
ainda umas as outras, embebidas em uma matriz exopolimérica de substancias
extracelulares e que exibe um fendtipo alterado em relagdo a taxa de crescimento,
a transcrigdo genética (DONLAN, CONSTERTON, 2002).

Os microrganismos existem em condigdes normais sob duas formas, isolados
como células plancténicas (em suspensdo) ou na maioria das vezes em
comunidades, aderidos a uma superficie e vinculados a um biofiime (CHANDRA et
al., 2001) . Os biofilmes sao cruciais no desenvolvimento de infecgbes, uma vez que
servem de nicho aos agentes patogénicos e estdo associados a altos niveis de
resisténcia a agentes antimicrobianos (KUHN et al., 2002).

A formacao de biofilme € um dos principais fatores de viruléncia de Candida
spp e, atualmente, tem recebido consideravel destaque (JIN et al., 2003). A formagé&o
de biofilme de Candida tem uma importante repercussao clinica devido a habilidade
das células do interior do biofilme que suportam o sistema imune do hospedeiro e
devido também ao aumento da resisténcia a terapia antifungica. Além disso, a
formacdo de biofiime em dispositivos médicos pode afetar negativamente o
hospedeiro, pois pode causar falha no funcionamento do aparelho e servir como
reservatorio ou fonte de futuras infecgées (KOJIC; DAROUICHE, 2004). As
infeccbes que estdo associadas a formacgao de biofilmes sao de tratamento dificil e
em pacientes com candidemia associada a cateter, a remogdo do mesmo deve ser
realizada como parte do tratamento (PAULA; MATSUMOTO; MELO, 1999;
TAMURA; GASPARETTO; SVIDZINSKI, 2003).

Candida spp tem facilidade de colonizar e formar biofiimes em uma série de
biomateriais; stents, préteses (cardiacas, articulagdes, etc), implantes (lentes, mama,
etc) e varios tipos de cateteres. Candida spp também pode formar biofiimes em
diversos materiais constituidos por PVC, poliestireno, poliuretano e uma variedade

de outras superficies gerando dificuldade no sucesso do tratamento nas infec¢des
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de pacientes que utilizam materiais médicos com esta composi¢cao (AL-DHAHERI;
DOUGLAS, 2008).

A maioria das infecgbes associadas a utilizagdo de implantes médicos
invasivos estao relacionadas a formacao de biofilmes nesses dispositivos. As células
de Candida spp podem invadir os tecidos em contato com o dispositivo ou ser
libertadas na corrente sanguinea, causando infec¢cdo. O desenvolvimento do biofilme
depende do tipo e do numero de células que se aderem ao dispositivo, do tipo de
superficie que constitui o dispositivo e do meio ou fluido a que os microrganismos
estdo expostos (DONLAN, 2001).

A natureza da estrutura do biofilme e as caracteristicas das células que o
constituem conferem uma resisténcia aos agentes antimicrobianos e as defesas
naturais do organismo. Os mecanismos responsaveis pela elevada resisténcia
apresentada por biofilmes de Candida ainda nao foram bem elucidados. Possiveis
mecanismos incluem: reduzida taxa de crescimento, limitada disponibilidade de
nutrientes, expressdo de genes de resisténcia induzida pelo contato com uma
superficie, em especial os de codificacdo de bombas de efluxo, densidade celular
aumentada, envelhecimento celular, presenga de células "persister" no biofilme e
penetracdo restrita da droga através da matriz do biofiime (FERREIRA et al., 2009;
AL-DHAHERI; DOUGLAS, 2008). Alguns investigadores estudaram ainda o
fendmeno de coagregacdo e coadesao entre Candida com diferentes espécies de
bactérias e o efeito de fatores moduladores incluindo saliva, agucares e pH.
Verificou-se entdo que bactérias como a Pseudomonas aeruginosa podem
influenciar e modificar significativamente o crescimento das leveduras e a formagao
de biofilme (THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2006).

1.4.21 Etapas da formagao de biofilme

Espécies de Candida, como microrganismos oportunistas, sdo capazes de se
aderir a superficies e formar biofilmes, protegendo as leveduras dos antifungicos e
dos mecanismos de defesa do hospedeiro e podendo promover a persisténcia da

infeccdo. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifungicos podem estar
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relacionados com limitagbes difusionais a passagem do agente pela matriz
extracelular, com alteragbes fenotipicas das células no biofilme e ainda com o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por alteragcdo do gendtipo das
células. A complexa estrutura dos biofiimes de Candida, ja observada in vitro e in
vivo, sugere que a diferenciagdo morfologica para produzir hifas tem um importante
papel na formacdo e maturagcdo do biofilme. Estas hifas sdo essenciais para a
integridade da arquitetura multicamadas do biofime (FERREIRA et al.,, 2009)
(FIGURA 1). A formacdo do biofiime passa pelas seguintes etapas: a)
condicionamento da superficie do biomaterial com proteinas do hospedeiro; b)
adesao inicial das leveduras a superficie do biomaterial; c) formagcdo da camada
basal por microcolbénias de leveduras que se ancoram a superficie; d) formagao da
camada superior, composta principalmente por hifas e material extracelular
polimérico envolvendo todas as camadas produzidas. O biofilme maduro possui
numerosos canais de agua para permitir a nutrigdo a estrutura (DOUGLAS, 2002).
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Figura 1. Estagios de formacao de biofilme por Candida albicans em superficies de

cateteres.

Fonte: DOUGLAS (2003)

A arquitetura dos biofilmes produzidas por C. albicans esta diretamente
relacionada as diferentes morfologias presentes. O biofilme maduro apos 48 horas é
constituido por uma densa rede de leveduras, hifas e pseudohifas (DOUGLAS,
2002) (FIGURA 2).
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Figura 2. Imagem de biofime maduro de Candida albicans apos 48 horas de
desenvolvimento. Biofiime composto por leveduras, hifas, pseudohifas e material

exopolimérico (matriz).

Fonte: DOUGLAS (2003)

O crescimento do biofilme esta limitado pela existéncia de nutrientes no meio
ambiente e pela difusdo desses mesmos nutrientes através da matriz do biofilme,
bem como pela libertacdo de residuos. A maturagdo do biofime é também
controlada por outros fatores, onde se incluem o pH interno, a difusdo do oxigénio
dissolvido e devido a osmolaridade (CARPENTIER; CERF, 1993). No final do
processo de maturagcdo, o biofilme acaba por atingir uma massa critica e é
estabelecido um equilibrio dindmico no qual o crescimento de células € compensado
pela libertacdo de células planctdnicas disponiveis para a colonizagdo de outras
superficies. Num biofilme maduro, as células mais proximas da superficie tornam-se
inativas, e numa fase posterior morrem devido a falta de nutrientes, diminuigdo do
pH, diminuicdo da concentracdo de oxigénio e ao acumulo de produtos toxicos
resultantes do metabolismo celular. Estudos recentes sugerem que o
desenvolvimento primario, a maturacdo e o envelhecimento de um biofilme sao
regulados pela expressédo de genes da qual € dependente a densidade populacional

que € controlada através da transmissao de sinais entre as células. Uma vez
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atingida a maturacdo, geram-se no biofiilme uma série de alteragbes na forma de
crescimento e cooperacgao fisiologica entre as células (DONLAN, 2002)

Na formagao do biofilme esta envolvida uma série de processos, dentre eles o
sistema de sinalizagao celular denominado quorum sensing que € fundamental na
formagcdo de biofiilmes microbianos (DONLAN, 2002). Esta estratégia de
comunicagao célula a célula, promove uma estabilidade aos biofilmes prevenindo a
formagcdo de superpopulagdo e, portanto, permitindo o0 controle da
competicdo por nutrientes. O quorum sensing também possui implicagdes
importantes no estabelecimento e desenvolvimento do processo infeccioso
(HORNBY et al., 2001). Exemplos deste sistema de sinalizagdo é a producéo de
farnesol que inibe a filamentagdo de C. albicans e a homoserina lactona que age
como sinalizador promovendo a supressao da filamentagcao de C.albicans quando
exposta a Pseudomonas aeruginosa (HOGAN; VIK; KOLTER, 2004).

As células em biofime sao fenotipicamente diferentes das células
plancténicas. No biofiime, notadamente ocorre diminuicdo significativa de
sensibilidade aos antifungicos como anfotericina B, fluconazol e Voriconazol
(RAMAGE et al., 2005). Os mecanismos desenvolvidos pelos biofiimes e que
permitem a a resisténcia aos antifungicos em espécies de Candida ainda ndo estao
claros. Possiveis mecanismos incluem: restricdo na penetragdo da droga na matriz
do biofilme, alterag¢des fenotipicas resultante da diminuicdo da taxa de crescimento
devido a limitagbes nutricionais, a expressao de genes de resisténcia induzida pelo
contato com uma superficie, aumento da densidade celular, presenca de esterdides
de membrana e beta glucanos da parede celular (PERUMAL; MEKALA; CHAFFIN,
2007; NETT et al., 2007). Também podem ser devidos a uma combinag¢ao de dois
ou mais desses mecanismos.

Al-dhaheri e Douglas, 2008, propuseram verificar se ocorreria a presenga de
uma subpopulagéo celular, em biofilmes, denominadas persister ou droga-tolerante,
viaveis mesmo a altas concentragdes de anfotericina B, como ja descrito para
bactérias no trabalho de Lewis (2007). Os resultados mostraram a presenca de
células persisters em concentragdes acima da CIM para C. albicans e nao albicans.
Nao se sabe ainda o mecanismo pelo qual ocorre o desenvolvimento destas células

e nem o motivo da tolerdncia a elevadas concentragdes de antifungicos mas a
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principal preocupacgao é que estas células podem se constituir em fontes de Candida
spp para infecgdes subsequentes.

A formagdo de biofime por C. albicans tem sido estudada mais
extensivamente do que a formacao desta estrutura em demais espécie de Candida.
Ha relatos de que o biofilme formado por C. parapsilosis, C. glabrata, e C. tropicalis
nao é tado extensor quanto o formado por C. albicans; entretanto, estudos mais
aprofundados de andlise estrutural sdo necessarios para descrever o
desenvolvimento do biofilme por estes microrganismos (FERREIRA et al., 2009).

O desenvolvimento dos biofiimes pode ser afetado pelas condigdes de
crescimento, pela natureza da superficie de contato, pela morfogénese da espécie
de Candida em questdo e por coinfec¢des por outros patogenos (EL-AZIZI et al.,
2004; KOJIC; DAROUICHE, 2004).

A natureza quimica da superficie de contato parece influenciar a intensidade
de formacao de biofilme, sendo que ha um aumento no desenvolvimento de biofilme
em latex se comparado com cloreto de polivinila, mas ha um decréscimo
consideravel em poliuretano e silicone 100%.(HAWSER; DOUGLAS, 1994). A
arquitetura do biofilme de C. albicans é diferente quando este é formado em filtros
de celulose e quando é formado em discos de cateter, indicando que depende muito
da expressao de gene especifico, induzida por contato (KOJIC; DAROUICHE, 2004).

Meios de cultura suplementados com glicose promovem a formagao de
biofilmes (HAWSER; DOUGLAS, 1994), particularmente de C. parapsilosis, o que
reflete o potencial desta espécie de causar infecgdes em pacientes que recebem
nutricdo parenteral, sendo estas relacionadas aos dispositivos médicos utilizados. A
hidrofobicidade da superficie também se correlaciona de maneira positiva com a
formacao de biofilme, assim como a suave agitagdo. Essas condicbes também sao
encontradas in vivo (como nos sistemas circulatorio e urinario), favorecendo a
formacgao de biofiime quando os dispositivos sao inseridos (KOJIC; DAROUICHE,
2004).

As diferentes formas morfoldgicas sao importantes na formagao de biofilme, o
que foi evidenciado em estudo que compara biofiimes formados por linhagens
selvagens de C. albicans e por dois mutantes incapazes de desenvolver leveduras e

hifas, respectivamente. O tipo selvagem produziu um biofiime com duas camadas
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distintas, o mutante hifa-negativo produziu apenas a camada basal e o mutante
produziu apenas a camada exterior, que era mais facilmente destacada dos discos
de cateter. Isso sugere que o dimorfismo pode ser necessario para a arquitetura e
estrutura do biofilme e é um fator essencial para o potencial patogénico de C.
albicans. (BAILLIE; DOUGLAS, 1999).

A maioria das espécies de Candida parece produzir biofilme in vitro, em graus
diferentes. Um estudo in vitro mostrou que C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, e C.
glabrata produziram significativamente menos biofilme em discos cloreto de polivinila
do que a C. albicans mais patogénica, conforme determinado pelo peso seco, ensaio
colorimétrico e de radioisotopos (HAWSER; DOUGLAS, 1994). Outro estudo
confirmou este achado quando mediu por peso seco, além de também concluir que,
em microscopio, o biofiime de C. albicans possui morfologia mais complexa que o
biofilme de C. parapsilosis, que era composto apenas por blastésporos agregados
(KUHN et al., 2002).

A variabilidade entre linhagens na produgao de biofilme difere entre espécies
de Candida, mas os estudos ainda sao inconsistentes (KOJIC; DAROUICHE, 2004).
Alguns estudos tém mostrado que uma pequena variabilidade na producdo de
biofilme in vitro entre C. albicans isolada de infecgdes ativas (isolados invasivos) e C.
albicans isolada de sitios de transporte (isolados nao invasivos) (HAWSER;
DOUGLAS, 1994), enquanto outros estudos constataram que C. albicans invasivas
tem maior habilidade de formar biofilme quando comparada com isolados nao
invasivos, quando medidas por peso seco, mas nao por ensaios bioquimicos
(KUHN et al.,, 2002). Adicionalmente, um estudo que examinou a variagédo na
formagdo de biofiime em 115 linhagens de C. albicans de trés fontes diferentes
(cavidade oral, vagina e ambiente) encontrou diferencgas significantes na formagao
de biofilme. Isso ressalta a importancia da metodologia adequada na avaliagdo de
biofilmes, bem como a importancia do fato de que ha grande diversidade fenotipica
entre as espécies de Candida, o que pode estar relacionado com sua
patogenicidade (KOJIC; DAROUICHE, 2004).
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1.4.3 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular de células planctonicas, comumente, tem sido avaliada
pela determinacdo do numero de colbnias formadas apdés o cultivo de uma
suspensao pré- estabelecida de células. O principal agravante desta pratica, é o fato
de que o microrganismo dara origem a uma coldnia, mas na presenga de agregados
microbianos, como o que ocorre nos biofilmes, a avaliagdo de viabilidade podera ser
subestimada. A viabilidade celular também pode ser determinada recorrendo ao uso
de fluorocromos, que se ligam a componentes celulares de células viaveis e podem
ser detectados por microscopia de epifluorescéncia ou ainda quantificados por
espectrofluorimetria. Nestes casos, o fluorocromo é reduzido a um composto
fluorescente na presenca de célula metabolicamente ativa. Como é o caso “do FUN-
1”7 que é convertido numa sonda fluorescente vermelha nas células metabolicamente
ativas. A medida que as células comecam a perder a viabilidade, a cor vermelha
transforma-se em amarela . A determinagdo da atividade celular também pode ser
feita recorrendo a testes bioquimicos que medem a atividade de determinadas
enzimas,0 consumo de determinados  substratos, consumo de oxigénio ou
quantificagdo de ATP (RIESSELMAN, HAZEN, CUTLER, 2000). Os métodos
colorimétricos sao frequentemente utilizados na avaliagdo da atividade celular e
empregam sais de tetrazolium. Estes sais sdo compostos organicos heterociclicos
que substituem o O, no aceite de elétrons na cadeia respiratoria. Estes sais séo
reduzidos e formam derivados formazanas tanto por agdo enzimatica quanto por
acao quimica de transportadores artificiais de elétrons, como exemplo a menadiona
ou metasulfato de fenazina, que apresentam a fungao de promover a reacao entre
as células da levedura e o sal de terazolium . Um dos sais mais comumente usados
é o0 2,3-bis(2-metoxi-4nitro-5-sulfofenil)-5-(fenilamnocarbonil-tetrazolium) ou XTT. Os
sais de tetrazolium, de cor amarela, penetram rapidamente nas células intactas e,
principalmente, nas mitocondria e sdo reduzinos a formazana de cor purpura, por
acgao das desidrogenases mitocondriais (HAWSER, 1996; KUHN et al., 2003).
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1.4.4 Capacidade de produc¢ao de hemolisinas

A habilidade dos microrganismos patogénicos para adquirir o ferro no
hospedeiro tem demonstrado ser de fundamental importancia no estabelecimento da
infeccdo (BULLEN, 1981). Alguns patdgenos apresentam a capacidade de secreg¢ao
de fatores hemoliticos para utilizagdo de hemoglobina como fonte de ferro (LUO et
al., 2001). Nos seres humanos, a maior parte do ferro esta localizada
intracelularmente na forma de ferritina ou como compostos contendo grupo heme. A
pequena quantidade extracelular de-ferro esta ligada as proteinas de ligagao de ferro
e das transportadoras de ferro: transferrina e lactoferrina. Portanto, uma vez que é
essencial e ndo tem nenhum ferro livre no organismo, os microrganismos devem
adquiri-lo de um ou mais compostos contendo ferro. Numerosos microrganismos
patogénicos crescem no hospedeiro utilizando a hemoglobina como fonte de ferro
(OTTO; VERWEIJ-VAN VUGHT; MACLAREN, 1992). As leveduras Candida spp sao
incapazes de utilizar o ferro ligado a transferrina como fonte de ferro. Embora o soro
seja rico em transferrina, as espécies Candida crescem no hospedeiro utilizando
hemoglobina presente nos eritrocitos e ferritina como fontes de ferro (MANNS;
MOSSER; BUCKLEY, 1994). A produgao do fator hemolitico pode ser regulada e
observada na presenga de glicose no meio de cultura enriquecido com sangue
(WATANABE et al., 1997).

Alguns pesquisadores tém demonstrado que espécies de Candida sao
capazes de produzir um ou mais tipos de hemolisinas in vitro e que espécies nao-
albicans tém comportamento diferente em relagdo a C. albicans. A fungdo das
hemolisinas em relacdo a viruléncia das leveduras ndo esta clara; mas talvez
estejam associadas a disseminagao das mesmas nos hospedeiros (BONASSOLI;
BERTOLI; SVIDZINSKI, 2005).
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1.4.5 Perfil de sensibilidade x resisténcia a antifingicos

O termo resisténcia em um microrganismo € descrito como a persisténcia ou
desenvolvimento de uma infeccdo no hospedeiro, mesmo em condigbes de
concentragdo maxima da droga no sitio da infeccdo (PERFECT; COX, 1999).
Segundo Traoré, Springthorpe e Sattar, (2002), o sucesso da resposta clinica ao
tratamento depende tanto da sensibilidade e viruléncia do patégeno envolvido
quanto de fatores do hospedeiro, como o sitio da infecgdo, resposta imunolégica,
presenca de corpo estranho no local da infeccdo e também farmacocinética da
droga.

Geralmente os pacientes que sao submetidos a grandes cirurgias ou
transplante de o6rgaos sao alvos de profilaxia com antifungicos para evitar o
desenvolvimento de infecgdes fungicas. A exposicdo de leveduras por periodos
prolongados a baixas concentragdes dos antifungicos sistémicos em geral,
pertencentes a classe dos azdis ou outros antifungicos, pode levar a selegdo de
isolados resistentes a essas drogas (VAZQUEZ et al.,, 1993). Alguns trabalhos
experimentais de exposicdo prévia de culturas de leveduras a concentragcbes de
drogas sustentam esta hipotese (CALVET; YEAMAN; FILLER, 1997).

Muitos autores descrevem variacdes d e sensibilidade de isolados clinicos de
C. albicans e espécies nao-albicans, dependendo de fatores como o uso profilatico
de antifungicos, localizagdo geogréfica dentre outros (MATSUMOTO et al., 2002).

As amostras de leveduras resistentes, em ambientes hospitalares, podem
representar um perigo em potencial para os pacientes debilitados que se internam
em unidades onde ha contaminagdo com esses microrganismos (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003). Segundo Zhanel et al. (1997) a transmiss&o horizontal de
paciente para paciente ou médico a paciente pode ocorrer, bem como infecgéo
enddgena e assim se faz necessaria monitoragdo espacial e temporal de tais
amostras para controle de episédios e surtos de infecgao hospitalar. A resisténcia de
isolados de Candida spp aos azdis € bem descrita entre individuos infectados por
HIV apresentando quadro de candidiase orofaringea recidivante e, também, entre
adultos com estagios avancados de candidiase invasiva (MARR et al., 1999).
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Assim sendo, a determinagao do perfil de sensibilidade antifungica da amostra
também pode ser usada como ferramenta importante de tipagem fenotipica
(DROMER et al., 1997).

1.4.51 Resisténcia aos antifungicos

Nos ultimos anos ocorreu uma mudanga na ecologia fungica em ambiente
hospitalar. Atualmente, existe uma necessidade preocupante de se identificar o perfil
dos microrganismos presentes no ambiente hospitalar, conhecendo principalmente
seu comportamento frente aos antifungicos. Alguns estudos mostram a ocorréncia
de Candida spp resistentes aos antifungicos pertencentes a classe dos azoéis,
quando ha uma exposi¢ao prolongada das leveduras a baixas concentragbes de
destes antifungicos, em terapias prolongadas e usados como profilaticos. Por
pressdo seletiva, sdo selecionadas as leveduras resistentes (PONTON; QUINDOS,
2006). Esta preocupacdo torna-se ainda maior quando se encontram, no mesmo
local, paciente debilitado e ambiente com microrganismos resistentes ou portadores
de sensibilidade diminuida, tornando ainda maiores os riscos de transmissdes
cruzadas e infecgdes exdgenas. Isto ocorre tanto com a microbiota normal quanto
com a colonizagdo ambiental ja que os microrganismos podem passar de
colonizadores ambientais para microflora, rapidamente. (JARVIS, 1996). O
desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos pelos fungos € inevitavel, devido a
grande capacidade de adaptagcdo as mudangas ambientais que eles apresentam
(PONTON; QUINDOS, 2006).

A resisténcia aos antifungicos ocorre de maneiras diferentes podendo ser
resisténcia intrinseca (presente antes da exposicdo ao antifungico); adquirida
(desenvolvida apés o contato com o antifungico); resisténcia por alteracao fenotipica
e a capacidade de formar biofiimes (PONTON; QUINDOS, 2006).

No entanto, do ponto de vista clinico € necessario considerar ndo sé a
resisténcia in vitro, mas também resisténcia clinica, isto porque o sucesso do
tratamento ndo depende apenas da CIM dos antifungicos, mas também de outros
fatores tais como as propriedades do antifungico: penetragcdo e distribuicdo da

droga, a sua natureza fungistatica ou fungicida, dose apropriada, mecanismo de
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acao e interacdo com outras drogas; Propriedades dos fungos: resisténcia ao
antifungico, tipo de célula e tamanho da populagdo fungica; Propriedades do
hospedeiro: o estado imunolégico do paciente, o Ilocal da infecgao,
comprometimento com o tratamento e presenca de materiais médicos
externos/invasivos (GUTIERREZ et al., 1996; CANUTO; RODERO, 2002).

1.4.5.2 Antifungicos de uso convencional em esquemas terapéuticos

Os principais grupos de antifungicos, de uso no Brasil, com acdo em Candida
sp sé&o os poliénicos (anfotericina B e nistatina) e os azolicos imidazdlicos
(cetoconazol, miconazol) e triazdlicos (itraconazol, fluconazol, voriconazol). A
anfotericina B é considerada a droga mais efetiva, com ampla atividade fungicida “in
vivo” e “in vitro”, embora possua limitagcdo de uso de sua formulacdo endovenosa
devido a sua elevada toxicidade renal (WHITE et al., 1997). A maioria as espécies
do género Candida tem apresentado sensibilidade a anfotericina B, embora alguns
estudos recentes tém apresentado isolados de C. glabrata e C. krusei para os quais
deve-se aplicar dose maxima deste antifungico. Mesmo diante destas
consideragdes, a anfotericina B é considerada droga de primeira escolha para o
tratamento de candidiase sistémica em criangcas (PAPPAS et al., 2004). Os  azdis
mais utilizados s&o o itraconazol e o fluconazol, sendo amplamente utilizados em
casos de micoses subcutaneas e sistémicas (SOJAKOVA et al., 2004). Matsumoto
(2001) descreve que em relagcao aos azéis, C. parapsilosis mostrou ser bastante
sensivel ao itraconazol (92,8%), cetoconazol (85,7%) e fluconazol (64,3%), no
entanto, uma elevada porcentagem de isolados C. albicans e C. tropicalis se
mostraram resistentes a essas drogas. Segundo Ruiz (2005), C. tropicalis é a
espécie com maior porcentagem de resisténcia aos imidazolicos e as espécies nao-
albicans apresentam altos indices de resisténcia ao fluconazol. Candida glabrata e
C. krusei sdo espécies com alta resisténcia para os triazdis e sua importancia tem
aumentado devido a associacdes com sérias infecgdes. Em relagao aos isolados de
C. glabrata provenientes de criangas, 16% destes e 13% dos isolados a partir de
adultos apresentaram resisténcia a este farmaco. Ja C. krusei é espécie

intrinsecamente resistente ao fluconazol (PFALLER et al.,1998). Atualmente, a
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resisténcia de isolados de Candida aos azdis é bem descrita entre individuos
infectados por HIV apresentando quadro de candidiase orofaringea recidivante e
também entre adultos com estagios avangados de candidiase invasiva (MARR et al.,
1999).

Desta maneira, os testes de sensibilidade para resisténcia a azdis tem uso
crescente na orientagdo do tratamento de candidiase, especialmente em situacoes
em que ha falha no tratamento empirico inicial (PAPPAS et al.,, 2004). O
desenvolvimento de novas formulagdes de anfotericina B, que usam lipossomas ou
complexos lipidicos como sistemas de distribuicdo, bem como a introdugdo dos
compostos azélicos no final de 1980 e inicio de 1990 representaram um avango
importante no tratamento de infec¢gdes fungicas, devido a sua seguranga e
farmacocinética favoravel (COMO et al., 1994). A introducdo destes novos agentes
antifungicos facilitou uma abordagem mais agressiva para a profilaxia e tratamento
de infecgbes fungicas levando a preocupagéo com o surgimento de microrganismos
resistentes (GUTIERREZ et al., 1996) (QUADRO 1). No inicio de 1990, houve um
aumento da candidiase e aparecimento da resisténcia ao fluconazol, que foi,
posteriormente, descrita em até 41% dos pacientes nos anos seguintes
(REVANKAR et al.,, 1996). Os mecanismos criados por Candida spp para
desenvolver resisténcia aos azois s&o falha no acumulo da droga por utilizagado da
bomba de efluxo, alteragdo no alvo de agdo ERG 11P (SANGLARD et al., 1998),
regulacdo da expressao de ERG 11 (MARICHAL et al., 1997) e alteragdo na
composicéo do esterol de parede (NOLTE et al., 1997) (FIGURA 3). A resisténcia a
anfotericina B surgiu em paralelo com o aumento do numero de infecgdes invasivas,
devido aos fungos chamados emergentes.Na classificagdo dos fungos relacionados
como emergentes estdo as leveduras, como Trichosporon beigelii, C.lusitaniae e C.
guillermondii; fungos filamentosos, como Fusarium spp, Scopulariopsis spp €
Scedosporium spp. e alguns fungos demaceos. Muitos destes fungos apresentam
resisténcia intrinseca a anfotericina B e podem causar infecgcbes invasivas,
geralmente associadas a elevada taxa de mortalidade (BERENGUER et al., 1997).
Felizmente, a resisténcia adquirida a anfotericina B continua a ser uma ocorréncia

limitada (ELLIS, 2002). No entanto, casos isolados de resisténcia adquirida a
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anfotericina B tém sido descritos, especialmente em leveduras que causam
infeccbes em pacientes com neoplasias (NOLTE et al., 1997).
Quadro 1. Principais doencgas fungicas e fatores que predispéem a resisténcia aos

antifungicos de uso convencional em esquemas terapéuticos

Antifungicos Infeccao Fungos Fatores de risco

Fluconazol Orofaringe Candida spp - Infecgdes por HIV
- Uso de Fluconazol
- Baixa contagem de CD4
- Uso prévio de
tuberculostaticos
- Uso de Antibidticos

Fluconazol Candidemia Candida krusei - Leucemia Aguda
- Uso de Fluconazol
- Severa neutropenia

Fluconazol Candidemia Candida glabrata - Neoplasia hematolégica
- Acesso venoso central
permanente
- Porta de entrada abdominal
- Neutropenia
- Uso de Fluconazol
- Uso de Anfotericina B
- Uso de Antibidticos

Anfotericina B Infecgdes Invasivas  Fusarium spp - Neoplasias hematolégicas
- Severa e prolongada
neutropenia
- Uso de Antibidticos de amplo
espectro

Anfotericina B Infecgbes Invasivas  Scedosporium spp - Leucemia Aguda
- Severa e prolongada
neutropenia
- Uso de Antibidticos de amplo
espectro

AnfotericinaB  Doencgas Aspergillus terreus - Leucemia Aguda
- Severa e prolongada

disseminadas .
neutropenia

Fonte: Canuto; Rodero, 2002

Isolados de C. albicans podem adquirir resisténcia a anfotericina B ou azdis
em pacientes que recebem tratamento com estes antifungicos. O desenvolvimento
de resisténcia a poliénicos em espécies como C. lusitaniae e C.guillermondii tem

sido descrito durante o tratamento com anfotericina B (KRCMERY et al.; 1998).
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1.4.5.3 Avaliacao da sensibilidade aos antifungicos de espécies de
Candida spp

A resisténcia aos antifungicos € um fato preocupante nos tempos atuais e
existe necessidade de identificar o isolado resistente. Desta forma, os perfis de
sensibilidade dos isolados aos antifungicos podem ser utilizados como ferramentas
de tipagem fenotipica e avaliagdo do perfil associado a viruléncia dos isolados
(DROMER et al., 1997). Os testes de sensibilidade as drogas, in vitro, para fungos,
fornecem informagdes valiosas quanto a pesquisa de novas substancias, resisténcia
aos antifungicos de uso frequente, controle terapéutico de infecgbes e
caracterizagcdes de amostras fungicas (SHADOMY; PFALLER, 1991). Nos anos 90,
o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (anteriormente denominado
NCCLS- National Committee for Clinical Laboratory Standards) estabeleceu
propostas de padronizagéo dos testes de sensibilidade antifungica para leveduras na
tentativa de obtencdo de resultados rapidos, confiaveis e reprodutiveis que
pudessem ser usados no monitoramento terapéutico (CUENCA-ESTRELLA et al.,
2001). Em 1997, com a publicagdo do documento M27-A, deu-se passo fundamental
no alcance destes ideais. Padronizaram-se os métodos de macrodiluigdo, diluicdo
em Agar, difusdo em disco, difusdo em fita, e recentemente, a nova versao do teste
de microdiluigio em microplacas (M27-A3, CLSI, 2008) para os testes de

sensibilidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Levando-se em consideragdo a importancia das leveduras do género Candida
como agentes infecciosos e colonizadores, sua diversidade de padrdes de atividade
enzimatica, a ocorréncia de amostras resistentes aos principais agentes antifungicos
e necessidade de descrever a cadeia epidemioldogica da candidiase em ambiente
hospitalar, o objetivo deste trabalho € comparar os perfis associados a viruléncia e a
sensibilidade a antifungicos em amostras de Candida spp associadas a situagdes de

colonizagao e infecgédo hospitalares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Isolar e identificar amostras de leveduras de fontes de infeccdo (hemoculturas,
ponta de cateter e escarro) e de fontes de colonizagdo [ar ambiente, leitos,
macganetas de porta, interruptores, bandejas de preparo de medicamentos,
estetoscopios, méos e aventais (coletes) de profissionais da saude] em hospital da
cidade de Alfenas-MG.

-Avaliar e comparar a habilidade de formacdo de biofiime pelas amostras de
Candida albicans e Candida n&o-albicans.

-Avaliar e comparar a habilidade de formacéao de biofilme entre amostras de Candida
spp provenientes de fontes de infeccao e fontes de colonizagao hospitalar.

-Avaliar a atividade metabdlica dos biofilmes formados por Candida albicans e nao-
albicans provenientes de colonizagéo e infecgao hospitalar.

-Determinar e comparar a atividade hemolitica de Candida spp provenientes de
colonizagao e infecgédo hospitalar.

-Verificar o comportamento de Candida spp de situacbes de colonizacdo de
ambiente hospitalar e infecgdo hospitalar frente aos antifungicos de uso

convencional em esquemas terapéuticos (fluconazol e anfotericina B).
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-Estabelecer e comparar as concentragdes inibitérias minimas dos isolados de
amostras de Candida spp provenientes de fontes de colonizagdo e de amostras de
fontes de infecgoes.

-Correlacionar os achados laboratoriais de Candida spp de casos de colonizacéo e
casos de infecgdo hospitalar no intuito de estabelecer a cadeia epidemioldgica das
infeccbes por Candida spp, conhecer os perfis associado a viruléncia e de

sensibilidade a antifungicos da microbiota fungica do hospital sob avaliagéo.
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3 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-
MG), no Laboratério de Microbiologia e Imunologia basicas em parceria com um

hospital da cidade de Alfenas, Minas Gerais.

3.1 AMOSTRAS

Foram analisadas 70 amostras (8,96%) sugestivas de leveduras do genéro
Candida spp, de um total de 781 amostras coletadas e isoladas em duas situacdes
principais:

A. Colonizacdo hospitalar: as coletas foram realizadas por amostragem do ar dos

ambientes hospitalares, leitos, macanetas de porta, interruptores, bandejas de
preparo de medicamentos, estetoscopios, maos e aventais (coletes) de funcionarios
e profissionais da saude do Centro de Tratamento Intensivo Neonatal e Centro
Cirargico. Foram coletadas 103 amostras e analisadas 45 amostras sugestivas de
leveduras.

B. Infeccdo hospitalar: as amostras de hemoculturas negativas para presenca de

bactérias ou com indicacédo direta de candidemia e amostras de ponta de cateter
foram analisadas. A candidemia foi definida como o isolamento de Candida spp em
uma ou mais hemoculturas obtidas de veia periférica apds 48 horas da admissao do
paciente, conforme proposto por Garner et al. (1988). Foram obtidas 678 amostras e
analisadas 25 sugestivas de leveduras. Estas amostras foram coletadas apenas
apods consentimento expresso do paciente ou responsavel e ou do hospital
(APENDICE A).

As amostras foram obtidas, semanalmente, durante os meses de Agosto/2009
a Junho/2010 e mantidas na Micoteca do Laboratério de Microbiologia e Imunologia
basicas da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) a 4°C. Foram analisadas
25 amostras de Candida spp provenientes de fontes de infeccdo (hemocultura, ponta
de cateter, escarro) e 45 amostras de Candida spp provenientes de fontes de
colonizagado hospitalar (APENDICES B e C).
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3.1.1 Dados sobre os pacientes: critérios de inclusao

O hospital atende a pacientes de diferentes faixas etarias, em todos os niveis de
atendimento: bercgario, clinica cirurgica, clinica médica, maternidade, moléstias
infecciosas, pediatria, pronto socorro, queimados, UTI adulto, UTI pediatrica, UTI
neonatal, ortopedia e nefrologia. Como critério de inclusdo adotou-se o diagndstico
de infeccdo hospitalar fungica ou predisposi¢cao para este tipo de infecgdo durante a

permanéncia no hospital.

3.1.2 Coleta das amostras

Amostras originadas de fontes de infeccdo hospitalar: As amostras de

hemoculturas sem crescimento bacteriano apds 7 dias de incubacéao, foram retiradas
da ampola de hemocultura através da perfuracdo de sua tampa com com auxilio de
uma agulha e 150 pL foram semeado na superficie de agar Sabouraud. Nas
amostras de ponta de cateter, colénias com morfologia sugestiva de leveduras foram
retiradas de placas de Agar sangue apos 24 horas de incubagdo e semeado na
superficie de agar Sabouraud. A amostra de escarro foi semeada diretamente na
superficie de agar Sabouraud.

Amostras originadas de fontes de colonizacido em ambiente hospitalar: As

amostras de superficies ambientais foram coletadas com swabs estéreis umedecido
em solugao fisiologica estéril suplementada com cloranfenicol 0,5 g/L e estes
acondicionados em caldo BHI suplementado com cloranfenicol 0,5 g/L até transporte
ao laboratdrio. Os swabs foram passados sobre as superficies citadas por 3 vezes a
cada 100 cm? e, apos, acondicionados como citado acima. As amostras das maos
dos profissionais envolvidos com os pacientes foram coletadas com swab estéril
umedecido em solugao fisioldgica suplementada com cloranfenicol 0,5 g/L e estes
acondicionados em caldo BHI suplementado com cloranfenicol 0,5 g/L até transporte
ao laboratério. Os swabs foram passados sobre as palmas e regides interdigitais da
mao direita dos mesmos. As amostras dos jalecos (coletes) dos profissionais foram
coletadas pressionando placa de Petri de 4cm de didmetro, contendo Agar BHI

suplementado com cloranfenicol 0,5 g/L, sobre a frente do jaleco(colete) 5 cm acima
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dos bolsos. As amostras isoladas do ambiente hospitalar e das maos e
jalecos(coletes) dos enfermeiros, meédicos, técnicos e estagiarios foram
transportadas e processadas no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Basicas
da UNIFAL-MG.

3.2 PROCESSAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS

Os swabs em caldo BHI suplementado com cloranfenicol 0,5 g/L foram
incubados em estufa a 37°C por 48 h. Apds o periodo de 48 h, as amostras que
apresentavam as caracteristicas macroscopicas de leveduras foram isoladas em
meio Agar Sabouraud dextrose suplementado com cloranfenicol 0,5 g/L e

armazenadas a 4°C para posterior identificag3o.

3.2.1 Identificagao

Realizou-se o0 teste de coloracdo de Gram para observagdo das
caracteristicas microscépicas das amostras. As culturas sugestivas para leveduras
foram semeadas em Meio de cultura cromogénico Chromagar® Candida (Difco,
EUA) para observacao da pureza da colbénia e avaliacdo das espécies pertencentes
ao género Candida (TABELA 1 e FIGURA 3). Aliado a este teste, foram realizadas
as analises macro e micromorfologicas, reprodutivas e fisioldgicas, além do teste de
fermentacdo de fontes de carbono (zimograma) e o teste de assimilacdo de fontes
de carbono e de nitrogénio (auxanograma) para confirmacao dos resultados obtidos
em meio de cultura cromogénico (KURTZMAN; FELL, 1998). Para alguns isolados
nao identificados pelo métodos tradicional, foi realizada a identificagdo comercial
através do “kit” comercial APl 20C (Biomerieux, EUA) conforme instrugbes do

fabricante.
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Tabela 1. Coloragdo apresentada por diferentes espécies do género Candida

semeadas em meio cromogénico Chromagar® Candida.

Levedura Coloragao tipica da colonia
Candida albicans Verde
Candida krusei Rosa claro com bordas cotonosas
Candida tropicalis Azul-acinzentado
Candida glabrata Rosa, roxo
Candida parapsilosis Rosa claro
Candida spp Branco para rosa

Figura 3. Avaliagcdo do crescimento e analise das espécies de leveduras, isoladas

do ambiente hospitalar, em meio de cultura cromogénico Chromagar Candida®.
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3.3 IDENTIFICAGAO PRESUNTIVA DE Candida dublinienses

Existe um alto grau de similaridade fenotipica e genotipica entre C. albicans e
C. dublinienses. Gales (1999) propés uma metodologia indireta para identificar C.
dublinienses. Apesar de se observar uma diferenca de tonalidade em sua cor, C.
dublinienses se apresenta com um verde mais escuro quando comparada a C.
albicans, como apresentado na figura 4, mais ha necessidade de técnica
complementar pois, muitas vezes, esta cor ndo se mantém estavel (KIRKPATRICK,
W.R. et al., 1998).Todas as amostras identificadas como C. albicans foram
cultivadas em meio Agar Sabouraud dextrose (Difco, EUA) por 24 horas e, apos,
novamente por mais 24 horas a 35° C em meio Agar Sabouraud dextrose para
viabilizagdo celular. Foram preparados inéculos na escala 2,0 de Mac Farland, os
quais foram semeados na superficie do meio Agar Sabouraud dextrose e incubados
a 45°C por 24 horas. C. albicans consegue se desenvolver, enquanto que

C.dubliniensis tem seu crescimento inibido a esta temperatura.

Figura 4. Diferencas de tonalidade apresentadas por C.albicans (a esquerda) e
C.dubliniensis (a direita) em Chromagar Candida®.
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3.4 PESQUISA DE FATORES ASSOCIADOS A VIRULENCIA DE Candida spp
3.4.1 Avaliagao da capacidade de formacgao de biofilme

Os ensaios de formagao de biofilmes por Candida spp foram desenvolvidos em
placas de poliestireno de fundo chato com 96 pocos para microtitulagdo, pre-
esterilizadas, disponiveis comercialmente (FIGURA 4). Primeiramente, desenvolveu-
se a etapa de sensibilizagcdo das placas, a qual consistiu na adi¢do de 100uL de soro
fetal humano em cada um dos pogos, o qual permaneceu por 24 horas a 37°C. Apos
este intervalo, todo o soro foi removido cuidadosamente e 300 yL de suspensao
celular, na escala 5,0 Mac Farland,em caldo YNB (Difco, EUA) suplementado com
100 mM de glicose, concentragdo recomendada por Ramage et al. (2001), foram
adicionados nos pogos previamente sensibilizados. As suspensdes foram
preparadas a partir de amostras subcultivadas, por 2 vezes em meio Agar
Sabouraud dextrose, durante 24 horas. Apds acréscimo dos indculos, as placas
foram incubadas por 72 h, a 37°C e sob agitagdo de 75 rpm. Posteriormente as
suspensdes celulares foram aspiradas e avaliou-se a presenga ou auséncia de
biofilmes através de leituras espectrofotométricas a 405 nm (SHIN et al., 2002). As
determinacdes de formacéo de biofilme foram realizadas em triplicatas com 2 blocos
de repeticdes em dias diferentes e os resultados foram expressos a partir da média

dos valores obtidos.

Branco: pocos A1, A2, A3

Amostras: ensaios em triplicata
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Figura 5. Representacdo esquematica do ensaio de formagao de biofilme em placa

de microtitulacdo de 96 pogos, composta de poliestireno.
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3.4.1.1 Quantificagao da biomassa do biofilme

O sobrenadante foi retirado, a placa foi seca durante 15 minutos de exposi¢ao
a temperatura ambiente e a formagao de biofilme foi avaliada quantitativamente
através do estabelecimento da densidade optica a 405nm conforme proposto por
Shin e colaboradores com algumas modificagées (SHIN et al, 2002) .

3.4.2 Avaliagao da viabilidade dos biofilmes formados por Candida spp por

ensaio de reducao do XTT

O método do XTT permite avaliar a atividade metabdlica das células, sendo
possivel observar a ocorréncia de um aumento da intensidade de atividade
metabdlica, com o crescimento do biofilme, devido ao aumento do numero de
células metabolicamente ativas. Com o método turbidimétrico ndo é possivel
distinguir a fase de maturacdo do biofilme porque este método quantifica toda a
biomassa que constitui o biofilme.

O ensaio de reducdo do XTT (Sigma, EUA) foi realizado conforme proposto
por Kuhn et al. (2002) e Ramage et al. (2001), porém com algumas modificagdes.
Previamente, uma solugdo de XTT (Sigma, St. Louis, MO) a 1 mg/ml em solugao
PBS foi preparada, esterilizada por filtragcdo e armazenada a -70°C. A solucdo de
menadiona (Sigma, EUA) foi preparada, no momento do uso, a 0,4 mM. Antes de
cada ensaio, a solugado de XTT foi descongelada e misturada a uma proporcéo de 5
partes da solugdo de XTT para 1 parte a solugdo de menadiona para formar a
solucao reagente.

Os biofilmes, apds a etapa final de formacgéo, foram lidos a 490 nm, Apds
leitura espectrofotométrica, adicionaram-se, a cada pogo (teste e controle), 200 pL
de tampado PBS e mais 12 pL da solugédo reagente (XTT-menadiona), sendo a
microplaca acondicionada ao abrigo da luz por 2 horas. Seguindo-se a etapa de
incubacao, 100 uL de solucdo presente nos pocos foram transferidos para novos
pocos e a alteracido de cor da solucéo foi medida espectrofotometricamente, a 490

nm, através da utilizagdo de um leitor de microplacas (Anthos, Zenith 200 rt,
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Cambridge, UK).A mudanca na coloragdo, de incolor para diferentes tonalidades de
cor laranja, é proporcional ao numero de células vivas e pode ser quantificada,
portanto, quanto maior a absorbancia, maior o numero de células metabolicamente
ativas. Os valores de absorbancia obtidos para os pogos controle, nos quais a
solugdo PBS-XTT-Menadiona permaneceu incolor, foram subtraidos dos valores dos
pocos teste (JIN et al.,, 2003). Os ensaios foram realizadas em triplicatas com 2
blocos de repeticbes em dias diferentes e os resultados foram expressos a partir da

média dos valores obtidos.

3.4.3 Pesquisa de acao das hemolisinas sobre hemaceas

A atividade hemolitica de Candida spp foi pesquisada e analisada através da
determinacdo da producdo de hemolisinas segundo proposto por Luo;
Samaranayake; Yau (2001) com algumas modificagdes. As amostras armazenadas
foram repicadas de 24 em 24 horas por dois dias em meio Agar Sabouraud dextrose
para viabilizar a amostra. Posteriormente, foram preparados indéculos de cada
amostra comparaveis a escala 5,0 de Mac Farland. 2,0 yL de cada in6culo foi
depositado em ponto previamente estabelecido na superficie do meio Agar Sangue
de Carneiro (Oxoid, EUA) suplementado com 3% de glicose e composto de 7% de
sangue de carneiro. A incubacgéo ocorreu a 35° C por 24 horas, periodo apds o qual,
foi realizada a primeira leitura. Apos 48, 72 e 96 horas foram realizadas as leituras
subsequentes. As atividades das hemolisinas foram classificadas conforme auséncia
de hemodlise (atividade hemolitica do tipo y), hemdlise parcial (atividade hemolitica
do tipo a) e hemdlise total das hemacias (atividade hemolitica do tipo B). O isolado
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), possuidor de atividade hemolitica tipo 3, foi
utilizado como controle positivo. Os ensaios foram realizados em duplicata com 2

blocos de repeticdes em dias diferentes.
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3.4.4 Teste de sensibilidade aos antifungicos

3.4.4.1 Determinacgao da CIM dos antifungicos por difusdao em fita (Etest®- AB

Biodisk, Solna, Suécia)

Os testes foram executados e interpretados conforme proposto no documento
M44-A2 (CLSI, 2009), M27A3 (CLSI, 2008) e critérios do fabricante (AB BIODISK
Solna, Suécia). Os isolados foram repicados de 24 em 24 horas por 2 dias a 35° C
em meio Agar Sabouraud dextrose para viabilizagdo celular. A partir do cultivo das
amostras em Agar Sabouraud dextrose, preparou-se indculo com turbidez de 0,5 na
escala Mac Farland. O in6culo foi semeado no meio de cultura agar Mueller Hinton,
suplementado com 0,5 yg/mL de azul de metileno. Apdés 15 minutos, as fitas
plasticas, com gradiente definido e continuo de antifungicos, foram colocadas na
superficie do meio de cultura e as placas incubadas a 37° C por 24 horas. Foram
utilizadas fitas de Fluconazol, as quais apresentam gradiente de concentragao
correspondente a 0,016 a 256 pug/mL e de Anfotericina B, com gradiente de
concentragao de 0,002 a 32 ug/mL. A CIM foi estabelecida no ponto de intercepcéo
do halo de inibicdo de crescimento com a fita graduada (FIGURA 5). As amostras
padrées de C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019) foram
empregadas como controle. Os perfis de sensibilidade x resisténcia aos antifungicos
analisados foram interpretados conforme proposto no documento M27 A3 (CLSI,
2008) (QUADRO 2).
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Figura 6. Esquema metodoldgico de interpretagao da fita “Etest” com gradiente de

droga antifungica dado em pg/mL.

Quadro 2. Interpretagédo do perfil de sensibilidade antifungica de amostras de

Candida spp conforme valores apresentados de CIM frente a fluconazol e

anfotericina B

. Sensibilidade Sensibilidade Resisténcia
Antifungico
dependente da
(ng/mL)
dose (SDD)
Fluconazol <8 16-32 > 64

Anfotericina B
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS

Foram analisadas 45 amostras de fontes decolonizacdo e 25 amostras de
fontes de infeccdo (hemocultura, ponta de cateter e escarro). Do total de amostras
coletadas, 79 foram positivas para leveduras e distribuidas nos seguintes géneros:
70 isolados de Candida spp, 04 isolados de Cryptococcus spp, 02 isolados de
Rhodotorula spp, 03 isolados de Malassezia spp. Os resultados da identificagdo das
espécies de Candida spp, pelos métodos tradicional e comercial, encontram-se

dispostos nos Apéndices B e C.

4.2 DISTRIBUIGAO DAS ESPECIES DE Candida spp

Foram isoladas 25 amostras de Candida spp oriundas de fontes de infeccéo e
45 amostras oriundas de fontes de colonizagdo do ambiente hospitalar, no periodo
de Agosto de 2009 a Junho de 2010. A distribuicdo das espécies encontra-se
detalhada na Tabela 2 e 2.1, Figuras 6 e 7.
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Tabela 2. Distribuicdo das amostras de Candida spp isoladas em fontes de infecgao,
de Agosto de 2009 a Junho de 2010.

Sitios de isolamentos das leveduras de fontes de infecgao

Hemocultura | Ponta de cateter | Escarro

Espécies isoladas N % N % N| %

Candida albicans 1 1,42 6 8,52 111,42

Candida ciferri - - - - - -

Candida famata - - - - - -

Candida gquilliermondii | 1 1,42 - - - -
Candida krusei 1 1,42 - - 111,42
Candida lusitaniae 2 2,84 3 4,26 - -
Candida parapsilosis 3 4,26 2 2,84 - -
Candida tropicalis 1 1,42 3 4,26 - -

N = Numero de amostras isoladas.

Tabela 3 Distribuicdo das amostras de Candida spp isoladas em fontes colonizagao

de Agosto de 2009 Junho de 2010.

Local de isolamentos das leveduras de fontes de colonizagao

AA BM INT JAL LC MP MF

Espéciesisoladas [N|% [N (% |[N|% |[N|% [N|% |[N|% |N|%
C. albicans 1 | 1,42 3 1426 |1 | 1,42
C. ciferri 1 | 1,42 2 1284 |1 |142
C. famata 1 |1,42 1 |1,42
C. guilliermondii 1 (1,42
C. krusei - - - - - - - - - - - - - -
C. lusitaniae 4 | 568 (6 852 (1 142 |2 (284 |3 |4,26
C. parapsilosis 1 1,42 |2 | 2,84 3 | 4,26
C. tropicalis 3 (4,26 |3 |4,26 4 568 |1 |1,42

AA-Ambiente hospitalar; BM-Bandeja de medicamentos; INT-Interruptores; JAL-Jalecos(Coletes);
LC-Lengois; MP-Macganeta de porta; MF-Maos de Profissionais da saude; N — Numero de amostras

isoladas.



Fontes de colonizagao

B Candida albicans
W Candida ciferri

B Candida fomato

W Candida lusitanioe
Candida parapsilosis

W Candida tropicalis

Candida guilliermondii

59

Figura 7. Distribuicdo das espécies de Candida spp oriundas de fontes de

Colonizacao.

Fontes de Infecgao

m Candida albicans

m Candida guilliermondlii
Candida krusef

B Candida lusitaniae
Candida parapsilosis

m Candida tropicalis

Figura 8. Distribuicdo das espécies de Candida spp oriundas de fontes de infecgao.

4.2 .1 Distribuicao dos isolados das fontes de infecgao

As amostras foram isoladas a partir de trés fontes e suas distribuigcdes estéao

dispostas na Tabela 3 e Figura 8.
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Tabela4. Fontes de infeccdo a partir das quais ocorreram isolamento de Candida
sSpp

Origem do Material N°* %
Hemocultura 09 36,0
Ponta de Cateter 14 56,0
Escarro 02 8,0
TOTAL 25 100,0

*numero de isolados positivos para Candida spp

Fontes de Infecgao

60% -

50% A

40% - W Hemocultura
30% - B Ponta de Cateter

M Escarro
20% A
10% -
0% T T 1
Hemocultura Pontade Cateter Escarro

Figura 9. Distribuicdo das amostras de fontes de infecgdo de Candida spp quanto a
fonte de isolamento.

4.2.2 DISTRIBUIGAO DOS ISOLADOS DE FONTES DE COLONIZAGAO

As amostras oriundas de colonizacdo foram isoladas a partir de diversas

fontes e estao dispostas na Tabela 4 e Figura 9.
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Tabela 5. Fontes de colonizagdo a partir das quais ocorreram isolamentos de
Candida spp.
Setores de Coleta
CTI - Pediatrico Centro Cirargico
Local N° % N° %
Ar ambiente 2 0
Bandeja de preparo de medicamentos 1 0
Canto Interno de Incubadora sem paciente 0 0
Canto Interno de Incubadora com paciente 0 0
Interruptores 4 16 5 25
Jaleco de funcionario 6 24 9 45
Lencol de colchonete 2 8 0 0
Macaneta de porta 5 20 6 30
Méao direita de funcionario 5 20 0 0
TOTAL 25 100 20 100
45% -
40% -
35% -
30% -
25% -
20% -
15% -
10% -+ B CTI - Pediatrica
;Z::Z i : : : : : : M Centro Cirurgico
& ® @ < & '
& & & W S
L N C} > N
v \0&0 b‘z’c.. Q\?} o>
e,-'\\“o\ vk\'bdb 6\"&%
&0

Figura 10. Distribuicdo das amostras de colonizagdo de Candida spp quanto a fonte

de isolamento.
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4.2.3 Distribuicao dos isolados Candida albicans x Candida n&o-albicans.

A comparacdao da distribuicdo dos isolados de Candida albicans e nao-

albicans encontra-se nas Tabelas 5 e 6, Figuras 10 e 11.

Tabela 6. Distribuicdo percentual de Candida albicans e Candida nao-albicans em

amostras de origem clinica.

Espécie Hemocultura Ponta de cateter Escarro

Candida albicans 11,11% 50% 50%
C. nao-albicans 88,89% 50% 50%

100,00%

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%

B Candida albicans

50,00%
B Candida spp

40,00%

30,00%

20,00%

10,00% -

0,00% -
Hemocultura Ponta de cateter Escarro

Figura 10. Comparacao da distribuicdo de Candida albicans e Candida n&o-albicans

em fontes de infecgao..

Tabela 7. Distribuicdo percentual de Candida albicans e Candida nao-albicans em

amostras de colonizagao.

Espécie Diversas fontes (%)

Candida albicans 8,89
Candida nao-albicans 91,11
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B Candida albicans

B Céndida spp

Figura 12. Comparacao da distribuicdo de Candida albicans e Candida nao-albicans

em fontes de colonizagdo do ambiente hospitalar.

W Candida albicans

B Candidando-albicans

Figura 13. Comparacao da distribuigdo de Candida albicans e Candida nao-albicans

em fontes de infecgao.
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4.3 IDENTIFICA(;AO PRESUNTIVA DE Candida dubliniensis
Todas as amostras classificadas como C. albicans foram confirmadas, nao

havendo a presencga de C. dubliniensis dentre os isolados.

4.4 AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE FORMAGAO DO BIOFILME

A avaliagao da intensidade de producao de biofilme de acordo com a origem das
espécies, ficou associado a um indice, que foi obtido relacionando a maior
absorvancia ao indice 100 e os demais foram encontrados por relagdo proporcional,
sendo descritos da seguinte forma: Fracamente positivo (-) com indice < 5, positivo
(+) com indice 5 a 40, positivo (++) com indice 41a70 e positivo (+++) com indice >

70 e encontra-se exposto na Tabela 8 e Figura 14.

Tabela 8. Avaliacdo da capacidade de producéo de biofilme de acordo com a origem

das espécies de Candida spp

Espécies Fontes de Infecgao* Fontes de Colonizagao**
(-)* (+)° (+4)°  (++4) (-)* (+)° (++)° (+++)°
. albicans 0 2 4 2 0 0 3 2
C. ciferri 0 0 0 0 0 0 3 1
C. famata 0 0 0 0 0 0 2 0
C. guilliermondii 0 0 1 0 0 0 1 0
. krusei 0 0 0 2 0 0 0 0
. lusitaniae 1 1 3 0 1 2 8 5
. parapsilosis 0 1 1 3 0 1 1 4
. tropicalis 0 0 1 3 0 0 4 7

*espécies oriundas de fontes de infeccdo (hemocultura, cateter e escarro); **
espécies oriundas de fontes de colonizagcdo (ambiente hospitalar; jaleco e maos de
funcionarios); a: espécie com minima capacidade de biofilme; b: espécie com baixa
capacidade de formacao de biofilme; c: espécie com capacidade intermediaria de
formacéao de biofilme; d: espécie com elevada capacidade de formagao de biofilme.
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100% - = =
90% - H

80% -
70% -
60% -

50% C. Krusei

0, =
40% E B C. guilliermondii

m C. Tropicalis

C. parapsilosis

B C. Lusitaniae

30%

20%
10% -

0%

C. famata

m C. ciferri

W C. albicans

() (+) (++) | (++4) | (+) (++) | (++4) |

Leveduras de fonte de infecgdo Leveduras de fonte de colonizagao

Figura 14. Distribuicdo das espécies de Candida spp quanto a intensidade de produgao de

biofilme de acordo com a fonte de origem.

4.5 AVALIAGAO DA VIABILIDADE DOS BIOFILMES

A determinacdo da quantidade de células viaveis no interior do biofilme
maduro, através da avaliagdo da atividade metabdlica utilizando técnica
colorimétrica de redugcdo do XTT encontra-se nas Tabelas 8 e 9. Estabeleceu-se
valor igual a 100 para o maior valor de absorbancia obtido. O valor 100 corresponde
ao isolado com maior atividade metabdlica do biofilme. A atividade metabdlica dos
outros isolados foi determinada a partir da relagcdo com o maior valor de absorbancia
obtido, sendo classificada em trés grupos: atividade metabdlica baixa (< 25),
moderada (entre 25-50), alta (>51). Nas tabelas 7 e 8 pode se observar a correlagao
entre intensidade de producdo de biofiime e atividade metabdlica das leveduras

quanto a sua origem.
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Tabela 9. Correlagédo entre a intensidade de producao de biofilme e atividade metabdlica

nas leveduras de Candida spp provenientes de fontes de infecgao.

Leveduras de fontes de Infeccao

Biofilme Fracamente | Positivo(+) | Positivo(++) | Positivo(+++)
Positivo (-)
Atividade > > >
Metabdlica < |25-| > | < |25- < | 25- < | 25-
25|50 |51|25| 50 |51|25| 50 | 51| 25| 50 | 51
C.albicans 1 2 2| 1 1 1
C.ciferri
C. famata
C.guillermondii 1
C. krusei 1 1
C. lusitaniae 1 2 112
C. parapsilosis 2 2
C. tropicalis 1 2 1

Tabela 10. Correlagao entre a intensidade de producdo de biofilme e atividade metabdlica

nas leveduras de Candida spp de fontes de colonizagao.

Leveduras de fontes de colonizagao

Biofilme Fracamente | Positivo(+) | Positivo(++) | Positivo(+++)
Positivo (-)

Atividade > > > >

Metabélica < | 25- < | 25- < | 25- < | 25-
25|50 |51|25|50 |51|25|50 |51|25 |50 |51

C.albicans 2| 1 2

C.ciferri 1 2 1

C. famata 1 1

C.guillermondii 1

C. krusei

C. lusitaniae 1 1 1 314 2 3

C. parapsilosis 1 1 3 |2

C. tropicalis 2| 2 4 2 |1
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4.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

O perfil hemolitico das 70 amostras de Candida spp encontra-se descrito no
Quadro 3 e Figuras 14 e 15. A representacdo esquematica do teste encontra-se na

Figura 16.

Quadro 3. Perfil de atividade hemolitica entre as diferentes espécies de Candida

spp isoladas de fontes de infecgéo e colonizagcédo hospitalares

Colonizacao Infecg&o

Espécie Hemolise Hemolise
a R Y a R Y
Candida albicans 2 1 2 3 5 0
Candida ciferri 1 0 3 0 0 0
Candida famata 0 1 1 0 0 0
Candida guilliermondii 0 0 1 0 0 1
Candida krusei 0 0 0 1 0 1
Candida lusitaniae 3 1 12 1 0 4
Candida parapsilosis 0 1 5 2 1 2
Candida tropicalis 1 2 8 1 2 1

a-Atividade hemolitica parcial; B-Atividade hemolitica total; y-Auséncia de atividade hemolitica
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100,00% 1
90,00% -
80,00% A
70,00% -
60,00% A
50,00% -
40,00% A
30,00% A
20,00% A
10,00% -

0,00% - . ; .
Leveduras de fontes de infecgao

W C.glbicans

B C.ndo-albicans

Figura 15. Distribuicdo percentual das leveduras C. albicans e nao-albicans, das

leveduras de fontes de infecgao, produtoras de hemolisinas.

70,00% -

60,00% -

50,00% -

40,00% A B C. albicans

MW C. ndo-albicans
30,00% A

20,00% A

10,00% -

0,00% + Leveduras de fontes colonizadoras !

Figura 16. Distribuicdo das leveduras C. albicans e nao-albicans, provenientes de

fontes de colonizagao, produtoras de hemolisinas.
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\

Figura 17. Halo de hemdlise de Candida spp em meio de cultura Agar sangue de

carneiro.

4.7 AVALIAGAO DA SENSIBILIDADE A DROGAS ANTIFUNGICAS

As leituras do desempenho das leveduras frente aos antifungicos anfotericina
B e fluconazol, através da metodologia “E test”, foram analisadas apés 24 e 48 horas
(FIGURA 17). Os valores de inibicdo de 80% do crescimento (IC80) para a droga
azodlica fluconazol e de 100% do crescimento para a droga poliénica anfotericina B
(IC100) encontram-se detalhados no Apéndice B e C. Os perfis de sensibilidade
antifungica e os valores de concentragao inibitéria minima (CIM) encontram-se nas

Tabelas 10 e 11, respectivamente.
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B-
Figura 18. A e B: Avaliagdo da sensibilidade aos antifungicos através da

metodologia de difusdo em teste “E test”.

Tabela 11. Perfil de sensibilidade in vitro das espécies de Candida spp frente aos

antifungicos anfotericina B e fluconazol.

Antifangico Sensibilidade Resisténcia Resisténcia

Intermediaria

Anfotericina B 100,00% - -

Fluconazol 98,57% 1,43%* -

*Candida parapsilosis (amostra 210) isolada de hemocultura.
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Tabela 12. Concentracao inibitéria minima do crescimento in vitro de 50% (CIM50) e
90% (CIM90) dos 70 isolados de Candida spp.

Espécies ( n° de Isolados)

Drogas antifungicas

CIM E test (ug/mL)

VariagdodaCIM CIM 50 CIM 90

C. albicans (13)

Anfotericina B 0,047-0,190 0,0690 0,1218

Fluconazol 0,047-1,500 0,1350 1,0600
C. ciferri (04)

Anfotericina B 0,250-0,500 0,3800 0,2550

Fluconazol 0,250-1,500 0,2500 0,6000
C. famata (02)

Anfotericina B 0,190-0,190 0,0950 0,1710

Fluconazol 0,500-0,500 0,2500 0,4950
C. guillermondii (02)

Anfotericina B 0,190-0,380 0,1900 0,3420

Fluconazol 0,750-1,500 0,7500 1,3500
C. krusei (02)

Anfotericina B 0,125-0,125 0,0625 0,1125

Fluconazol 0,380-2,000 0,3800 0,6840
C. lusitaniae (21)

Anfotericina B 0,094-0,380 0,1230 0,2110

Fluconazol 0,094-6,000 0,1230 3,9790
C. parapsilosis (11)

Anfotericina B 0,094-0,500 0,0780 0,1881

Fluconazol 0,094-12,00 1,6500 4,4000
C. tropicalis (15)

Anfotericina B 0,064-0,500 0,0938 0,1970

Fluconazol 0,094-8,000 0,4687 2,0770
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5 DISCUSSAO

5.1 DISTRIBUIGAO DAS ESPECIES C. albicans e nao-albicans

Neste estudo foram analisadas 70 amostras (8,93%) de Candida spp coletadas
em hospital de médio porte na cidade de Alfenas-MG, destas 25 amostras foram
isoladas de possiveis fontes de infec¢ao hospitalar (Hemocultura, ponta de cateter e
escarro) e as outras 45 amostras sao provenientes de colonizagao hospitalar, tanto
ambiental (ar e superficies) quanto da vestimenta e maos de funcionarios da saude
que tém contato direto e ou indireto com os pacientes, indice semelhante (9,85%) ao
encontrado por Khouri (2010). A comparacao entre a distribuicdo das espécies e
fatores associados a viruléncia dos isolados de colonizacéo e de infecgao hospitalar
foram os principais alvos deste trabalho.

Candida albicans (32%) foi a espécie mais comum dentre os isolados
provenientes de fontes de infecgdo hospitalar, seguida de C. lusitaniae (20%) e C.
parapsilosis (20%), C. tropicalis (16%), C. Krusei (8%) e C. guillermondii (4%). Por
outro lado, esta predominancia dentre as nao-albicans de C.lusitaniae nao é
conhecida, no entanto os altos indices de isolamente das espécies nao-albicans C.
parapsilosis e C. tropicalis estao semelhantes a outros estudos brasileiros (FRANCA
et al. 2008, AQUINO et al. 2005). Esta inversao de distribuicdo, com predominio das
espécies nao-albicans é fato que tem sido relatado em diversos trabalhos (OSORIO
et al.,, 2008; PAPPAS et al., 2003). Neste estudo a prevaléncia das espécies nao-
albicans foi de 68%, indice superior aos apresentados em estudos citados (FRANCA
et al. 2008, AQUINO et al. 2005), mais semelhantes aos encontrados por Paula et al
2007, com indice de 69,14%. Se analisarmos isoladamente as fontes das quais
nossas amostras foram isoladas, notaremos uma diferenca ainda maior nos isolados
originarios das hemoculturas chegando ao predominio de 88,89% de espécies nao-
albicans, mas este indice extremamente alto contradiz algumas pesquisas que tém
sido desenvolvidas ( COLOMBO, GUIMARAES, 2003; HEIRICHSEN et al. 2008) nas
quais relata-se a predominancia de espécies nao- albicans com indices 71% em
casos de infeccdo. Em nossa pesquisa, C. albicans teve prevaléncia em apenas

11,11% dos isolados. Nos isolados de ponta de cateter e escarro houve distribuigdo
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equilibrada, com 50% para as nao-albicans e 50% para Candida albicans, dados
estes contrarios aos encontrados por Mesiano, Merchan-Hamann, 2007 para ponta
de cateter e Furlaneto-Maia et al 2007 para escarro, que em suas pesquisas
encontraram predominio de C.albicans.

Nos ultimos anos verifica-se um aumento no numero de infecgdes causadas por
espécies de Candida nao-albicans, fato bastante preocupante ja que estas espécies
nao apresentam perfis de sensibilidade aos antifungicos bem como fatores de
viruléncia, totalmente elucidados. C. parapsilosis € considerada a espécie nao-
albicans mais comum nos hospitais da América do Sul enquanto na América do
Norte verifica-se prevaléncia de C. glabrata. (SILVA, 2007).

Nos isolados provenientes de fontes de colonizagdo, as espécies nao-albicans
predominaram com 88,89% dos isolados distribuidos da seguinte forma: C.
lusitaniae (24,44%) e C. tropicalis (24,44%), C. parapsilosis (13,31%), C. ciferri
(8,89%), C. famata (4,45%), C. guillermondii (2,25%) e apenas 11,11% para os
isolados de C. albicans.

Em relagéo as fontes das quais os isolados de colonizagédo foram coletados, no
CTI Pediatrico houve a distribuicdo de ar ambiente (8%), bandeja de preparacéo
(4%), interruptores (16%), jalecos (24%), lengois (8%), maganetas (20%) e maos de
profissionais do setor (20%). Esta distribuicdo € extremamente preocupante, pois
pode se observar que 80% das leveduras encontradas estéo direta ou indiretamente
passando pelas méaos dos profissionais; mao no interruptor, mao na maganeta; mao
no jaleco. Na literatura, os dados de leveduras encontradas nas mé&os de
profissionais de saude sdo bastante dispares, encontrando-se desde auséncia a
indices que variam de 17 a 80% (MARTINS-DINIZ, 2005). E consenso que medidas
gerais de controle tém como objetivo principal evitar a disseminagdo de
microrganismos através dos profissionais de saude e visitantes. Esses cuidados
devem ser incorporados nas atitudes dos profissionais para ndo se acarretar mais
um problema ao paciente.

De acordo com os dados obtidos ndo podemos afirmar o sentido em que ocorre
a contaminagao, se é das maos para interruptores, maganetas e jaleco ou se em
sentido contrario, mas podemos afirmar que as técnicas basicas de prevencao de

infeccdo hospitalar ndo estdo sendo realizadas adequadamente. Segundo Hota
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(2004) o simples ato de higienizar as m&os pode reduzir a transmissao cruzada de
leveduras. Passos et al. (2005) afirmam que mé&os de profissionais colonizadas com
leveduras podem servir como fonte de infecgbes, através da translocagdo do
microrganismo para os pacientes pela propria manipulacdo ou por contaminar
superficie de cateteres.

Nos isolados encontrados no centro cirurgico, a distribuicdo seguiu a seguinte
proporcao: interruptores (25%), jalecos (45%) e macanetas (30%). Nas maos de
profissionais do setor ndo foram encontradas leveduras, talvez pelo rigor na
higienizagdo das méaos que é exigido dos profissionais deste setor em situagdes pré-
cirurgicas.

Ao observarmos as leveduras predominantes em fontes de colonizagdo, C.
lusitaniae (24,44%), C. tropicalis (24,44%) e C. parapsilosis (13,31%) e
compararmos com as leveduras encontradas com maior frequéncia em fontes de
infeccdo nota-se que dentre as leveduras nao-albicans ha também o predominio de
C. lusitaniae (20%), C. parapsilosis (20%) e C. tropicalis (16%). Esta analise
demonstra a elevada possibilidade de as leveduras colonizantes serem as mesmas
que contaminam pacientes e causam infec¢cbes hospitalares, embora a certeza
desta afirmativa s6 poder ser estabelecida apds analises genotipicas associadas aos
resultados de avaliagbes fenotipicas como as que foram realizadas nesta pesquisa e
seguem-se abaixo.

Foi detectada grande disseminacdo de leveduras do género Candida em todo
ambiente hospitalar, além de uma contaminagao elevada das maos e jalecos dos
profissionais envolvidos com os pacientes. Esse elevado indice de colonizagado pode
estar intimamente relacionado com a instalagcdo da infecgdo, que por sua vez,
relaciona-se com os altos indices de morbidade, mortalidade e altos custos

hospitalares.

5.2 CAPACIDADE HEMOLITICA

A capacidade dos microrganismos patogénicos em produzir exoenzimas

hemoliticas € notadamente comprovada. A observacao de espécies de Candida spp

capazes de produzir hemolisinas in vitro nos fornece uma provavel correlagdo com



75

seus potenciais de viruléncia e talvez também estejam associadas a disseminagéo
das mesmas nos hospedeiros. As hemolisinas permitem aos microrganismos a
utilizacdo de hemoglobina como fonte de ferro (MANNS; MOSSER; BUCKLEY,
1994) e esta necessidade de captagdo deste metal pode estar diretamente
associada a instalagao da infecgdo (BULLEN, 1981; OTTO; VERWEIJ-VAN VUGHT;
MACLAREN, 1992). Apesar de pouco estudadas, Bonassoli; Bertoli; Svidzinski
(2005) demonstram que espécies de Candida podem expressar hemolisinas além de
outras exoenzimas. As hemolisinas produzidas pelas espécies de Candida podem
ser de um ou mais tipos e a atividade enzimatica pode sofrer variagbes de acordo
com a espécie (LUO; SAMARANAYAKE; YAU, 2001).

Neste trabalho foi possivel observar uma diferenga na produgédo de
hemolisinas pelas leveduras quando relacionadas as fontes de isolamento
(colonizagao e Infeccdo) . Luo et al. (2001) relatam que diferencas de atividades
hemoliticas podem ocorrer entre isolados de colonizagao e infecgdo. As leveduras
provenientes de fontes de infecgdo apresentaram um indice hemolitico de 64%
enquanto as amostras de fontes de colonizagao obtiveram positividade em apenas
16%. Nos isolados de fontes de infecgdo, C. albicans apresentou 100% de
positividade para hemdlise, resultados compativeis aos encontrados por Negri et al
(2010), seguidas de C. tropicalis (75%) indices também similares aos encontrados
por Franga et al (2010), C. parapsilosis (60%), C. krusei (50%) e C. guillermondii nao
apresentou atividade hemolitica. As amostras isoladas em sitios de colonizagao
apresentaram uma distribuigdo distinta, sendo 75% das C. albicans positivas para o
teste de hemolise seguidas de C. famata (50%), C. tropicalis (33,33%) C. ciferri
(25%), C. lusitaniae (25%), C. parapsilosis (16,66%) e C. guillermondii nao
apresentou capacidade de hemdlise. Estes dados nos permitem inferir que a
producao de hemolisinas ndo esta associada somente a estas exoenzimas conforme
ja fora demonstrado por Bonassoli (2005). Em estudo realizado por Franga et al.
(2010) do total de 28 isolados de C. tropicalis analisados, 100% promoveram
hemdlise em meio Sabouraud suplementado com 7% de sangue de carneiro. Deste
total, 40% dos isolados de sangue e 16,7% de isolados de outras fontes clinicas
apresentaram baixa atividade hemolitica, com excecdo aos isolados de secregao

traqueal, os quais apresentaram os maiores niveis de hemolise.
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Em nosso estudo, as hemdlises apresentaram um padrdao de
homogeneicidade na maioria dos isolados, os quais apresentaram atividade
hemolitica total ou parcial. Em 2 amostras (389 e a 221-V) provenientes de fontes de
infeccdo nédo se observou capacidade hemolitica quando crescidas distantes do
microrganismo S. aureus, empregado como padrao de atividade hemolitica, mas
quando crescidas a uma distancia inferior a 1,5 cm de S.aureus, houve consideravel
atividade hemolitica observada a partir da formacado de grande halo de hemdlise
ligado ao halo formado pela bactéria padrao. Este fato releva a preocupacgéao de co-
infeccbes microbianas e sugere a necessidade de avaliagdes de perfis de viruléncia
de microrganismos tanto em comunidades de mesma espécie quanto a expresséo
destes mesmos fatores em comunidades constituidas por géneros, espécies e

grupamentos microbianos distintos.

5.3 FORMAGAO E VIABILIDADE DE BIOFILMES

Em relacédo a capacidade de formagdo do biofilme, Douglas (2003) em seu
trabalho informa que esta esta diretamente associada a viruléncia microbiana ',
uma vez que , biofiimes s&o intrinsicamente resistentes as drogas antifungicas,
incluindo Anfotericina B e Fluconazol (BACHMANN et al., 2003) , podendo
contribuir para patogénese de candidiase sistémica e superficial (HASAN et al.,
2009) , sendo claramente mais resistentes do que as células planctdnicas
(DONLAN; COSTERTON, 2002). Tais caracteristicas fazem com seja dificil a
remogao e ou a destruicdo do microrganismo tanto em casos de colonizagao
ambiental quanto em casos de infecg¢ado, levando assim a um aumento das taxas de
morbi-mortalidade associados a estes agentes microbianos.

Nos isolados encontrados 97,15%, das amostras encontradas nas duas
fontes relacionadas apresentaram potencial para formar biofiimes (PB). Nas
espécies de C. albicans, tanto de fontes de infecgdo, quanto de fontes de
colonizagdo 100% dos isolados apresentaram PB com diferentes intensidades de
biomassa (IB), nos isolados de ponta de cateter 1,42% apresentaram baixa IB (+),
4,26% apresentaram IB moderada (++) e 2,84% apresentaram elevada IB (+++), nas

amostras originadas de hemocultura e escarro 1,42% apresentaram |B moderada
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(++), ja nas fontes de colonizagao as 1,42% das C. albicans originadas de lencol e ar
ambiente apresentaram IB (++), enquanto que 2,84% e 1,42% das amostras vindas
de jalecos apresentaram IB (++) e elevada (+++) respectivamente. Para as espécies
nao-albicans de fontes de infeccdo e colonizagdo, 94,12% e 96,5%,
respectivamente, apresentaram PB. Dos isolados de fontes de infeccéo,
relacionando com suas origens, com seus indices e seus respectivos IB, em
hemoculturas : C. tropicalis (1,42%/+++), C. parapsilosis ( 2,84%/+++, 1,42%/+), C.
krusei (1,42%/++), C. guillermondii (1,42%/++) e C. lusitaniae (1,42%/++,1,42%/-),
nos isolados originados de ponta de cateter C.tropicalis (2,84%/+++, 1,42%/++), C.
lusitaniae (1,42%/+, 1,42%/++,1,42%/+++) e C. parapsilosis (1,42%/++,1,42%/+++),
enquanto que para escarro C.krusei (1,42%/+++). Dentre as espécies nao-albicans
51,42% dos isolados de fontes de colonizagdo demonstraram capacidade para
formar biofilme de IB (++) e (+++), C. tropicalis foi a espécie que mais apresentou IB
elevada (+++) nos diversos locais de isolamento; nos jalecos, maganeta de porta,
interruptores e méo de profissionais da saude, dado este preocupante pois ja se
reconhece estes locais como reservatérios ambientais e com IB elevado, esta
espécie esta criando condi¢des para sobreviver mesmo na presenga de antifungicos.
C. lusitaniae apresentou uma variagao na IB associada ao local de isolamento, dos
isolados de jaleco 7,1% apresentaram IB (+++) e apenas 2,84% IB (+), 2,84% dos
isolados de macaneta de porta obtiveram IB (+++) e 1,42% IB (++), nos interruptores
2,84% apresentaram IB (+++) e 1,42% IB (++) , nas amostras oriundas das maos de
profissionais de saude e 1,42% obtiveram IB (+) e (-), com 1,42% IB (++), 1,42%
com IB (++) em isolado de lengol. C. parapsilosis 7,1% apresentaram IB (+++) em
jaleco, macanetas de portas e interruptores, apenas 1,42%, de outra linhagem, dos
isolados, em macganeta de porta, apresentaram IB (+). C. famata nos isolados de ar
ambiente (1,42%) e interruptor (1,42%) apresentaram IB (++). C. ciferri de isolados
de macaneta de porta 1,42%, bandeja de medicamentos (1,42%) e mao de
profissionais da saude (1,42%) apresentaram IB (++) e IB (+++) em amostras
originadas de macganeta de porta. C. guillermondii isolado de jaleco apresentou IB
(++). Os locais nos quais foram isoladas leveduras com as maiores produc¢des de

biofilmes em ordem crescente foram: Interruptores, maganetas de porta, jalecos e
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maos de profissionais da saude e as espécies predominantes nestes locais foram:
C. lusitaniae, C. tropicalis e C. parapsilosis.

A medida da atividade metabdlica (AM) é uma forma de se obter
indiretamente a quantidade de células viaveis existentes no interior da biomassa do
biofilme maduro intacto, sem alterar a sua estrutura (KUHN et al., 2003) . Bachmann
et al. (2003) afirma em seu trabalho que o biofilme é intrinsicamente resistente aos
antifungicos Anfotericina B e Fluconazol. Hawser (1996) mostra que a medida
colorimétrica da atividade metabdlica pelo XTT esta diretamente relacionado com o
numero de células viaveis, com estas informagdes podemos concluir que quanto
maior a biomassa do biofilme e mais alta o numero de células viaveis, maior a
propensao de falha terapéutica.

Neste estudo, 100% das leveduras C. albicans, de ambas as fontes de
isolamentos, apresentaram potencial para desenvolver biofilmes com intensidades
diferentes, mais apresentaram AM baixa em 5,68% dos isolados de fontes de
infeccao contra 5,68% dos isolados de fontes de colonizagao. 5,68% dos isolados de
fontes de infeccdo apresentaram AM moderada , contra 1,42% dos isolados de
fontes de colonizacdo tendo com isso menor propensdo a falha terapéutica
(BACHMANN et al., 2003; KUHN et al., 2003). As relacdes entre IB no biofilme e AM
para as espécies nao-albicans originadas de fontes de infecgbes sao:
C.guillermondi  1,42% (++/alta); C. krusei 1,42% (+++/alta) e 1,42% (
+++/moderada); C.lusitaniae 1,42% (-/moderada), 2,84% (+/moderada), 1,42%
(++/moderado) e 2,84% ( ++/alta); C.parapsilosis 2,84% (++/alta) e 2,84% (
+++/moderada); C. tropicalis 1,42% (++/baixa), 2,84% (+++/baixa) e 1,42%
(+++/moderada). Com estes dados podemos concluir que as espécies de
C.tropicalis, apesar de ter uma producdo de biomassa consideravel em biofilme, seu
numero de células viaveis € baixo, o que pode ser verificado através da baixa
atividade metabdlica, podendo haver propensdo menor em ter falha na terapéutica
(BACHMANN et al., 2003; KUHN et al., 2003). A situacédo & contraria em relagao a
linhagens, com origem em hemoculturas, tais como C. guillermondi, C. krusei, C.
lusitaniae e C. parapsilosis, linhagens estas que tiveram origem em ponta de cateter,
tais, C. lusitaniae, C. parapsilosis que apresentaram biofiimes com intensidades

variaveis mas com elevada atividade metabdlica e consequentemente numero de
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células viaveis também elevado, podendo ter dificuldades em responder ao
tratamento com os antifungicos (BACHMANN et al., 2003; KUHN et al., 2003).
Ficaram assim distribuidas as leveduras quando se associa o IB com AM das
amostras originarias em fontes de colonizagdo: C. ciferri 1,42% (++/moderada),
2,84% (++/alta), 1,42% (+++/moderada); C. famata 1,42% (++/moderada), 1,42%
(++/alta); C. guillermondii (++/alta); C. lusitaniae 1,42%(-/baixa), 1,42% (-/moderada),
1,42%(+/moderada), 4,26% (++/ moderada), 5,68% (++/alta), 2,84% (+++/moderada)
e 4,26% (+++/alta); C. parapsilosis 1,42% (+/moderada), 1,42%(++/alta), 4,26%
(+++/moderada) e 2,84% (+++/alta); C. tropicalis 2,84%(++/baixa), 2,84%
(++/moderada), 5,68% (+++/baixa), 2,84% (+++/moderada) e 1,42% (+++/alta) .
Observando as amostras de C. tropicalis que obtiveram um numero de isolamentos
expressivos (21,43%) e apesar de produzir biomassa, na maioria das linhagens, com
intensidade ++/+++, apresentou atividade metabdlica baixa, tendo menor
possibilidade de apresentar falha terapéutica se estas vierem a promover infecgéo
em pacientes (BACHMANN et al.,, 2003; KUHN et al.,, 2003). Das espécies
relacionadas as linhagens de C.lusitaniae devido ao alto indice de isolamento, C.
ciferri, C. guillermondii, C. parapsilosis sdo as mais preocupantes, isto porque
mesmo produzindo biofiimes em diversas intensidades, apresentaram atividade
metabodlica alta e estes dados sdo ainda mais agravantes quando relacionamos
estas informacdes a sua origem, a qual consiste de locais onde ocorre ciclo de
maos, tais como: jaleco, interruptores, maganeta de porta e maos de funcionarios da
saude podendo, com isso, haver maiores possibilidades de falha terapéutica se
vierem a desenvolver infecgdes em pacientes (BACHMANN et al., 2003; KUHN et
al., 2003).

5.4 SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

O numero de drogas antifungicas disponiveis para tratamento destas
infeccbes ainda € modesto, quando comparado as drogas antibacterianas. No
entanto, com o arsenal antifungico disponivel, o aparecimento de resisténcia nas

leveduras Candida spp € a necessidade de tratamento rapido e orientado houve a
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necessidade de criar protocolos a fim de padronizar testes de sensibilidade in vitro
para orientar a escolha terapéutica (ARENDRUP et al., 2001).

O CLSI tem, ao longo dos anos, estabelecido padronizagbes de avaliagao do
perfil de sensibilidade antifungica tais como os documentos M27A3 para
microdiluicdo (CLSI, 2008) e M44A2 para difusdo em Agar e em fita (CLSI, 2009).

Dentre os principais antifungicos adotados no tratamento e controle das
candidiases, destacam-se a anfotericina B e fluconazol tanto em formulacdes
convencionais quanto lipossomais juntamente com voriconazol e caspofungina
(KOCH et al., 2005). O fluconazol é bastante utilizado no tratamento e profilaxia das
infecgdes fungicas. Entretanto, existe uma tendéncia para se evitar o uso profilatico
do fluconazol em doses baixas, a fim de se prevenir o surgimento de isolados
resistentes e surgimento de infecgbes causadas por espécies naturalmente
resistentes a este antifungico como C. glabrata e C. krusei. A anfotericina B ¢é
considerada, em ambiente hospitalar, a droga referéncia para o tratamento da
maioria das infecgbes fungicas, porém apresenta alta toxicidade e sua indicagao
deveria ser restrita somente as infecgdes sistémicas (FERRAZA et al., 2005).

Neste estudo utilizou, as 70 amostras de leveduras do género Candida spp,
de modo geral, demonstraram-se sensiveis a anfotericina B e fluconazol, sendo o
intervalo de CIM de 0,047 a 0,500 pg/mL para anfotericina B e 0,047 a 12,000 pg/mL
para fluconazol.

Nos isolados provenientes de fontes de infecgdo, o valor de inibicao de
crescimento (IC) para C. albicans foi de 0,190 pg/mL para anfotericina B (IC100) e
1,500 ug/mL para fluconazol (IC80). Ja& para as espécies nao-albicans, o valor IC
100 para anfotericina B foi de 0,500 pg/mL e IC80 para fluconazol, de 12,00 ug/mL,
mostrando que as espécies nao-albicans provenientes de fontes de infeccao
apresentaram valores superiores de IC80 e IC100 quando comparadas com as
espécies de C.albicans, resultados semelhantes aos encontrados por NEGRI, 2006.
Nas amostras provenientes de fontes de colonizagdo observou-se comportamento
semelhante. C. albicans apresentou IC100 de 0,190 pg/mL para anfotericina B e
IC80 de 0,190 ug/mL para fluconazol enquanto para as espécies nao-albicans o
IC100 e IC80 foram 0,750 pg/mL e 6,00 pg/mL para anfotericina B e fluconazol,

respectivamente.
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A prevaléncia das espécies nao-albicans em fontes de colonizagdo € bem
visivel, nota-se tolerancia maior aos antifungicos usados, talvez pelo contato
continuo com estas drogas em doses baixas, podendo esta pratica de manutengéo
da espécie sob pressado da droga, ao longo do tempo, levar ao desenvolvimento de
algum mecanismo de resisténcia a estes antifungicos. No entanto, destaca-se que
dentre as leveduras que apresentaram IC80 = 1,500 ug/mL para fluconazol, 78,57%
formaram biofilme com IB positivo (++) e positivo (+++) com atividade metabdlica
alta ou muito alta, em 14,28 % dos isolados houve formagao de biofilme com IB
positivo (++) e positivo (+++) com atividade metabdlica baixa ou moderada e
somente em 7,15 % das amostras houve baixissima intensidade de formacao de
biofiime e com atividade metabdlica baixa. Ressalta-se que a produgao de biofilme
também pode estar relacionada ao aumento de CIM nestas amostras.

Os resultados de sensibilidade para anfotericina B foram de 100%, os quais
corroboram com os estudos de GIUSIANO et al. (2006), que relatam os mesmos

indices.

5.5 COMPARAGAO ENTRE AS FONTES DE INFECGAO E COLONIZAGAO
PELAS ESPECIES DE Candida spp. (APENDICE E)

A- C.albicans - Quando comparamos o isolado de ponta de cateter (221-V) com
isolado de ar ambiente (505), observamos que possuem caracteristicas semelhantes
para os fatores associados a viruléncia (FAV), sao -hemoliticos, possuem indice de
biomassa (IB) positivo (+++) com atividade metabdlica (AM) baixa e suas CIMs
apresentam-se proximas para os isolado de fontes de infec¢do e colonizagdo com
0,047/0,064 pg/mL contra 0,064/0,190 yg/mL de Antericina B (AFB) e fluconazol
(FLU) respectivamente. Os isolados de ponta de cateter (31) e jaleco (1020) sao,
também, semelhantes quanto aos FAV, sdo [B-hemoliticos, IB (++) com AM
moderada e CIM para AFB de 0,125/0,190 pg/mL e diferem apenas na CIM para
FLU, sendo estas de 1,00/0,094 pg/mL, respectivamente. Ja os isolados de ponta de
cateter (289) e jaleco (521) possem algum grau de semelhang¢a, ambos produzem IB

(++) com AM moderada, o isolado 289 é a-hemolitico com CIM para AFB e FLU de
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0,047/0,500 pg/mL respectivamente, enquanto que o isolado 521 é 3-hemolitico com
CIM para AFB e FLU de 0,094/0,064 ug/mL.

Os isolados de fontes de colonizagdo encontrados em lencgol (500) e jaleco
(1020) apresentaram caracteristicas semelhantes quanto aos FAV, diferindo apenas
na producado de enzimas hemoliticas. Ambos possuem IB ++ com AM baixa, CIM
para AFB de 0,190 ug/mL e para FLU de 0,125/0,094 ug/mL respectivamente.

As amostras encontradas em ar ambiente (505) e jaleco (1020) ambas séao B-
hemoliticas, IB ++ com AB baixa e valores de CIM aproximados. Ja nos isolados de
hemocultura (120) e ponta de cateter 221-V s&o B-hemoliticas, 1B (+++) com AB
baixa, mas com valores de CIM para AFB aproximados (0,094/0,047 pg/mL) e
discrepantes para FLU (1,500/0,500 ug/mL) respectivamente.

Os demais isolados de C. albicans apresentaram caracteristicas particulares
quanto ao FAV nao sendo possivel estabelecer uma comparagao entre as fontes de
infecc&o e colonizagao.

B- C.ciferri — nao é levedura patogénica, encontrada apenas em fontes de
colonizagao, principalmente nos seguintes locais ( 02 em Macaneta de porta (MP),01
em méao de profissionais da saude (MF) e 01 em bandeja de medicamento (BM)) e
as caracteristicas que apresentaram quanto aos FAV sdo preocupantes. Os
isolados 513 (MP) e 542 (MF) apresentaram IB (+++) com AM altas, entretanto a
amostra 513 nao possui atividade hemolitica e apresentou CIM para AFB e FLU
0,190/0,250 ug/mL enquanto a amostra 542 apresentou a-hemodlise e CIM de
0,250/1,500 pg/mL para AFB e FLU respectivamente.Os isolados 528(MP) e
535(BM) apresentaram IB (+++)(++) com AM moderada , ndo sao hemoliticos e
apresentaram CIM para AFB e FLU de 0,250/0,500 e 0,750/0,190 respectivamente.
Nota-se que ha uma producgéao de biofilme e AM relevantes em todas amostras desta
espécie e uma CIM para FLU nas amostras 542 de 1,500 ug/mL e CIM para AFB na
amostra 535 de 0,750 pg/mL, valores estes considerados altos em relagdo aos
outros isolados de colonizagéo deste trabalho e apesar de nao se ter relatos de sua
patogenicidade € uma espécie que a longo prazo podera vir a desenvolver esta
caracteristica.

C- C.famata- também n&o é considerada patogénica e s6 foi isolada de fontes de

colonizagdo. As amostras 506 (ar ambiente) e 534 (interruptor) ambas apresentam
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IB (++), com AM alta/ moderada e atividade hemolitica 3/ y .As CIMs para AFT e
FLU foram idénticas.

D- C.guilliermondii — Os 2 isolados encontrados, hemocultura(100) e jaleco(1017),
apresentaram caracteristicas semelhantes quanto a IB (++)(++), AM (alta/alta) e sem
atividade hemolitica, ambas diferenciam-se apenas nas CIMs para AFB (0,190/0,380
pg/mL) e FLU (0,750/1,500 ug/mL) respectivamente.

E- C. krusei — amostra encontrada somente em fontes de infeccdo, sendo em
hemocultura (28) e escarro (678-2) nao havendo comparagdes nos FAV dos dois
isolados.

F-C. lusitaniae — foi a espécie com maior numero de isolados (27,14%), sendo que,
os isolados de fontes de colonizagao provenientes dos interruptores (531,1009,1046)
apresentaram IB (+++) com AM alta sem atividade hemolitica (1009 e 1046) e
moderada (531) com B-hemolise, o isolado 1014 apresentou IB (++) com moderada
AM e sem hemolise. Os isolados provenientes de jalecos apresentaram IB (+++)
com AM alta (1018-B, 1021-B) e IB(++) com AM alta (523,1021-A), ja as amostras
524 e 1022-B apresentaram IB + com AM moderada e IB (++) com AM alta
respectivamente e nao apresentaram atividade hemolitica. Das amostras
provenientes de méaos de profissionais da saude, os isolados 537 e 540 ambos
apresentaram IB (+) mas com AM moderada/ baixa, e somente amostra 537
apresentou atividade hemolitica (a). A amostra 541 apresentou IB (++) com AM alta,
sem atividade hemolitica. Das amostras encontradas em MP, a 1006, apresentou IB
(++) e AM moderada e sem atividade hemolitica, enquanto o isolado 1034
apresentou IB (+++) e AM alta e atividade hemolitica parcial (a). O isolado de lencol
(501) apresentou IB (++) e AM moderada e a-hemolise. De forma geral as amostras
de C. lusitaniae originadas de fontes de colonizagdo apresentaram CIM para AFB <
0,380 pg/mL, entretanto as CIM para FLU em algumas amostras se destacaram por
sterem CIM mais altas, 1018-B e 1021- 1,500 pg/mL, amostra 1034 apresentou CIM
de 6,00 pg/mL, amostras 540,1006,1009,1014,1022-B de 4,00 pg/mL. Com estes
dados, referentes aos isolados de fontes de colonizagdo, se compararmos com 0s
achados nas fontes de infecgcao iremos observar que possuem similaridade entre as
amostras 1021-A e 295, 1018-B e 288, 534 e 219, 1006 e 389 sendo que as

diferengas existentes estao relacionadas a CIM apresentada para AFB e FLU.
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G- C.parapsilosis- Os isolados de fontes de colonizacédo de jaleco (1019,1022-B e
1003) apresentaram IB (+++) com, AM alta, valores maiores quando comparados
aos isolados de MP 1012 (IB +/AM moderada), ja os isolados 1002 de MP e 1007 de
interruptor apresentaram IB (+++) e AM moderada. Com exceg¢ao da amostra 1019
que se apresentou como B-hemolitica, as demais ndo apresentaram atividade
hemolitica.

Houve reprodutibilidade de comportamento dos isolados desta espécie,
originados de fontes de colonizagao, frente ao antifungico AFB, sendo que todos
apresentaram CIM < 0,125, entretanto para FLU houve uma variacdo na CIM, os
isolados de MP apresentaram as seguintes CIMs 1002 (2,00 pg/mL), 1005 (1,50
pMg/mL) e 1012 (4,00 ug/mL); interruptores 1007 (4,00 pg/mL); jalecos 1019 (1,50
pg/mL), 1022-A (0,75 pug/mL). Se compararmos com os isolados desta espécie de
fontes de infecgdo observaremos que existe uma similaridade nas caracteristica de
FAV entre as amostras 315 de hemocultura e 1022-A de jaleco, com variagao
pequena na CIM para FLU (0,380/0,750 pug/mL), a amostra 280 de hemocultura e
1007 de interruptor se diferem na produc¢ao de enzimas hemoliticas e sua CIM frente
aos antifungicos AFB e FLU é de 0,064/6,00 pg/mL e 0,094 e 4,00 yg/mL. Dado
importante € que um dos isolados desta espécie, 210 de hemocultura, foi o unico a
apresentar CIM dose dependente, de 12,00 ug/mL.

H- C. tropicalis — Das amostras isoladas de fontes de colonizacdo MP (529,532),
interruptor (532) e méao de profissionais da saude apresentaram IB (+++) e AM baixa.
Amostras oriundas de MP (530) e interruptor (1013) apresentaram IB (++) com AM
baixa; Os isolados de jaleco (504 e 522) tiveram IB (++) e AM moderada; somente a
amostra de MP (1008) apresentou IB (+++) e AM moderada entretanto os isolados
de interruptor (538) e jaleco (1018-A) apresentaram IB (+++) com AM alta. Com
excecao das amostras 530 e 504 que se apresentaram como B-hemoliticas e a
amostra 539 como a-hemoliticas, todos os outros isolados desta espécie nao
apresentaram atividade hemolitica. Esta espécie frente a AFB apresentou CIM <
0,190 pug/mL para isolados de fontes de colonizagdo e no caso de fontes de infecgéo
apenas as amostras 397 de ponta de cateter e 539 de maos de profissionais da
saude apresentaram CIM de 0,500 pg/mL. Os isolados desta espécie oriundos de

fontes de colonizagdo se comparados aos isolados de fonte de infecgéo,
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apresentaram algumas similaridade nos FAV, as amostras 391 de ponta de cateter e
398 de hemocultura com amostras 532 interruptor e 529 de MP todas apresentaram
IB (+++) com AM baixa e sem atividade hemolitica, diferenciando-se apenas nas
CIMs apresentadas para FLU, que para as amostras de fontes de infecgdo foram
4,00 e 1,00 yg/mL e para as amostras de fontes de colonizagdo foram de 0,19 e
0,500 pg/mL; a CIM para AFB foi < 0,19 pg/mL para isolados de fontes de
colonizagao e infecgdo. Os isolados 124 de ponta de cateter e o 530 de MP também
apresentaram caracteristicas semelhantes, ambas apresentaram IB (++) e AM baixa,
B-hemolise e diferenciaram-se nas CIM de FLU, sendo que o isolado de fonte de
infeccdo apresentou CIM de 2,00 ug/mL e o de colonizagdo, CIM 0,094 yg/mL mas
para AFB ambas apresentaram CIM < 0,190 pg/mL.

Diante da discussao apresentada, ressalta-se que C. albicans ainda € a
espécie mais conhecida e estudada do género e considerada a de maior interesse
clinico por corresponder ao principal agente de infec¢des fungicas em humanos. No
entanto, as espécies C. n&o-albicans tém sido consideradas emergentes em varias
partes do mundo, sendo que nossos dados corroboram com esta afirmativa, e o
aumento e predominio desses agentes em infec¢gdes pode estar associado a maior
capacidade de expressdo dos fatores associados a viruléncia.

Ha ainda a necessidade emergente de programas de vigilancia sanitaria para
monitorar possiveis mudangas na distribuicdo de espécies de leveduras, bem como
estabelecer o perfil de sensibilidade comparativo entre isolados plancténicos e
isolados em biofilmes, além de estabelecer a cadeia epidemiologica das infecgdes,
para que interferéncias no ciclo infecgdo-colonizacdo possam ser realizadas.
Ademais, um maior numero de estudos nos hospitais brasileiros e investimentos na
capacitacdo profissional devem ser realizados para prevenir e controlar
contaminagao/colonizagdo e infecgdes nosocomiais fungicas com ou sem risco

aparente de morbidade e mortalidade
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6 CONCLUSOES

- Foram isoladas 70 amostras de Candida spp de um total de 781 amostras de
fontes de infecgdo e colonizagao.

- Os isolados de leveduras encontrados em fontes de infeccédo, C. albicans foi a
espeécie mais encontrada com 32%, enquanto que todas as espécies nao-albicans
perfazeram um indice de 68%. De forma geral nos isolados de fontes de
colonizagao e de infecgcédo, houve predominio das espécies nao-albicans (81,43%),
com distribuicdo de C. lusitaniae (30%), C. tropicalis ( 21,99%), C. parapsilosis
(15,72%), C. ciferri (5,72%), C. famata (2,86%), C. guillermondii (2,86%), C. krusei,
(2,86)%.

-Colonizagédo consideravel de locais onde ocorre ciclo de maos dos profissionais
envolvidos diretamente com os pacientes: méos (11,12%), jalecos (33,3%),
interruptores (20,0%), macganetas (24,45%).

-Todas as amostras provenientes de fontes de infec¢gado apresentaram potencial para
formar biofilme com resultados equilibrados entre C. albicans (75%) e nao-albicans
(76,47%) para biofilme de grau intermediario a elevado. C. albicans e nao-albicans,
de fontes de colonizacgéo, produziram biofilme de intensidade intermediaria a alta em
100% e 90% dos casos, respectivamente.

-Os isolados de C. albicans tanto de fontes de infec¢gdes quanto de fontes de
colonizagdo, em seus biofilmes, apresentaram baixa e moderada atividade
metabdlica. Para C. n&o-albicans, observou-se elevada atividade metabodlica em
35,3% e 37,5% das amostras de fontes de infec¢ao e colonizagao, respectivamente.
- Todos isolados de C. albicans, de fontes de infeccdo e 60% de fontes de
colonizagdo, apresentaram atividade hemolitica. Das espécies nao-albicans de
fontes de infecgado houve atividade hemolitica em 47% dos isolados contra 20% das
espécies de fontes de colonizagao.

- C. albicans tanto de fontes de infec¢gao quanto de colonizagao apresentaram IC100
para Anfotericina B e IC80 para Fluconazol menores que as nao-albicans.Entretanto
as amostras de nao-albicans de fontes colonizantes apresentaram uma tolerancia

maior aos antifungicos quando comparadas a C.albicans.
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- Das amostras de fontes de infeccdo e colonizagdo houve sensibilidade a
Anfotericina B em 100% das mesmas e 98,57% a Fluconazol

- Apenas 1,43% de C. n&o-albicans, de amostra de hemocultura, apresentaram
sensibilidade dependente da dose a Fluconazol.

- Visualizando a proposta do trabalho, observa-se que as amostras de fonte de
colonizagdo quando relacionadas com as de fonte de infecgdo, apresentam
semelhangas nos fatores associados a viruléncia e perfil de sensibilidade quando
relacionadas por espécies. Em etapas futuras, analises moleculares serao propostas
com a finalidade de diferenciacdo de algumas espécies intimamente relacionadas
tais como as leveduras pertences ao complexo “ortho-meta-para-psilosis” e C.
glabrata de C. nivariensis e C. bracarensis, além de C. albicans de C. dubliniensis.
Estes estudos adicionais permitirdo o estabelecimento da cadeia epidemioldgica de

Candida spp no ambiente hospitalar analisado.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de consentimento

.............. abaixo assinado (a), tendo sido informado do assunto e do fim da
pesquisa Comparag¢ao do perfil associado a viruléncia e da sensibilidade
antifungica entre amostras de CANDIDA sp em casos de colonizagdo e
infeccdo hospitalar a ser realizado em parceria com a UNIFAL-MG, e
devidamente informado, previamente, do modo como essa pesquisa devera
ser feita, declaro que estou livre e inteiramente de acordo em participar dela,
sabedor (a) de que serd guardada em segredo qualquer informacdo que eu
fornecer sobre minha pessoa e podendo deixar de participar dela quando bem
quiser.

Portanto, concordo em participar desta pesquisa, renunciando
neste ato, a qualquer indenizagdao por danos morais e concordando que as
amostras obtidas sejam utilizadas com a finalidade de pesquisa e que os dados
resultantes sejam divulgados desde que seja preservada minha identidade.

Alfenas ..... o [T de........

(assinatura do participante ou de seu responsavel)

Profa Dra Amanda L. T. Dias

Orientadora

Alessandro Vieira Ferreira

Mestrando
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APENDICE B - Ensaios com Candida spp provenientes de fontes de infeccéo

E-Test pg/mL Biofilme
Chromagar XTT
Candida 12 Leitura 22 Leitura Hemodlise 405 nm 490 nm
N° Origem Interpretacado Fluc| Anfo Fluc| Anfo| 12| 22| 32 |42 | Abs |indice | Abs indice
28 Hemo | C. krusei 0,380 | 0,064 | 0,380| 0,125|a |a |a |a | 0,141 70,1 0,312| 100,0
31 PC C. albicans 0,750 0,047 | 1,000| 0,125|B |B |B |B | 0,170| 84,6| 0,109| 349
100 Hemo | C.guilliermondii | 0,750 | 0,064 0,750 0,190|y |y |y |y | 0,136 67,7 0,166 53,2
120 Hemo | C.albicans 1,500 0,032 | 1,500| 0,094(R [BR [RBR B | 0,139| 69,2| 0,013 4,2
121 PC C. albicans 1,500 | 0,064 | 1,500| 0,064|a |o |a |a |0,083| 41,3| 0,060 192
124 PC C.tropicalis 1,000 | 0,064 | 2,000| 0,094|a |a |[a [B | 0,110| 54,7| 0,050 16,0
210 Hemo | C.parapsilosis 3,000| S/L 12,000 0,190 |a |(a |[a |a | 0,055 27,4 0,141 45,2
219 Hemo | C. lusitaniae S/L S/L 6,000 0,125|a |a |a |a | 0,006 3,0/ 0,142| 455
220 PC C.albicans 0,380 0,047 | 0,500| 0,064|R |B |B |B | 0084 41,8 0,110| 353
221-V PC C. albicans 0,094 0,064 | 0,064| 0,047 |a |B |B |B | 0,145 721| 0,026 8,3
221-R PC C. parapsilosis | 0,094 | 0,047 0,094| 0,094y |y |a |a | 0,128 63,7 0,276 88,5
257 PC C.albicans 0,380 0,125| 0,380| 0,125|R |B |B |B | 0,030 149| 0,095| 304
280 Hemo | C. parapsilosis S/L S/L 6,000| 0,064 |a |B |B |B | 0,158| 786| 0,138| 44,2
286 PC C. lusitaniae 1,500 0,032 | 4,000{ 0,094|y |y |y |y [0042] 209| 0,105| 33,7
288 PC C. lusitaniae 0,380 0,064 | 0,250 0,094|y |y |y |y [0138]| 687| 0229| 734
289 PC C. albicans 0,500 0,032| 0,500| 0,047 |a |a |a |a | 0,113]| 56,2| 0,088| 28,2
295 Hemo | C. lusitaniae 0,380 0,064 | 0,500 0,094|y |y |y |y [ 0130 64,7| 0270| 86,5
315 Hemo | C. parapsilosis | 0,750 | 0,032 0,380 | 0,125|y |y |y |y | 0,142 70,6 0,212 67,9
389 PC C. lusitaniae 0,500 0,064 | 0,190| 0,125|y |y |y |y | 0,140 69,7 0,112| 359
391 PC C. tropicalis 4,000| 0,032 | 4,000| 0,064|y |y |y |a | 0,191 95,0/ 0,016 5.1
392 PC C. parapsilosis S/L S/L 4,000| 0,500y |y |y |y | 0,156 77,6 0,090 28,8
397 PC C.tropicalis 8,000 | 0,38 8,000/ 0,500|y |y |Y |oa |O0,180| 89,6 0,104| 333
398 Hemo | C. tropicalis 1,000 0,125| 1,000 0,125|y |y |y |y [0,173]| 86,1| 0,065| 20,8
678-1 | Escarro | C. albicans 1,000| 0,064 | 1,000| 0,064|y |y |a |a |0,122| 60,7| 0,022 71
678-2 | Escarro | C. krusei 2,000/ 0125| 2,000 0,125|y |y |y |y | 0,175 871 0,088| 28,2
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APENDICE C - Ensaios com Candida spp provenientes de fontes de colonizacdo

E-Test pg/mL Biofilme
Chromagar XTT 490
Candida 12 Leitura 22 Leitura Hemolise 405 nm nm
N° Amostra Interpretacéo Fluc | Anfo Fluc| Anfo| 12| 2% | 32 | 42 | Abs | indice Abs indice
500 L.C C.albicans 0,125/ 0,190| 0,125 0,190|y |y |a |a | 0,138| 68,7 0,050| 16,0
501 L.C. C.lusitaniae 0,500 0,125]| 0,500 | 0,125|y |y |y |a [0,110| 54,7 0,138 | 44,2
504 Jaleco C.tropicalis 1,000| 0,094 | 0,750| 0,190|y |y |B |[B |0,120| 59,7 0,126 | 404
505 AA C.albicans 0,190 | 0,064 | 0,047 | 0,064 |a |B |BR (B | 0,144| 716 0,065| 20,8
506 AA C.famata 0,500| 0,190| 0,500| 0,190 |y |a [BR |B | 0,132| 65,7 0,248 | 79,5
513 MP C.ciferri 0,250 0,190| 0,250 0,190 |y |y |y |y |0,127| 63,2 0,284 | 91,0
521 Jaleco C.albicans 0,064 | 0,064 | 0,064 | 0,094 |y |y |y |y 0,115 57,2 0,110 35,3
522 Jaleco C. tropicalis 0,500| 0,125] 0,500 | 0,125|y |y |y |y 0,133| 66,2 0,082 26,3
523 Jaleco C. lusitaniae 0,380| 0,190| 0,380 | 0,125|y |y |y |y |0,138| 68,7 0,196 | 62,8
524 Jaleco C. lusitaniae 0,250 0,190| 0,250| 0,190 |y |y |y |y [0,066| 32,8 0,152 | 48,7
526 Jaleco C. albicans 0,094 | 0,094 | 0,094 | 0,094 |y |y |y |y 0,155 771 0,058 18,6
528 MP C.ciferri 0,500 0,190| 0,500 | 0,250 |y |y |y |y |0,465| 82,1 0,106 | 34,0
529 MP C.tropicalis 0,500 | 0,094 ]| 0,500| 0,125|y |y |y |y |0,162| 80,6 0,050| 16,0
530 MP C.tropicalis 0,125| 0,094 | 0,094 | 0,094 |y |y [B |B | 0,120| 59,7 0,068 | 21,8
531 Interruptor | C. lusitaniae 0,125| 0,380 | 0,125| 0,380|y |y (B |R | 0,194| 96,5 0,116 37,2
532 | Interruptor | C.tropicalis 0,190| 0,190| 0,190 | 0,190 |y |y |y |y 0,192 | 95,5 0,006 1,9
533 MP C.tropicalis 0,380| 0,190| 0,500| 0,190|y |y |y |y |0,168| 83,6 0,044 | 141
534 | Interruptor | C. famata 0,250 | 0,250| 0,500 0,190 |y |y |y |y |0,135| 67,2 0,098| 314
535 Bandeja | C. ciferri 0,125| 0,750 | 0,190 | 0,750 |y |y |y |y |0,133| 66,2 0,111 35,6
537 Mao C.lusitaniae 0,250 | 0,125]| 0,094 | 0,125|y |y |a |a [0,026| 12,9 0,110 35,3
538 | Interruptor | C. tropicalis 0,500 0,125] 0,750| 0,125|y |y |y |y [0,182| 90,5 0,208 | 66,7
539 Méao C. tropicalis 0,380 | 0,500| 0,380| 0,500|y |y |oa |a |0,188| 93,5 0,064 | 20,5
540 Mao C.lusitaniae 4,000 | 0,094 | 4,000| 0,094 |y |y |y |Y | 0,006 3,0 0,065| 20,8
541 Mao C. lusitaniae 1,000 0,190 0,750 0,250 |y |y |y |y |[0,138| 68,7 0,192| 61,5
542 Méao C. ciferri 1,500| 0,125| 1,500| 0,250 |y |y |a |a |0,135| 67,2 0,235| 75,3
1002 MP C.parapsilosis | 1,500 | 0,064 | 2,000| 0,094 |y |y |y |y [0,169| 84,1 0,123 | 394
1003 MP C.parapsilosis | 1,500 | 0,125| 1,500 | 0,125|y |y |y |y |0,141| 70,1 0,296 | 94,9
1006 MP C. lusitaniae 2,000| 0,064 | 3,000| 0,125|y |y |y |y |0,140| 69,7 0,100| 32,1
1007 | Interruptor | C.parapsilosis | 3,000 | 0,064 | 3,000 | 0,094|y |y |y |y 0,153 76,1 0,115 36,9
1008 MP C. tropicalis 0,500| 0,125| 0,750 | 0,125|y |y |y |vy 0,155 77,1 0,155 49,7
1009 | Interruptor | C. lusitaniae 3,000 | 0,064 | 3,000 | 0,094 |y |y |y |y 0,156 77,6 0,100 32,1
1012 MP C.parapsilosis | 2,000 | 0,094 | 3,000| 0,094y |y |y |y |0068| 338 0,098| 314
1013 | Interruptor | C. tropicalis 0,380 0,125]| 0,380 0,125|y |y |y |y |0,139| 69,2 0,060| 19,2
1014 | Interruptor | C. lusitaniae 3,000 | 0,064 | 4,000| 0,094y |y |y |y [0,120| 59,7 0,117 37,5

Continua...
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1017 Jaleco | C.guilliermondii| 1,500 | 0,250 | 1,500 | 0,380y |y |y |y | 0,138| 68,7 0,205| 65,7
1018-A | Jaleco | C.tropicalis 0,250| 0,047 | 0,250 | 0,094 |y |y |y |y 0,149 741 0,157 50,3
1018-B | Jaleco |C. lusitaniae 1,500 | 0,064 | 1,500| 0,190|y |y |y |y [0,153]| 76,1 0,212| 67,9
1019 Jaleco | C. parapsilosis | 1,500 | 0,094 | 1,500| 0,094 |R |B |[R |R | 0,140| 69,7 0,282| 904
1020 Jaleco | C. albicans 0,094| 0,190| 0,094 | 0,190 |y |y |y |B |0,134| 66,7 0,029 9,3
1021-A | Jaleco |C. lusitaniae 1,000 0,190 1,500 0,250 |y |y |y |y [0,140| 69,7 0,279| 894
1021-B | Jaleco | C. lusitaniae 0,750| 0,250| 1,000 | 0,250 |y |y |y |y 0,148 73,6 0,185 59,3
1022-A | Jaleco | C. parapsilosis | 0,750| 0,125 0,750| 0,125|y |y |y |y | 0,450| 74,6 0,238| 76,3
1022-B | Jaleco | C. lusitaniae 4,000 | 0,094 | 4,000 0,094|y |y |y |y [0,085] 423 0,621 ] 199,0
1034 MP C. lusitaniae 6,000 | 0,125| 6,000| 0,125|y |a |a |a | 0,201| 100,0 0,245| 78,5
1046 | Interruptor | C. lusitaniae 0,190| 0,094 | 0,190 | 0,094 |y |y |y |y |0146| 726 0,700 | 2244
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APENDICE E - Comparacéo entre as fontes de infeccéo e colonizagdo pelas

espécies de Candida spp

E-Test yg/mL Biofilme
405 nm XTT 490 nm
Amostra Chromagar Candida 12 Leitura 22 Leitura Hemolise
N° Origem Interpretacao Cor |45°| Fluc |Anfo| Fluc | Anfo |12 |22 | 32 | 4% | Abs | indice | Abs |indice

221-V PC Candida albicans Verde | P | 0,094 (0,064 a|B|B 0,145 0,026
505 A.A Candida albicans Verde | P | 0,190 (0,064 a|B|B 0,144 0,065
31 PC Candida albicans Verde | P | 0,750 (0,047| 1,000 B BB 0,170 0,109
1020 Jaleco Candida albicans Verde | P | 0,094 (0,190| 0,094 Y Y|V 0,134 0,029
295 Hemo Candida lusitaniae |Branca 0,380 (0,064( 0,500 Y Y|Y 0,130 0,270
1021-A | Jaleco Candida lusitaniae Branca‘ 1,000 (0,190| 1,500 YIYI|Y 0,140 0,279
288 PC Candida lusitaniae Branca‘ 0,380 (0,064( 0,250 Y Y|Y 0,138 0,229
1018-B | Jaleco Candida lusitaniae Branca‘ 1,500 (0,064 1,500 YIYI|Y 0,153 0,212
389 PC Candida lusitaniae Branca‘ 0,500 (0,064( 0,190 Y|Y!|Y 0,140 0,112
1006 Mao Candida lusitaniae Branca‘ 2,000 (0,064| 3,000 YIYI|Y 0,140 0,100
315 Hemo Candida parapsilosis Branca‘ 0,750 (0,032 0,380 Y|Y|Y 0,142 0,212
1022-A | Jaleco | Candida parapsilosis Branca‘ 0,750 (0,125| 0,750 Y| Y!|Y 0,150 0,238
280 Hemo Candida parapsilosis Branca‘ S/L | S/L | 6,000 a| B |B|R 0,158 0,138
1007 (Interruptor| Candida parapsilosis Branca 3,000 (0,064| 3,000 Y|y |y]|Yy][0,153 0,115
391 PC Candida tropicalis Azul 4,000 (0,032( 4,000 Y IYI|Y 0,191 0,016
398 Hemo Candida tropicalis Azul 1,000 (0,125 1,000 YIYI|Y 0,173 0,065
532 |Interruptor| Candida tropicalis Azul 0,190 (0,190| 0,190 YIY|Y 0,192 0,006
529 Mao Candida tropicalis Azul 0,500 0,094/ 0,500 YIYI|Y 0,162 0,050
124 PC Candida tropicalis Azul 1,000 (0,064( 2,000 alala 0,110 0,050
530 Mao Candida tropicalis Azul 0,125 (0,094( 0,094 Y| Y|B 0,120] 0,068
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ANEXO

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da
UNIFAL-MG

MINISTERIO DA EDUCAGAD %
Universidade Foderal de Afanas . UMIFAL-MG
Pasi Cltwrbil Bioieirn n Sivs, T18 . Al . O EF 3700000
Fore: (G #5100 | Foel |28 32001080 n Ig
P T T B s

DECLARACAOD

0 Comité de Etica em Pesguisa da Universidode Federnl d= Alfenss UNIFAL. MG
declara para o fins que se flaorem necessirio que o projeo de  pesguisa
COMPARACAO DO PERFIL ASSOCIADO A VIRULENCIA E DA
SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA ENTRE AMOSTRAS DE Candide sp EM
CASOS DE COLOMIZACAD E INFECCAD HOSPITALAR da Profa Dra
Arsnda Latéreia Tanches Dias prodocolo o 23087.0004452000-81 foi devidamente
apreciade e aprovado por este Comisd,

Por ser verdade. firmo a presente Declaragsio.

Alfenas, 17 de sstembro de 2009,

3 )

.

| " ! s L i

Y O <bu.a=|{‘§k; "..-.-';.-'\-.cl.-(J.:

| Profa. Elisabeth Fizzamiglio Vieire @ ———
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