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RESUMO

A incidéncia de infec¢des na corrente sanguine8)(fausada pdCandidaspp tem
aumentado nos ultimos anos. Estudos realizadosfererdes paises tém mostrado diferenca
na epidemiologia das infeccfes invasivas por elsasiuras. Na regido Centro-Oeste do
Brasil, dados sobre candidemia sdo escassos. bssgad estd associada a alta taxa de
mortalidade (30% a 60%) e a prolongada permanémuspitalar. NOs realizamos uma
analise retrospectiva de casos de ICSGmrdidaem um hospital terciario de ensino do Mato
Grosso do Sul, Brasil, para estudar os aspectogadi e epidemiolégicos da doenca, assim
como para determinar a similaridade genética dasligas isoladas por meio da técnica de
PCR-RAPD. Noventa e seis casos de ICSQamdidaspp, registrados entre janeiro de 1998
e dezembro de 2006, foram incluidos no estudo.aflddlos pacientes variou de 3 dias a 85
anos, sendo 53 (55,2%) adultos e 43 (44,8%) pexiatrEles estiveram internados por um
periodo que variou de 01 a 124 dias com meédia aBa30 Os episodios de candidemia foram
registrados em maior numero no CTI adulto (n= Z91%) e UTI neonatal (n= 25; 26,0%).
Entre os pacientes pediatricos, 23 eram pré-teriesessete neonatos (68%) tinham peso
inferior a 1500g ao nascimento. Cinquienta e oitgpdes (60,4 %) foram a Obito durante a
hospitalizacdo. As principais condi¢cdes associfatasn: permanéncia hospitalar por mais de
15 dias (n=66; 68,8%), cateter em posicao cendrbl 3,5 %) e uso de cefalosporina de 32
geracdo (n=55; 57,3%). Entre os pacientes peddtricinco (11,6%) apresentavam ma
formacgao congénita e doze (27,9%), infeccédo peinais doencas de base mais relatadas
foram: Diabetes Mellitus (10,4%), tumor sélido @)Ye doencas hematoldgicas (12,5 %). Os
agentes mais frequientes fora@andida albicans(45,8%), Candida parapsilosig34,4%),
Candida tropicalis(14,6%) eCandida glabrata(5,2%). A amplificacdo do DNA gendémico
das leveduras isoladas gerou uma grande variedagenfis genéticos entre as diferentes
espécies de€andidae entre as cepas de uma mesma espécie, comprovaalo poder
discriminatorio da técnica. Esta é a primeira de8orde infeccdo na corrente sanguinea por
espécies d€andidano Mato Grosso do Sul, Brasil, e confirma a int@iocia da suspeita
clinica de infec¢des invasivas p@andida spp na evolucdo do paciente, principalmente

quando idosos e neonatos estdo envolvidos.

PALAVRAS CHAVES: Candidemia; Fatores de Risco; PCRKandida spp.



ABSTRACT

The incidence of bloodstream (BSDandida infections has increased in the last years.
Studies carried out in several countries have shdiffarences in the epidemiology of the
invasive infections caused by this yeast. In theit@eWest region of Brazil, data about
candidemia are still scarce. This pathology is @ssed with high mortality (30% to 60%)
and with longer hospital stay. We have carried autetrospective analysis of cases of
CandidaBSI in a tertiary teaching hospital in Mato GrossoSul, Brazil, to study the clinical
and epidemiological aspects of the disease andeterrdine the genetic similarity of the
yeasts isolated through PCR-RAPD assay. Ninetycabes ofCandida spp BSI, reported
between January 1998 and December 2006, were ettludthe study. The patients” age
ranged from 3 days to 85 years; 53 (55,2%) aduits48 (44,8%) children. They have been
in hospital for a period ranging from 01 to 124 slayith an average of 30 days. Candidemia
episodes were recorded most at adult ICU (n= 229D and newborn ICU (n= 25; 26,0).
Among the pediatrics, 23 were newborns. Seventeenates (68%) had birth weight lower
than 1500g. Fifty-eight patients (60,4 %) died dgrihospital stay. The main associated
conditions were: hospital stay longer than 15 day$6; 68,8%), catheter in central position
(61; 63,5 %) and use of third-generation cephalospo(n=55; 57,3%). Among the pediatric
patients, five (11,6%) presented with congenitalfarmation and twelve (27,9%) with
perinatal infection. The most frequently reporteaisd illnesses were: Diabetes Mellitus
(10,4%), solid tumor (9,4%) and hematological déesa(12,5 %). The most common agents
were: Candida albicang45,8%),Candida parapsilosi$34,4%),Candida tropicalis(14,6%)
andCandida glabrata5,2%). The amplification of genomic DNA of thelated yeasts gave
origin to a large variety of genetic profiles amdhg different species @andidaand among
the strains of the same species, proving the higgtrichinatory power of the technique. This
is the first description of bloodstream infecticaused byCandidaspecies in Mato Grosso do
Sul, Brazil, and confirms the importance of theniclal suspicion of invasiv€andidaspp
infections in the patients” evolution, especialljhen elderly patients and neonates are

involved.

KEYWORDS: Candidemia; Risk factors; PCRandidaspp.
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1. INTRODUCAO




A doenca causada por fungos denominada micose,tpodarios agentes etioldgicos.
A causada pofandidaspp pode-se manifestar de forma aguda ou crénigeerficial ou
profunda, localizada ou disseminada (MACDONALD dt, d997; COLOMBO &
GUIMARAES, 2003; MESTRONI et al., 2003).

Diversas sao as apresentacdes clinicas observaia®e pacientes. As mais comuns
sdo: candidiase oral, candidiase vaginal, intertpgroniquia e onicomicose. O problema se
agrava quando, em funcdo das doencgas de base @rds fatores, tais fungos tornam-se
oportunistas e causam infeccdes sistémicas, repaes® um grave problema em ambiente
hospitalar (MURRAY et al, 1998; CHANG, 2003a).

Essas infec¢Bes tém emergido como responsavedgy@ados indices de morbidade e
mortalidade (40% a 60%), representando um gransafidepara clinicos que trabalham em
hospitais terciarios em diferentes paises (BRODI&El.e 2000; BLUMBERG et al., 2001;
MONCADA et al., 2001; LUPETTI et al.2002; PEMAN et al., 2002; COLOMBO &
GUIMARAES, 2003; ABELSON et al., 2005; AQUINO et.,a2005; MEDRANOEet al.,
2006).

A maioria das infec¢cdes causada poandida albicans € de origem enddgena,
decorrente da proliferacdo ou da mudanca de séitededura, induzida por algum fator
predisponente do hospedeiro ou do parasita (COLOMB&., 1999; COLOM et al., 2006).
Diversas caracteristicas biolégicas contribuem pdnabilidade de leveduras coi@andida
albicans,de colononizar e infectar tecidos e 6rgaos. Fatoeesiruléncia normalmente sao
determinados geneticamente e sdo expressos petosrganismos apenas quando existem
certas condicbes ambientais favoraveis, tais cdimmate nutricional de ferro, condi¢des

atmosféricas, temperatura e pH (MENEZES et al, 2004).



Outra forma de aquisicdo da doenca pode ser par deefonte exdgena, como por
exemplo, leveduras veiculadas pelas méos dos gimims de salude ou por dispositivos
intravasculares e cateteres (KOJIC & DAROUCHE, 2004

Candida albican® a mais importante levedura patogénica ao horaerhpra outras
espécies, nao albicans, também possam causardafe@gUCClet al.,1998; GIUSIANO et

al., 2004).

1.1 Histérico sobre candidiase

Embora sem conhecer a etiologia, a primeira désze candidose oral foi feita por
Hipdcrates (460 a 337 a.C.), quando observou ¢otelresenca de placas esbranquicadas
presentes na cavidade bucal de recém-nascidosenigscdebilitados. Essas mesmas lesdes
foram observadas por Galeno (200 a 130 a.C.). Bals& VIl relatos de candidiase bucal
em recém nascidos ja se faziam frequentes na Eurdpgostulacdo de transmisséo de
leveduras pela passagem vaginal do feto deu-se886 dor Verén. Onze anos depois, Berg
demonstrou a presenca de levedura€aedich na boca de criancas sadias. Em 1842, Gruby
apresentou o primeiro caso de candidiase frenteaeiia de Ciéncias de Paris/Franca
(ODDS, 1988).

Em 1861, na Alemanha, Zenker descreveu o primeiso ce infecgdo cerebral por
disseminacdo hematogénica associadtaadida Quatorze anos depois, Haussmann notou
vinculo entre candidiase vaginal da mée e ocomémacal no recém-nascido. Por fim, os
trabalhos de Robin (1853), Berkhout (1923) e Kregan Rij (1984) ratificaram o emprego
da denominaca@andida ao género desse fungo, aceito oficialmente no €bhgresso

Europeu de Botanica (ODDS, 1988).



1.2 Caracteristicas das leveduras do génef@andida

Essas leveduras fazem parte do reino Fubgvisdo Eumycota Filo
DeuteromycotaClasseBlastomycesOrdem Criptococales Familia Criptococacea Género
Candida Dentro desse género, cerca de 17 espécies ¢gtdmente inseridas, sendo as de
maior interesse meédico aquelas mais frequentemamntelvidas em processos infecciosos
(COLOMBO & GUIMARAES, 2003) dentre elasC. albicans, C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. glabrata, C. krusei, C. parapssi e outras (MURRAY et a.l, 1998;
PAULA, 1998; LACAZ et al., 2002).

Esses fungos s&o microrganismos saprépiepossuem distribuicdo mundial. Podem
ser encontrados em homens (trato gastrintestirsdliga), animais, solos, agua, vegetais,
alimentos e em diversos ambientes, inclusive halspds (ODDS, 1988; COLOMBO et al.,
1996; COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

Em meio de cultivo sélido, como o agab&@aaud, as colénias das leveduras se
apresentam cremosas, com coloracdo branca ou IRage. observacdo de estruturas
microscoépicas utilizadas na identificacdo devencativadas em meios pobres, como o agar
fubd e o agar batata (LARONE, 1995).

Ao microscépio, observam-se estruturasacbhastoconidios com ou sem brotamentos,
clamidoconidios e pseudo-hifas que se formam quarsdblastoconidios que nascem se
alongam e ndo se desprendem da célula que o arighformacédo de tubos germinativos se
faz quando a cultura é colocada em meio contendo d® animais a 37° C; trata-se de um
teste de identificacdo especifico que caractergzspacieC. albicans(LACAZ et al., 2002).

Em meio liquido, como caldo Sabouraud aesetr ha formacéo de sedimento. As provas

de assimilagédo de fonte carbono (maltose, gliced@ose, celobiose, lactose, galactose e



sacarose) e de fermentacdo de acUcares (dextr@dmsen sacarose e lactose) também
permitem a identificacdo de espécieCamdida(MURRAY et al., 1998).

A producdo de substancias toxigénicas ctmticoproteinas e canditoxina) ocorre
durante processo infeccioso por espécies Ghndida Essas toxinas induzem, em
determinadas doses, a morte de animais de labioradémonstrando a sua importancia como
elemento da infeccdo fungica, atuando como imptatanecanismo de patogenicidade

(ODDSet al.,1988).

1.3 Importancia da Candida spp como agente de infec¢do hospitalar

A aquisicdo de infeccbes hospitalares depende de complexa interacdo entre
hospedeiro susceptivel e agente infeccioso (COLOMBEUIMARAES, 2003).

Diversas sindromes clinicas estdo associadas&@#e fungicas, principalmente em
pacientes gravemente enfermos, relacionadas came$atomo:alteracdo da imunidade,
situacao de estresse, AIDS e alteracdes metabglicas diabetes mellitus (BARBERINO et
al.,2006; NUCCI, & COLOMBO, 2006).

Os extremos do ciclo de vida humana, icitde velhice, constituem indubitavelmente
as fases onde os relatos de ocorréncia de caralisi@smais propicios, em decorréncia do
aprimoramento ou deficiéncia fisiologica do sisteimaine (BRODIE et aJ.2000). Nesse
grupo de pacientes, 0os microrganismos oportunistaso Candida spp podem causar
infecgbes mais graves.

Até a década de trinta, doengas humanas assoéia@apécies deandidaeram bem
mais raras e a candiase sistémica era praticardestenhecida. A relevancia das infec¢bes
causadas poCandidaspp em ambiente hospitalar passou a ganhar inmotata partir da

década de 1980, interligada ao avanco da tecnologatifica médica e ao melhor



conhecimento dos mecanismos desencadeadores dgasgopropiciando uma sobrevivéncia
maior do homem (RIBEIRO et al.,, 2004). Esse fatp é®m que as intervencbes de
procedimentos clinico-laboratoriais expusessem aseptes a uma pressao seletiva de
microrganismos mais resistentes, favorecidos pstoabusivo e por tempo prolongado de
antibioticos de amplo espectro (KOJIC & DAROUCHED2).

Desse modo, os relatos @andidaenvolvida em enfermidades humanas na condicéo
de agente principal e/ou secundario tornaram-se fregjiientes, fazendo desse fungo um dos
mais relevantes e intimamente associados as irdeag@socomiais (ROILIDES et al., 2004;
ALMIRANTE et al., 2005).

Vale ressaltar qu€. albicansé a espécie mais freqlientemente isolada de amostras
clinicas, por fazer parte da microbiota humana.i$¥w, a maioria das infec¢des hospitalares
por essa levedura é de origem enddgena. SegundmBol& Guimardes (2003), a maior
fonte de contaminacdo enddgena é o trato gaststime O uso de antibidticos que
desequilibram a microbiota normal ou lesam a muagastrintestinal pode facilitar a
translocacdo d€andidaspp até os capilares mesentéricos, chegando antsanguinea.
Outros fatores como uso de drogas imunossupressprasedimento médico invasivo,
doencas de base, entre outros podem contribuir pagaesse fungo se prolifere, causando
diferentes tipos de infeccdo (COLOMBO et al., 1998)DES et al., 2002; COLOMBO &
GUIMARAES, 2003; RESENDE, 2004).

Por outro lado, a microbiota da pele dos profiss®mle salde e os procedimentos
invasivos utilizados em unidades de terapia in@ns(UTI), como, dispositivos
intravasculares, cateter venoso central, ventilagécénica, dreno e outros, tém sido também
responsabilizados pela inducdo de candidiase (CCBOMt al., 1999; COLOMBO &

GUIMARAES, 2003; BRODIE et al 2000; MEDRANO et al., 2006).



Os pacientes hospitalizados, em especial aquakrnados em UTIs, freqlientemente
estdo colonizados por patdgenos oportunistas. Ngsgpo de pacientes, uma das
apresentacdes mais sérias é a infeccdo na cosamgainea.

Candidemia, ou candidiase hematogénica, englob&spectro amplo de situacdes
clinicas, sendo na maioria das vezes inespecifmase a febre apresenta-se como o dado
clinico mais comum (ABI-SAIDet al., 1997; COLOMBO & GUIMARAES, 2003;
BASSETE-et al.2006). Em alguns casos, porém, 20% dos pacienteapré@sentam febre e
50% né&o apresentam leucocitose, 0 que torna o @tiga da candidiase um grande desafio
(GODOQOY et al., 2003; WHITE et ak003).

Ainda que conhecida a importancia clinica dessesdlgas, a histéria natural de
pacientes com candidemia mostra que parte dosdépssde fungemia tem carater transitorio
e autolimitado, particularmente em hospedeiros rapéhicos. Entretanto, ndo ha dados
clinicos ou laboratoriais que permitam ao clinidentificar com seguranca 0 momento em
que ha o diagnostico de fungemia; quais episOd@dos apenas transitérios e quais
acarretardo quadros de candidiase hematogénicamiliegla com invasdo tecidual em

visceras e sepse (COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

1.4 Fatores de risco para as infec¢des sistémicas

Dentre os fatores que favorecem o desenvolvimestonfeccdes, especificamente de
candidemias, pode-se citar: alteracbes dos mecasigen defesa do hospedeiro decorrentes
de mudancas fisiolégicas caracteristicas da ind&fprematuridade associada a baixo peso) e
do envelhecimento ou, mais freqientemente, asaxciaddoencas de base degenerativas,
neoplasias, quimioterapia, hemodialise, corticgiera pacientes com cirurgias prévias,

imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, imupoeksao induzida por atos médicos e



neutropenia (GAYTAN et al., 2000; DIEKEMA et al.0®; PEMAN et al., 2002;
COLOMBO & GUIMARAES, 2003; CHENG et al., 2005; QWENIA, C. et al., 2006;
MEDRANO et al., 2006; NUCCI & COLOMBO, 2006).

Qualquer variavel que provoque desequilibrio oubcmeda barreira anatdmica pode
facilitar o desenvolvimento de infeccbes hospitdar

Sob esse aspecto, varios estudos relatam a assndagnfecgdes fungicas com diversos
tipos de procedimentos invasivos e terapias. Azatiio de cateter venoso central, protese
contaminada, sonda vesical, dreno, tragueotomiaotilise, imunossupressores e/ou
procedimento cirdrgico pode favorecer a colonizagdo desenvolvimento de infec¢des
hematogénicas. Em adi¢do, o uso de antibidticomamdplo espectro aumenta a presséo
seletiva frente a microbiota normal e favorece #&mlo crescimento de microrganismos
oportunistas (COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

Nas ultimas décadas, o acesso vascular é consideradios importantes fatores de
risco para o desenvolvimento de candidemias, gde per potencializado quando for usado
para administracido de nutricdo parenteral. Coreolzir com essa afirmativa, ha relatos que
leveduras comdC. parapisilosiscostumam proliferar-se nessas solugdes e frequente
colonizar a pele do paciente (BLUMBERG et al., 208IUSIANO et al., 2004).

Segundo Cheng et a(2005), de 5% a 15 % dos pacientes ja estao celdogzquando
séo internados; e de 50% a 90% dos pacientes d¢aac&b critica colonizam-se durante
longos periodos de internagdo ou permanéncia ers BDutras areas criticas; destes 20%

desenvolvem quadros de candidiase gravissima.



1.5 Epidemiologia das infeccfes hospitalares p@andida

Estudos epidemioldgicos tém revelado que leedudo géneroCandida sdo
responsaveis por cerca de 80% das infec¢bes fiangicaambiente hospitalar e constitui
causa relevante de infeccbes de corrente sang@imetyncao da habilidade de colonizacao,
do oportunismo evidente e dos desafios terapéuMBSTRONI et al., 1996; SILVA, 1999;
ELLIS et al., 2003 WHITE et al.,2003; HAJJEH et al.,, 2004; MOREIRA, 2005). Tais
estudos, segundo Colomisd al., 2003, séo indicadores de identificacdo & possivel
fonte de surto.

Dados de vigilancia em hospitais terciarios nos Ek#&kelam que espécies de
Candidaforam o quarto grupo de organismos mais comunisokedos, sendo a quarta causa
mais comum de infeccdo de corrente sanguinea,ndspdo por cerca de 8% dos casos de
infeccdes documentados nesse sitio (COLOMBO & GURAKLS, 2003; MEDRANO et al.,
2006).

Estudo feito por Colombet al. (2003),aqui no Brasil no periodo de marco de 2002
a fevereiro de 2003, avaliou um total de 7.038 Gjizss de bacteremias e fungemias,
revelando que fungos do génerandidaforam responsaveis por 4,3% do total das infec¢cbes
de corrente sanguinea.

Estudos recentes feitos por Colongdoal. (2007) reforcam a importancia da espécie
de Candida como agente de candidemia hospitalar, sendo aiespé albicansa mais
frequente.

Aproximadamente 95% das infec¢des sanguineas @apaCandidasdo devidas a
quatro espécies, divididas em dois gruftendida albican® asconsideradas nao albicans:
Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candidapicalis (MASON, et al., 1987,

PFALLER, 1996; SILVA et al., 2003).



No Brasil, Sugizaki et al., (1998) avaliaram a piéucia de espécies @andidano
hospital das Clinicas de Botucatu, Sdo Paulo, erebsam que de 222 isolados, 42,2 %
foram identificados com@andidan&o-albicans.

Sandven et al(2000) estudaram a epidemiologia das infeccOe®rarte sanguinea
por Candida comparando dados de diversos hospitais, observiamdi#ncia de queda na
frequéncia deC. albicanse taxas elevadas na proporcdo de espécies n&aral®m todo o
mundo. Espécies nao albicans respondem hoje por rpehos 50% das infec¢cdes por
Candidaspp, e apresentam peculiaridades de historia hawsansibilidade a antifungicos
(SILVA & RODRIGUES, 2006).

Para avaliar a epidemiologia da candidemia, Coloetbal., (2003) realizaram um
estudo em seis hospitais de Sdo Paulo e Rio dedaneonstataram que, dos 200 episddios
de infeccéo, 63% foram causados por espécieslbizans.

O aumento de espécies ndo albicans @gante de candidemia hospitalar também
foi encontrado em estudos feitos por outros aut@BAKRBERINO et al., 2006; GIRMENIA
et al., 2006).

Em se tratando de infeccdo na corrente sangu@aadida glabratasurge como a
segunda espécie mais comum na maioria das sérieandalemias relatadas principalmente
na Europa e nos EUA. Normalmente acometem paci@iess ou expostos a anfotericina B
(SUGIZAKI et al, 1998; KLEMPP-SELB et al., 2000; PFALLER & DIEKEMA002;
COLOMBO & GUIMARAES, 2003; BARBERINGCet al.,2006).

Desde os anos 8Candida parapsilosisambém vem ganhando importancia como um
patébgeno hospitalar de fungemias, sendo responggmel 7% a 15% das infecgbes
hospitalares ocorridas nos Estados Unidos e napBu(6OLOMBO & GUIMARAES,

2003).
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Sua ocorréncia € visivelmente maior em recém-dasgprematuros internados em
UTI neonatal, onde sua relevancia como causa d#idsamia variade 17% a 50 % dos casos
(SAIMAN et al., 1998).

C. parapsilosidrequientemente coloniza a pele e tem como carsiiter particular a
capacidade de proliferar-se em solucdes de glieode formar biofilme, associando-se a
utilizacdo de cateter venoso em posicdo centralL@AMBO et al., 2003; KOJIC &
DAROUICHE, 2004; MEDRANO et al., 2006).

Juntamente conCandida parapsilosisCandida tropicalissoma 62% dos isolados
considerados mais importantes espécies dentrecaslbi@ans, causadoras de candidemias
(LUPETTI, et al.,2002; CLARK, et al.2004; ALMIRANTE et al. 2005)

Candida tropicalis,por sua vez, é referida como agente oportunistandpia
hospedeiro encontra-se neutropénico, ou quandogréssao da microbiota bacteriana pelo
uso prolongado de antimicrobianos de largo espeetroonsequente danos da mucosa
gastrintestinal. Essa espécie também é relatada apreegundo agente etioldégico mais
comum de candidemia em pacientes com neoplasiaslo ssua freqiéncia maior em
leucemias (AL-JASSER & ELKHIZZI, 2004; ALMIRANTEet al. 2005; NUCCI &
COLOMBO, 2006). Em paises da América Latina, paldéicnente no Brasil, essa espécie é
bastante frequiente, mesmo entre pacientes ndodpmta de cancer (COLOMBO &
GUIMARAES, 2003).

Para fins epidemiologicos, a identificacdo de levas com relacdo a espécie é etapa
fundamental para a monitoragdo das taxas de irdectdspitalar, bem como para a
identificacdo precoce dos surtos de infeccdo @andida spp. (ALEXANDER, 2002;
COLOMBO & GUIMARAES, 2003)Outro aspecto relevante e que deve ser considerado

relacdo aos indices de infec¢des por espécie€ahelida € o alto custo decorrente do
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atendimento ao paciente, compreendendo diagnodeoopo de internacdo e tratamento
(KOJIC & DAROUICHE, 2004).

Dessa maneira, o0 reconhecimento precoce das camdgleé cada vez mais
necessario, uma vez que o paciente envolvido geraémapresenta o sistema imunolégico
comprometido (PEMAN et al., 2002).

Infelizmente, com muita frequéncia, pacientes canddemia sado diagnosticados
apenas tardiamente, ocasido em que os resultasoseddas terapéuticas sao insatisfatorios,
ndo somente pelo avancado estado da infeccdo & ngias também pela gravidade da
doenca de base dos pacientes. Sendo assim, paaentefatores de risco para candidemia
gue apresentam sindrome infecciosa com ma respastapéutica antibiética devem sempre
ser avaliados cuidadosamente pelo clinico, paraaguéeccédo fungica seja diagnosticada o
mais precocemente possivel (COLOMBO et al., 1999).

A rdpida identificacdo do agente etioldégico da dglo em questdo pode facilitar a
iniciacdo da terapia antifingica que se mostra cfatow muito importante na reducéo da alta
taxa de mortalidade associada a fungemias (WHIT&. e2003). Outro aspecto relevante e
que deve ser considerado em relacdo aos indicededgdes por espécies @andidaé o
alto custo decorrente do atendimento ao paciem@peendendo diagnostico, tempo de

internacéo e tratamento (KOJIC & DAROUICHE, 2004).

1.6 Identificagéo das leveduras do génei@andida

O papel do laboratério de microbiologia (micologi&)de suma importancia para
complementar o diagnostico clinico. A informacdoqiee o agente causal da infeccdo de

corrente sanguinea é uma levedura e ndo uma lactérila totalmente o tratamento.
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Procedimentos laboratoriais para identificacdo itmgembora simples, requerem
pessoal técnico habilitado.

A identificacdo de leveduras pode ser feita poroohd@s classicos como: pesquisa do
tubo germinativo, microcultivo em agar-fuba — twed, auxanograma e crescimento a
temperatura de 42°C (LACAZ et al, 2002).

No diagnéstico de ICS a hemocultura automatizadansiderada padrédo oupara
detectar o agente etiologico, pois a técnica detiftttacdo convencional costuma ser mais
demorada (até dez dias), exigindo tempo e profissibabilitado, mostrando-se positiva em
menos de 50% dos pacientes com candidiase disstanmarénica (WHITE et al.2003;
MOREIRA, 2005).

Novas opcdes de identificacdo, como utilizacdo @&odos moleculares, tém sido
descritas para superar as limitacbes dos métodoslemtificacdo tradicionais, os quais
utilizam longos periodos de identificacdo, inacita para a iniciagdo da terapéutica
utilizada nas infec¢des invasivas (WHI€Eal.,2003).

Devido as limitagbes dos métodos classicos parateccBo de infecgcbes fungicas
sistémicas e a alta taxa de mortalidade associaglssas infecgbes, torna-se essencial o
desenvolvimento de métodos especificos, senshapislos e seguros.

Recentemente, diferentes métodos com aplicacdoialegia molecular tém sido
citados para suprir essas necessidades. A reacéadsia da polimerase (PCR) tem sido uma
das mais executadas porque constitui técnica gueiteeuma rapida identificacdo de fungos
patogénicos causadores de micoses sistémicaselisme utiliza uma sequéncia pequena (9
10 pares de bases) gamersaleatérios para amplificar sequéncias alvo de CAttAvés da
PCR. Essa técnica também possibilita mostrar queyrea colecao de culturas pertencentes a
mesma espécie, as leveduras podem nao estar neldagpgeneticamente (LEHMANN et al.,

1992; JORDAN, 1994; TENOVER et al., 1997; HUI &t @000; KANBE et al., 2002).
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O produto da amplificacdo forma bandas as quaivis@alizadas em géis de agarose
ou policrilamida. Em especial, a Técnica de “RAPD™Random amplified polymorphic
DNA” é utilizado para distinguir ou comparar isatadobtidos de diferentes pacientes ou
fontes inanimadas, sugerindo que tais métodos podemuteis para analisar surtos
hospitalares (RESENDIgf al., 2004).

Vérias pesquisas de genotipagem comprovam queiespeCandidaisoladas do
local de infeccdo sdo as mesmas do local de calgiig assim, métodos de genotipagem
mostram a similaridade entre cepas colonizantesfextantes, comprovando a provavel
origem enddgena da maioria das infeccbes por @idgpnos (JIANPING et al., 1999;
KLEMP-SELB et al., 2000; COLOMBO & GUIMARAES, 203

Usados na identificacdo de infecgdes sistémicagsanétodos tém demonstrado ser
procedimentos rapidos e sensiveis, capazes défickma infeccdo sistémica com o minimo
de conteddo genético disponivel (KANBE et al.,, 206ELVARANGAN et al.,, 2003;
COLOM et al. 2006).

Nesta pesquisa, RAPD foi o método de escolha paralacionar geneticamente os
isolados deCandidaspp obtidos de pacientes hospitalizados por podstgrsas vantagens
sobre os métodos convencionais: pequena quantitad¥iNA necessaria para executar tais
ensaios, sua utilidade para distinguir isoladosdderentes pacientes e fontes comuns
(ROILIDES et al., 2004) E é bem mais rapido quando comparado as anélisemétodos
convencionais (COLOM et al., 2006).

Além disso, 0 uso dos testes de diagnostico maedalis como RAPD-PCR e outros
métodos baseados em PCR, oferecem uma expectagivaeguranca e fidelidade no
entendimento das epidemiologias a que referem fescifies causadas por espécies de

Candida, incluindo a caracterizagdo do modo de transmiss@oaexilio no controle das
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infec¢des invasivas ocasionadas por leveduras (NEN¥Oet al., 1997; MANNARELLI &
KURTZMAN, 1998; RESENDE et al2004).

Segundo Resende et al. (2004), tais métodos tanpm@team ser aplicados para
identificar diretamente espécies @andida com grande poder de discriminacdo entre

isolados.
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2. OBJETITOS

16



2.1 Objetivo geral:
Realizar analise epidemiologica e molecular dediceemia em pacientes internados

no NHU da UFMS, 1998 — 2006.

2.1 Objetivos especificos:

Estimar a freqiéncia de ocorréncia de Candidemigacientes internados no HU-

UFMS no periodo de janeiro de 1998 a dezembro 66.20

» Estudar os aspectos clinicos e epidemiolégicopdoentes com candidemia.

» Verificar a existéncia de condicbes associadas emsert/olvimento de infeccdo de
corrente sanguinea pGandida spp.

* Realizar andlise genotipica (DNA cromossomal porPRA°CR) das cepas de
Candida spp isoladas para investigacdo de ocorréncia dascepdémicas e/ou
epidémicas.

» Contribuir com a Comisséo de Controle Infeccaopitakar do HU-UFMS, por meio

de divulgacéo dos resultados obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostragem

A pesquisa conduziu um estudo retrogpeainde foram incluidos 96 casos de
candidemia em pacientes internados no Hospital dssitério da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande — MS, no periadadeiro de 1998 a dezembro de
2006.

Foi realizado busca de casos de candidemia a maticolecdo de culturas do
Laboratério de Micologia do NHU, onde as levedufasam isoladas de hemoculturas
positivas de pacientes com manifestacdes clinieasfeccao.

Dados demograficos, clinicos e epidemiologicosnfoodtidos de prontuarios médicos
e digitados em formulario apropriado (Anexo — 1).

Apenas foram consideradas, para analise, os pgafigtico de cepas que possuiam dados

clinicos completos.

3.2 Cultura e identificacdo de leveduras isoladas

As hemoculturas foram coletadas de sangue penférias leveduras detectadas pelo
sistema automatizado BaciéSystem 9120 (BBL, Becton Dickinson, Sparks, USRpartir
de hemoculturas positivas, foram feitas coloragéoGdam e repique em &gar Sabouraud
dextrose e agar BHI (brain infusion heart-OXOIDggeam seguida, foram incubadas a 37° C
e temperatura ambiente por 24h — 48h.

As leveduras foram identificadas por meio de té@asiconvencionais, conforme
recomendacgdes de Lacaz et al., (2002), incluindsgqpisa do tubo germinativo, microcultivo

em agar fuba, auxanograma e crescimento a 42° @ndlsses foram realizadas no Servico de
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Micologia da Sec¢&o de Andlises Clinicas do Hospitaversitario da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul (HU/UFMS), como parte daneotaboratorial.
As cepas foram estocadas em ASD (agar Sabouragmttoge - Oxoid) em

temperatura ambiente e Skim Milk (Difco) a —20 C°.

3.3 Extracado do DNA gendmico

O procedimento de extracdo do DNA (acido desoxmifeteico) descrito a seguir foi
feito de acordo com o protocolo utilizado por Mateto (2006), com pequenas
modificacdes.

Antes da extracdo, as leveduras foram repicadasplanas em agar Sabouraud
dextrose a 37° C por 24 a 48h. Posteriormentievasiuras foram inoculadas em 5 mL de
caldo YPD (extrato de levedura 1%, glicose 2%, @egpt2% [Difcco]) e incubadas sob
agitacao por 18h a fim de se obter células emédrapenencial de crescimento.

ApoOs esse periodo, as amostras foram centrifugadd400 rpm por 7 minutos e
processadas como descrito a seguir. Cerca de 3gamdobrenadante foi desprezado e o
restante transferido para microtubos (2,0mL) qusstgrgiormente foram centrifugados por 5
minutos a 3.000 rpm em microcentrifuga a 4° C. @insento foi entdo lavado trés vezes
com 1mL de tampéo SET (NaCl 0,1 M; EDTA 20mM; &M, [pH 8,0]).

Depois da terceira lavagem com o tampéao SHieletfoi dissolvido em 20QL de
lisozima (Sigma) e aquecido a 37°C por duas hama®a@nho seco de modo a promover a
desintegracéo da parece celular da levedura.

A seguir, foram adicionados I de RNAse (10mg/mL; Sigma) e incubado em
banho seco a 37°C por 30 minutos para a remocauadaia do RNA celular. Na seqiiéncia,

foram adicionados %0 do detergente anionico SDS [Sodium dodecyl sugpliE0%; USB)]

20



de modo a completar a lise celular. Posteriorméritadicionado 1QL de proteinase K
(10mg/mL; Sigma), e procedeu-se a incubacdo enhdbgeco a 37°C para digerir as
proteinas celulares.

Apés uma hora de incubacédo, foram adicionadoqull5e acetato de sodio 3 M
[Merk] e a mistura foi mantida por 15 minutos enogeeco.

A extracdo fendlica foi feita adicionando %00 de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico [Invitrogen] na propor¢do 25:24:1, homogizado por inversdo (50 vezes) e
centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos 4°C.

A fase aquosa foi transferida para novos microtulfpdmL) previamente
identificados.

A extracao etandlica foi feita adicionando-sefd0@e cloroférmio-alcool isoamilico
[Sigma] na proporcdo 24:1, homogeneizado por ide(50 vezes) e centrifugado a 5.000
rpm por 5 minutos 4°C.

Novamente o sobrenadante foi transferido para nowasrotubos (1,5mL)
previamente identificados, ao qual foram misturads¥) pL. de alcool isoamilico [Synth]
invertendo-se 3 a 4 vezes e centrifugado a 5.06® ppr 5 minutos, desprezando-se o
sobrenadante.

Ao sedimento foi acrescido etanol [Merk] 70% gelados tubos foram centrifugados
a 9.000 rpm por 10 minutos. A centrifugacéo pasaparacdo do DNA precipitado foi feita a
4°C para assegurar a integridade e recuperacdoN#o das solucdes. Apds desprezar o
sobrenadante, jpelletfoi deixado em repouso por 18h.

O precipitado de DNA foi ressuspendido comg0tampéo TE 1X (Tris 0,01M,
EDTA 1 mM; [pH 7,5]).

Para a quantificacdo da amostra de DNA, foramadatiluicdes 1:10 e 1:100, seguida

da leitura no espectrofotometro Gene Quant (AmemsRharmacia). As amostras com
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relacdo de absorbancia de 1.8 a 2.1, lidas a 2@&@mh foram armazenadas a -20°C até o
uso (WAHYUNINGSIH, et al., 2000; BAUTISTA-MUNOZ, edl., 2003; MATSUMOTO,

2006).

3.4 Amplificacdo de DNA

A técnica utilizada foi a de RAPD-PCR (Random Arfigdl Polymorphic PCR).

O perfil do RAPD foi obtido com qrimer OPG-17 (5 ACGACCGACA 3)
[Invitrogen] e, como marcador de peso moleculddNA Ladder 100 bp (105ngL — [Jena
Bioscience] — M214).

Para a realizagdo do PCR foi preparado um mix g, 28&ontendo 2,AL de tampao
para PCR 10X com Q& de MgCl (25 mM) [Promega]; 1,& de MgCl (25 mM)
[Promega]; 2,AL dNTP’s 25 mM (desoxynucleotide triphosphate: ¢ATATTP, dCTP,
dGTP) [Biotools]; 5,QL de primer 50,43 nmole (Invitrogen); 1,25U de Tag polimerase
(500U- 5U0L (Promega) e o restante do volume de agua ddstiéatéril. A essa mistura
adicionou-se UL de DNA.

A reacdo de polimerase em cadeia foi desenvolvidaLaboratorio de biologia
molecular da Embrapa Gado de Corte-MS, por meiembeociclador (MasterCycler personal
microtubes) com a seguinte sequéncia: Ciclo OImirfutos a 98° C (desnaturacgéo inicial);
Ciclo 02 - 35 ciclos de 2,5 minutos a 72°C (desmagfin), 1 minuto e meio a 92°C
(anelamento), 1 minuto a 35°C (extensdo); Ciclo @3extensao foi complementada com

cinco minutos a 72°C, permanecendo refrigerada a @&° até o uso.
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3.5 Eletroforese em gel de Agarose

O DNA foi separado por eletroforese em gel de eggara 1,2% para analise da
amplificacdo dos fragmentos. Do produto final doRPQ0 uL de cada amostra foram
aplicados nos orificios feitos no gel de agaros2%) mergulhado em TBE 1x (500 mM. de
Tris-base, 60 mM de &cido boérico e 0,5 mM de EDJ@% 8,0]). Para a corrida foram
utilizados os seguintes parametrsisirt de 5 minutos a 100V e 2:30 minutos a 80V.

Apoés a corrida, o gel foi imerso em Mb/mL de brometo de etideo [Sigma] por 20 a
30 minutos e descorado em agua destilada a 2C-p6f 30 minutos.

As bandas de DNA foram visualizadas por meio daopaauoento de Sistema Polaroid,

GEL DOC 1000 sob luz ultravioleta, fotografadasavgdas em computador.

3.6 Analise dos Perfis de DNA cromossomal das lewads

Os padroes obtidos por RAPD-PCR foram comparadagnge critérios e
interpretacdo de Tenover et @995 e 1997). O dendrograma foi realizado pelteBia Gel
Compar Il (Applied Maths, Belgiun) no Laboratorie &nterobactérias da Fiocruz - RJ. A
relacédo de similaridade foi determinada utilizaséam coeficiente de Pearson.

Para fins de analise epidemiologica, foram conaihes similares ou pertencentes a
um mesmo clone as cepas que apresentavam simil@azd@0 %, ou com dendrograma

mostrando uma Unica insercdo ou inclusédo (PUJQ@L,£2002, RESENDE et al., 2004).

3.7 Controle de qualidade
As cepas padrao incluidas como controle de quadidadam: ATCC 10231 QG

.albicang, ATCC 22019 . parapsilosis) e ATCC 760 C. tropicalig.
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3.8 Consideracdes éticas

Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Codet&tica em Pesquisa com seres humanos

da UFMS sob o registro de n°® 465 (Anexo 2).

3.9 Conceitos e definicoes

De acordo com o Center for Disease Control and dntexn (CDC) Infeccéo
Hospitalar (IH) € uma doenca causada por microrganismo qgaesi@va presente e nem em
incubagdo a admissdo hospitalar, e que se desenuilvante a hospitalizacdo. A
manifestacdo clinica dessa doenca pode ocorrentduen hospitalizacdo, o que é mais
comum, ou apoés a alta (até um ano), principalmgoe:ndo foi adquirida proxima a esta
(BOUSSO et al., 1995).

Candidemia/Fungemia corresponde a uma infeccéotbgéraca, caracterizado pela
invasao local ou sistémica de leveduras, deterrdmamanifestacdes clinicas variadas.

Enquanto colonizacdo é presenca de microrganismespgdem estar presentes na
mucosa de pacientes saudaveis sem causar infexgéo, por exemplo, aqueles adquiridos
apoOs 0 nascimento, por meio da microbiota vagiretema ou secundariamente por agentes

existentes no bergario.

3.10 Critérios de relacdes entre cepas

Para a andlise epidemioldgica molecular foramdeitaseguintes consideragdes:
1- Na interpretacdo do gel de eletroforese e dgndnoa, foram consideradas leveduras

pertencentes a um mesmo clone (geneticamente aiedaias) aquelas que apresentaram
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diferenca de uma delecdo ou uma insercdo no pEofiDNA cromossomal e ou com
similaridade= 90 % no dendrograma (PUJOL et al., 2002; RESENHE ,€2004).
2- As leveduras com esse mesmo perfil genéticoyemientes de hemoculturas de
pacientes que estavam internados em uma mesmalarhiidapitalar em curto espaco
de tempo<£ 3 meses), foram considerados epidemiologicametdeionados.
3- Surto foi considerado um aumento na incidéncia aedidemia em um local

especifico durante um dado periodo.
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4. RESULTADOS
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De janeiro de 1998 a dezembro de 2006, 96 caso¥etzdo de corrente sanguinea
causada poC€andidaspp foram estudados.

Episodios de candidemia foram registrados em ptaseinternados nos seguintes
setores do hospital: CTI adulto (n= 29; 30,1%); W&bnatal (n= 25; 26,0%); CM (n= 15;
15,6%); CTI pediatrico (n= 7; 7,3%); CP (n= 7; 7)3%C (n= 6; 6,3%); H (n=1; 1,0%);
ONCO (n=1; 1,0%); DIP (n=1; 1,0%); UR (n= 2; 21% B (n=2; 2,1%). Os pacientes
estiveram internados por um periodo que varioulde D24 dias, com média de 30 dias.

Quanto ao sexo, 46 (48,2%) eram do sexo femieiri) (52,8%) eram do sexo
masculino.

A idade dos pacientes variou de 3 dias a 85 amws,média de 35,9 anos, sendo 53
(55,2%) adultosX 13 anos) e 43 (44,8%) pediatricos (< 13 anos)Ta&lzla 1 observa-se a
distribuicdo de casos de candidemia de acordo ciamaetéria do paciente.

Entre os pacientes pediatricos, 25 eram recémd@sailos quais 23 eram pré-termos,
um recém-nascido de termo e um com idade gestadiliiaindeterminada. Dos 23 pré-
termos, 52,2% tinham IG menor que trinta semanas.

Dezessete neonatos (68%) tinham peso inferior BgL&0 nascimento e menos de um
més de vida (média de 16,76 dias) na ocasido dgnasdco de candidemia. Entre os
pacientes que foram a 6bito 68,4% (13/19) tinhaaaédgestacional menor que 32 semanas e
78,9% (13/19) pesavam menos que 1500g. Outros abminegraficos e clinicos dos recém-
nascidos estdo demonstrados aaela 2.

As principais comorbidades e doencas de base apaedss pelos pacientes com
candidemia encontram-se elencada$aizela 3.

Entre comorbidades citam-se: pneumonia bacteridB&%), distarbios gastrintestinal
(atresia duodenal, Obstrucdo intestinal — Colosaprbica diverticular de célon direito e

transversal, estase géstrica), (33,4%) e infechéeterianas do trato urinario (22,9%). Dos
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pacientes pediatricos, cinco (11,6%) apresentavanfommacdo congénita e doze (27,9%),
infeccdo perinatal. Infeccbes do trato urinariorocm@m com maior frequiéncia em adultos
(19; 35,8%) do que em criancas (3; 7,0%).

As doencas de base mais encontradas foram: diatmeiétis, com 9 casos (17,0%)
entre pacientes adultos e 1 caso (2,3%) pediatrigojor sélido (n= 8; 15,1% em adultos e
n=1; 2,3% em criancas); seguido das enfermidadestoddgicas (LLA, LMA, Sindrome de
Hodgkin, Sindrome Hellpque se mostraram com numeros iguais para adulpesliatricos
n=6; 11,3% e 14,0%, respectivamente.

Todos os pacientes fizeram uso de algum tipo deedimento invasivo, como uso de
cateter em posi¢ao central (61; 63,5 %), sondagdasica (53; 55,2 %), nutricdo parenteral
(50; 52,1 %), dreno (32; 33,3 %), hemodialise (14;6 %), sonda vesical (27; 28,1 %),
ventilagdo mecanica (52; 54,2 %), entre outi@béla 4).

Outros fatores predisponentes para candidemiaedntlpermanéncia hospitalar por
mais de 15 dias (n=66; 68,8%) e uso de cefalospaien3? geragéo (n=55; 57,3%).

As condi¢cbes de risco mais prevalentes entre odnrenascidos com infec¢cdo na
corrente sanguinea foram: uso de cateter venosoakcé?b; 100,0%); ventilagdo mecanica
(21; 84,0%); tempo de internagao superior a 15 (@@s80%); uso de nutricdo parenteral (20;
80,0%); sonda nasogastrica (21; 84,0%); cefalospsrde 32 geracdo (19; 76%); dreno (04;
16,08%) e procedimento cirurgico (08; 32,0%) - oadmaioria eram cirurgias do aparelho
digestivo. Em quatro pacientes, a mesma leveduiadiada em cultura de ponta de cateter e
na hemocultura.

As espécies isoladas nos episddios de candidemdamf@€andida albicang44; 45,8
%), seguida d€andida parapsilosi$33; 34,4 %)Candida tropicalig14; 14,6 %) éCandida

glabrata(5; 5,2 %).
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Candida albicangoi a espécie mais freqientemente isolada tantpasientes adultos
como em pediatricos, seguida@eparapsilosigFigura 1).

Em neonatos, a frequéncia de ocorréncia foi 44,8fa@andida albicang11), 40,0%

C. parapsilosig10), 12,0%C. tropicalis(3) e 4,0%C. glabrata(1).

De quinze pacientes pediatricos com infeccdo deewtw sanguinea pdfandida
parapsilosis sete (46,6%) fizeram uso de nutricdo parenteral.

De todos os 96 casos de candidemia, 14 foram casigadC. tropicalis dentre esses,
50,0% eranneutropénicos (< 5.000 leucécitos/ Him

Em se tratando déandida glabratao isolamento foi maior entre os pacientes adultos

A frequéncia de isolamento entre@andidanéo albicans (54,16 %) mostrou-se maior
gue as espécies @e albicang45,84%).

De uma maneira geral, a freqiiéncia de 6bitos f@@4% (58/96), send@. albicans
representada por 56,8%Ce parapsilosisassociada a 48,5% dos casos. Dentre 0s neonatos,
76% evoluiram para ébito.

Na Tabela 5 estd demonstrada a evolucdo dos pacientes comdeamdj de acordo
com a faixa etérianela observamos 80,9% dos 6bitos ocorreram emsgdesguido de 80,0%
em pacientes da faixa etaria >2 — 13 anos e 70¢36litos ocorreram em recém-nascidos.

O numero médio de casos de candidemia , com hemokypositiva (com dados
clinicos completos) encontrado foi 10,6 casos/ano.

A Figura 2 mostra queC. albicansforam as espécies mais isoladas nos anos de 2001,
2003 e 2006.

A amplificagdo do DNA genbémico das leveduras isataghor meio da técnica de
RAPD-PCR gerou uma grande variedade de perfis igesééntre as diferentes espécies e

entre cepas de uma mesma espécie (Figuras 3A a 11B)
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A Figura 3A ilustra o gel de eletroforese com 14 cepas Qletropicalis. O
dendrograma d&igura 3B demonstra 5 perfis distintos, com predominio ddilp&k”,
proveniente de 10 isolados de leveduras com gidalde genética superior a 90%. Os
padrbes referentes a L13 e L9 foram desconsidedalamalise genética por ndo possuirem
dados clinicos suficientes.

Entre trés isolados d€. tropicalis provenientes de neonatos ilustrados Rigsiras
4A e 4B, dois (L2 e L3) apresentaram 98,8% de similaridgeleética, sendo considerados
também similares ao perfil “A” observado na FigRBa

As Figuras 5A e 5B ilustram o perfil genético de cinco cepas@hindida glabrata,
onde observa-se que duas cepas, representadds3pmiL{d) pertencem a um mesmo clone,
porém sem relacéo epidemioldgica.

O perfil eletroforético das 33 cepas @andida parapsilosiesta demonstrado nas
Figuras 6A, 7A e 8A. Nessas ilustracbes, observa-se o predominio de enfil pA”
aparentemente representado por 27 isolados; paamalisarmos dsiguras 6B, 7Be 8B,
constatamos que apenas 24 isolados correspondpetfddA”.

Na Figura 6B, observa-se que de 4 casos ocorridos no ano 2002 cepas
geneticamente idénticas um era proveniente do sietancologia e trés do setor CTI de
adultos.

Observando d&igura 7B, nota-se trés casos que ocorreram no ano 2000 deois
pacientes internados no CTI de adultos e um isoldelgpaciente internado na Clinica
Médica).

C. parapsilosign=9) provindos de pacientes da UTI neonatal @mtesam 4 padroes
genéticos distintogFigura 8B). Cinco cepas foram consideradas pertencentes a \smane

clone (padréao “A”).
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A Figura 9A ilustra o gel eletroforético do DNA d&. albicansisoladas de pacientes
internados na UTI neonatal.

A Figura 9B mostra que 80% daS. albicansisoladas de neonatos no HU-UFMS
tinham similaridade genética superior a 95%.

Na analise molecular daigura 10A, observou-se 27 cepas @& albicanscom
predominio do perfil “A”, enquanto que no dendrogaarepresentado pekigura 10B foi
possivel analisar mais claramente que o perfil tAdlmente predomina com 23 cepas,
isoladas em diferentes periodos.

A Figura 11A ilustra 10 cepas isoladas de diversos setorea figsra pode ser
melhor interpretada analisanddayura 11B, onde pode-se constatar dois perfis genéticos

distintos ao longo dos nove anos de estudos.
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Tabela 1. Pacientes com candidemia conforme a faiedaria. HU-UFMS.

Faixa Etaria *

0 — 30 days

31 days — 2 years old
>2 — 12 years old
>12 — 25 years old
>25 — 40 years old
>40 - 60 years old

>60 years old

Total (%)

Pacientes (n) Pacientes (%)

20 20,8
18 18,8

5 5,2
7 7,3
9 9,4

16 16,7

21 21,9

96 100,0

* |dade no momento da coleta para hemocultura
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Tabela 2. Caracteristicas demograficas, clinicasexolucdo de 25 recém-nascidos

com candidemia internados no HU-UFMS.

Caso Data Espécie Idade Idade Peso Sexo Diagnostico  Evolucéo
(dias) gestacional (gramas) clinico
01 12/10/97 C.parapsilosis 5 31 semanas 1500 F Ma formacdo Alta
congénita/ PMT
02 27/03/98C.parapsilosis 42 Indeterminada 3090 M Sepse Obito
03 08/08/98C.tropicalis 6 32 semanas 2800 M Doencga trato  Obito
gastrintestinal
04 13/02/99C.parapsilosis 50 28 semanas 1030 M PMT /Sepse Obito
05 14/02/99C.albicans 45 30 semanas 1150 M  PMT /Pneumonia  Obito
06 07/03/00C.tropicalis 41 30 semanas 1030 M PMT /Sepse Obito
07 27/03/00C.albicans 30 32 semanas 1850 M Sepse Alta
08 11/10/00C.parapsilosis 35 26 semanas 785 F PMT /Sepse Obito
09 23/10/00C.parapsilosis 16 26 semanas 1050 M PMT Obito
/Pneumonia./Sepse
10 14/08/01C.tropicalis 13 34 semanas 1385 M  Pneumonia/Sepse  Obito
11 26/12/01C.albicans 28 29semanas 1280 M PMT Obito
12 01/02/03C.albicans 18 28 semanas 1108 M PMT /Sepse Alta
13 27/02/03C.glabrata 66 31 semanas 1185 M PMT /Sepse Obito
14 03/04/03C.parapsilosis 13 36 semanas 1740 M Sepse Obito
15 05/04/03C albicans 21 40 semanas 3360 F Sepse Alta
16 09/04/03C.parapsilosis 12 36 semanas 3190 M Sepse Obito
17 30/05/03C.albicans 13 27 semanas 1035 F PMT /Sepse Obito
18 25/08/04C.albicans 19 27 semanas 1090 F PMT /Sepse Obito
19 13/06/05C.parapsilosis 10 28 semanas 875 F PMT /Sepse Obito
20 06/01/06C.parapsilosis 15 26 semanas 810 F PMT /Sepse Obito
21 22/02/06 C.albicans 29 31 semanas 1355 F PMT /Sepse Obito
22 03/03/06 C.albicans 28 32 semanas 1500 F PMT /Sepse Alta
23 04/05/06 C.albicans 28 27 semanas 1035 F PMT /Sepse Obito
24 09/08/06 C.parapsilosis 16 30 semanas 1405 F  IncompatibilidadeAlta
Rh
25 04/12/06 C.albicans 16 26 semanas 1410 M PMT/Infeccdo Obito
neonatal

F = sexo feminino; M = sexo masculino.
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Tabela 3. Pacientes com candidemia conforme comodaides e doencas de base. HU-

UFMS.
Doencas de base e Pediéatricos * Adultos ** Total
comorbidades (n=43) (n=53) (n=96)
n (%) n (%) n (%)

Mal formagé&o congénita 5(11,6) - 5 (5,2)
Pneumonia 17 (39,5) 25 (47,2) 42 (43,8)
Infecgéo perinatal 12 (27,9) - 12 (12,5)
Disturbios gastrintestinais 14 (32,6) 19 (35,8) (334)
Infeccado do trato urinario 3(7,0) 19 (35,8) 22,92
Doenca neuroldgicas - 4 (7,5) 4 (4,2)
Infecg&o ouvido/olho 5(11,6) 4 (7,5) 9(9,4)
Doenca cardiaca 3(7,0) 10 (18,9) BRI
Doenca hematoldgica 6 (14,0) 6 (11,3) 12 (12,5)
Diabetes Mellitus 1(2,3) 9 (17,0) (10,4)
Neoplasias (tumor sélido) 1(2,3) 8 (15,1) 9(9,4)

Nota: cada paciente apresenta uma ou mais castic@si* |dade <13 anos de idade ** Idagld3 anos de

idade

34



Tabela 4. Condi¢cGes associadas para o desenvolvintede candidemia. HU-UFMS

Pediatricos* Adultos ** Total
Caracteristicas (n=43) (n=53) (n=96)
n (%) n (%) n (%)

Hospitalizacédo > 15 dias 33 (73,7) 33(62,3) 668pH8
Muito-baixo-peso ao nascer (< 1500g) 18 (41,9) - 8 (18,9)
Prematuridade*** 21 (48,8) - 21 (21,8)
Hemodialise 2(4,7) 12 (22,6) 14 (14,6)
Uso de sonda nosogastrica 27 (62,8) 26 (49,1) 52)5
Uso de ventilagdo mecanica 26 (60,5) 26 (49,1) 2 (58,2)
Uso de sonda vesical 6 (14,0) 21 (39,6) 271(28
Uso de cateter central venoso 36 (83,7) 25 (47,2) 61 (63,5)
Uso de dreno 6 (14,0) 26 (49,1) 32 (33,3)
Uso de nutricdo parenteral 29 (67,4) 21 (39,6) 0 (52,1)
Quimioterapia 6 (14,0) 2 (3,8) 8 (8,3)
Procedimento cirdrgico 19 (44,2) 35 (66,0 54 (56,3)
Traqueotomia 6 (14,0) 13 (24,5) 19 (19,8)
Uso de cefalosporina de 32 geragao 38)69 25 (47,2) 55 (57,3)

Nota: cada paciente apresenta uma ou mais castic&s{* Idade <13 anos de idade ** Idaeld3 anos de
idade *** ( Idade gestacional 37 semanas)
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Tabela 5. Pacientes com candidemia conforme a faie#aria e evolucdo. HU-UFMS

Faixa Etaria * P?‘C(';)n)tes Cr:b(:)t/:)))s

0 — 30 dias 20 (20,8) 14 (70,0)

31 dias — 2 anos 18 (18,8) 8 (42,1)
>2 — 13 anos 5(5,2) 4 (80,0)

>13 — 25 anos 7(7,3) 4 (57,1)

>25 — 40 anos 9(9,4) 3(33,3)
>40 — 60 anos 16 (16,7) 8 (50,0)
>60 anos 21 (21,9) 17 (80,9)

Total (%) 96 (100,0) 58 (60,4)

* |dade no momento da coleta para hethaeu
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O Candida albicans

B Candida
parapsilosis

O Candida tropicalis

O Candida glabrata

Pediatricos Adultos

Figura 1. Distribuicdo por

espécies de Candida, isoladas de

hemocultura de pacientes adultos e pediatricos, iatnado no Hospital
Universitario da Universidade Federal do Mato Gross do Sul (UFMS)

- Brasil, 1998 a 2006.
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Figura 2. DistribuicAo das espécies deCandida segundo o ano de
isolamento. Hospital Universitario da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (UFMS) - Brasil, 1998 a 2006.
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1000 bp

500 bp

100 bp

Figura 3A. Eletroforese em gel de agarose apds RAFECR ilustrando diferentes
padrbes genéticos de€andida tropicalis, agentes de infecgcdo em corrente sangiinea,
utilizando o Primer 5d[ ACGACCGACA]- 3'. Linhas: Y= marcador de peso
molecular, L1-ATCC 760; L2-1023H1/00; L3-660H11/03.4-840H2/02; L5-379H2/01,
L6-79H11/00; L7-106H6/03; L8-173H3/00; L9-514H/99.10-36H7/99; L11-401H9/03;
L12-520H10/05; L13-171H4/02; L14-155H11/98.
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Primer 5°dl ACGACCGACAK- 3

Pearson careation [0.0%-100.0%)

RAPD10 RAPD10
g .8 %
T | ||||  79H1L00 -L6 ~ CM
|||l 106H6/03 -L7 - CTiad
[ o ||| | ATcc7e0 -L1

Inn 171H4/02 - L13 - CP
||| 155H11/98 -L14 - CP

| | 660H11/05 -L3 - CTlad
| || 379H2/01 -L5 -- CTlad
| | 840H2/02 -L4 - UR
|| 401H9/03 -L11 - HEMATO
| | 1023H1/00 -12 - CM

| 520H10/05 -L12 - CCII

| 36H7/99 -L10 - CTlad

| 514H10/99 -L9 — CTlad
173H3/00 -L8 -~ CP

Figura 3B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cep@gCandida tropicalisisoladas de
hemoculturas de pacientes internados em diversoseesedo HU-UFMS durante o periodo de Janeiro c
1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = N= n° de regisia cepa; H= hemocultura; m = més d
isolamento; a = ano de isolamento. L1-L14 = posidéocorrida no gel de eletroforese; CM=clinic:
meédica; CTlad=centro de terapia intensiva para tasiulCP=clinica pediatrica; UR=unidade renal
HEMATO=setor de hematologia; CCll=clinica cirargita
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2000 bp

1000 bp

Figura 4A. Eletroforese em gel de agarose apos RAHBCR ilustrando diferentes
padrdes genéticos d€andida tropicalis, agentes de infecgcdo em corrente sangiiinea de
neonatos, utilizando oPrimer 5°d[ ACGACCGACA]- 3'. Linhas: Y= marcador de peso
molecular, L1-ATCC 760; L2-62H8/98; L3-1222H3/00;L4-226H8/01
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Pearson cardation [0.0%-100.0%] Primer 5°dl ACGACCGACA- 3
RAPD9 RAPD9

100

96
97
;‘98
99

62H8/98 - L2

1222H3/00 - L&

ATCC 760 -L1

226H8/01 - L¢

Figura 4B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cep&3athdida tropicalissoladas de
hemocultura de pacientes internados na UTI neodatBlU-UFMS durante o periodo de Janeiro de
1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = N= n° de remida cepa; H= hemocultura; m = més de
isolamento; a = ano de isolamento. L1-L4 = posié@acorrida no gel de eletroforese;
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1000 bp
500 bp

100 bp

Figura 5A. Eletroforese em gel de agarose apos RAFPECR ilustrando diferentes
padrbes genéticos d€andida glabrata, agentes de infeccdo em corrente sanguinea,
utilizando o Primer 5°d] ACGACCGACA]- 3'. Linhas: Y= marcador de peso
molecular, L1-560H7/06; L2-500H2/03 (UTIneo); L3-16H5/98; L4-428H6/06; L5-
64H10/02.
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Frimer 5°dl ACGACCGACTAL 3°
Pearson corrdation 00 % 100 0%

RAPD2 RAPD2

-1

— | szHems (CTlad) La

[ | 106H5m0g (CTlad) 13

I ‘ | | | sap1omz (CTlad) 15

| | | SO0HZ0Z (UTI neo) - L2

| || | SalHTDE (CCll) -L1

Figura 5B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cepaSahdida glabrataisoladas de
hemocultura de pacientes internados em diversasesedo HU-UFMS durante o periodo de
Janeiro de 1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = Ndenfegistro da cepa; H= hemocultura; m
= més de isolamento; a = ano de isolamento. L1-lp@sicdo de corrida no gel de eletroforese;
CTlad=centro de terapia intensiva para adultos;|€@hica cirargica Il; UTIneo=unidade de
terapia intensiva neonatal.
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1000 bp

200 bp

100 bp

Figura 6A. Eletroforese em gel de agarose apdés RAHECR ilustrando diferentes padrdes
genéticos deCandida parapsilosis, agentes de infeccdo em corrente sangilinea, utiliwh o
Primer 5°d[ ACGACCGACA]- 3. Linhas: Y= marcador de peso nolecular, L1-ATCC 22019;
L2-229H4/02; L3-891H2/02; L4-874H2/02; L5-851H2/02;6-288H12/06.
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Primer 5°dl ACGACCGACA- 3’

Pearson cardation [0.0%100.0%4
RAPD8 RAPD3

\ \ 891H2/02 -L3 -- CTlac
\ 874H2/02  -L4 - CTlad

|
|
| 220M4002  -12 - oOnco
|| 851H202  -L5 - CTiad

— || aTcc 22019 -1
‘ H ‘ 288H12/06 - L6 --DIP

Figura 6B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cepaSamdida parapsilosissoladas
de hemocultura de pacientes internados em diveetoses do HU-UFMS durante o periodo de
Janeiro de 1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = Nderregistro da cepa; H= hemocultura; m
= més de isolamento; a = ano de isolamento. L1-lp@sicdo de corrida no gel de eletroforese;
CTlad=centro de terapia intensiva para adultos; ONE&etor de concologia; DIP=enfermaria de
doencas infecto parasitaria.
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1000 bp

500 bp

100 bp

Figura 7A. Eletroforese em gel de agarose ap6s RAPECR ilustrando diferentes
padrdes genéticos d€andida parapsilosis, agentes de infeccdo em corrente sanglinea,
utilizando o Primer 5°d] ACGACCGACA]- 3'. Linhas: Y= marcador de peso
molecular, L1-ATCC 22019; L2-698H3/99; L3-66H8/991.4-262H12/00; L5-639H8/00;
L6-62H10/06; L7-887H9/06; L8-126H10/02; L9-60H1/04;L10-1000H1/04; L11-
790H6/04; L12-194H2/04; L13-614H11/05; L14-667H/04;L15-863H4/05; L16-
989H5/05; L17-910H2/06; L18-25H3/00; L19-154H1/99;L20-530H11/01; L21-
988H10/00.
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g coranen 0 0% 1m0y Primer 5'd[ ACGACCGACA]- 3

RAPD3 RAPD3

I | | || 194m204  -112 —UR
I 11 I 1 667HL1/04  -L14 - UR
| | | 154H1/99  -L19 --CM
| 863H4/05 - L15 --CM
| | |1 66H8/99  -L3 ~CM
[ T ATCC 22019 - L1
[ I 614H11/05 -L13 - CM
I I 25H3/00  -L18 - CTlad
| | 530H11/01 - L20 -- CTiped
I 988H10/00 - L21 - CTlad
262H12/00 -L4 - CTlad

| I

— [ 11 1 887H9/06  -L7 --CP
I 1 1 1 60H1/04 -L9 --CTlad
[ I 790H6/04  -L11 --B
I 1 1 |1 126H10/02 -L8 --CTlad
I 1 1 | 639HB/00  -L5 --CM
I 1 1 |1 62H12/06 -L6 --CTlad

| | 989H5/05 - L16 -- CTlad
1

|1 | 1 910H2/06 - L17 --CM
| I | | 1000H1/04 - L10 -- CTlad
I I 698H3/99  -L2 - CP

Figura 7B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de celgadSandida parapsilosissoladas

de hemoculturas de pacientes internados em diveetores do HU-UFMS durante o periodo de
Janeiro de 1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = Nderregistro da cepa; H= hemocultura; m
= més de isolamento; a = ano de isolamento. L1+ pbsicdo de corrida no gel de eletroforese;
CM=clinica médica; CTlad=centro de terapia inteaspara adultos; CP=clinica pediatrica,
UR=unidade renal; CTlped= centro de terapia intenpediatrico; B=bercario.
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2000 bp

1000 bp

200 bp

Figura 8A. Eletroforese em gel de agarose apdés RAFECR ilustrando diferentes
padrbes genéticos deCandida parapsilosis, agentes de infeccdo em corrente
sanguinea de neonatos, utilizando Brimer 5°d[ ACGACCGACA]- 3". Linhas: Y=
marcador de peso molecular, L1- ATCC 22019; L2 -00$10/00; L3- 990H10/00;
L4-709H8/06; L5-264H1/98; L6- 434 H2/99; L7- 120H6b; L8 — 118H3/98; L9-
703H4/03; L10- 736H4/03.
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Primer 5°d[ ACGACCGACA- 3’

Pearson correlation (Opt5.00%) [0.0%-100.0%]
RAPD11 RAPD11

S | || 703H3/03 -Lo
| || 736H4/03 - LIC :

| | | 990H10/00 -L3
|| | 264H1/98 -L5

| | | | o005H10/00 -L2
| | || ATCcCc22019-L1

| || 120H6/05  -L7

| || | 434H2/99  -L6
| | 709H8/06 - L4

|| | 118H3/98 -L8

Figura 8B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cep&3athdida parapsilosissoladas
de hemoculturas de pacientes internados em UTlatalodo HU-UFMS durante o periodo de
Janeiro de 1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = Ndenfegistro da cepa; H= hemocultura;
m = més de isolamento; a = ano de isolamento. lA-Elposicdo de corrida no gel de
eletroforese
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2000 bp

1000 bp

Figura 9A. Eletroforese em gel de agarose apos RAMBCR ilustrando diferentes
padrdes genéticos d&€andida albicans, agentes de infeccdo em corrente sangiinea de
neonatos, utilizando oPrimer 5°d[ ACGACCGACA]- 3". Linhas: Y= marcador de peso
molecular, L1-253H12/06; L2-530H2/99; L3-713H/01; #-007H/03; L5-486H2/03; L6-
727H4/03; L7-82H8/04; L8-003H/06; L9-982H3/06; L1340H5/06; L11-175H4/00.
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Pearson cardation (Opt5.00%) [0.0%-100.0%] Primer 5'dr ACGACCGACA-‘_ 3,
RAPD RAPD

85
90
95
;100

175H3/00 - L11
| | o03H306  -L8
| | es2Hz206  -L9
||| s2He04 -7
| | | oo7Hsioz  -L4

‘ ‘ ‘ ‘ 727H4/03 -L6
486H2/03 -L5

{ ‘ ‘ ‘ ‘ 253H12/06 - L1
‘ ‘ ‘ 713H12/01 - L3
‘ ‘ ‘ ‘ 530H2/99 -L2

\ ‘H 340H5/06 - L10
||

Figura 9B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cegaSahdida albicangsoladas de
hemoculturas de pacientes internados na UTI neodataHU-UFMS durante o periodo de
Janeiro de 1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = Nderregistro da cepa; H= hemocultura; m
= més de isolamento; a = ano de isolamento. L14 ptsicdo de corrida no gel de eletroforese.
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6 78 31011 1213141516 1718192021 22 23 24 25 26 27

Figura 10A. Eletroforese em gel de agarose apdos RBHFPCR ilustrando diferentes
padrdes genéticos deCandida albicans, agentes de infeccdo em corrente sangiinea,
utilizando o Primer 5°d[ ACGACCGACA]- 3". Linhas: Y= marcador de peso nolecular
L1-ATCC 10231; L2-133H3/98; L3-10H10/00; L4-78H7/01 L5-422H8/05; L6-
591H11/01; L7-716H4/01; L8-852H2/02; L9-735H10/03;10-85H8/04; L11-817H6/04;
L12-714H12/05; L13-788H4/05; L14-559H06/02; L15-4440/98; L16-34H6/01; L17-
56H5/99; L18-832H5/03; L19-992H5/03; L20-284H3/04;21-509H2/05; L22-314H5/06;
L23-814H1/06; L24-245H8/01; L25-68H5/99; L26-808H86; L27-521H2/98.
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Primer 5'dl ACGACCGACAL- 3

on correlation [0.09% -100.0 % ]
D5 RAPDS

ea

P rs
RAP

90
|95
100

AL

| 714H12/05 - L12 - CTiped
788H4/05 - L13 --CTlad
R 817H6/04 -L11 B
| 852H2/02 -L8 --CTlped
| 735H10/03 -L9 --CM
|l 85H8/04 - L10 --CTlad
| 716H4/01  -L7 --CTlped
| 422H8/05 -L5 - CTlad
591H11/01 -L6 _ CTlad
133H3/98 -L2 . CTlIped
10H10/00 -L3 .. cp
ATCC 10231- L1
78H7/01 -L4 - CTlad
| | 314H5/06 -L22 -CTlad
814H1/06 - L 23-- CClI
| | 992H5/03 -L19 -CTlad
284H3/04 -L20 —-CM
509H2/05 -L21 -—-CTlad
] 34H6/01 - L16 — CCl
832H5/03  -L18 —- CTlad
| | 68H5/99 -L25 - CCl
\ 808H8/06 - L26-CTlad

\

| 245H8/01 -L24 —CM

| s6H5/99 -L17 ~CP
521H2/98  -L27 ~CM

\ 559H6/02  -L14 —-CTlad

44H10/98 -L15 --CTlad

|

Figura 10B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cepm€andida albicansisoladas de
hemoculturas de pacientes internados em diversoesalo HU-UFMS durante o periodo de Janeiro de
1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = N= n° de regista cepa; H= hemocultura; m = més de
isolamento; a = ano de isolamento. L1-L.27 = posti€icorrida no gel de eletroforese; CTlad=centro de
terapia intensiva para adultos; CTlped=centro dapta intensiva pediatrico; CM=clinica médica;
CP=clinica pediatrica; CCl=clinica cirurgica |, Berario.
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N —— [

100 bp

Figura 11A. Eletroforese em gel de agarose apés RBAPCR ilustrando diferentes
padrdes genéticos d€andida albicans, agentes de infeccdo em corrente sangiinea,
utilizando o Primer 5°d[ ACGACCGACA]- 3. Linhas: Y= marcador de peso
molecular; L1- ATCC 10231; L2-227H8/01; L3-69H12/8; L4-814H1/06; L5-
147H01/98; L6- 332H9/01; L7-253H4/06; L8-66H11/99;L9-304H8/03; L10-
972H10/06.
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Pearson correlation [0.0%-100.0%)] Primer 5°dl ACGACCGACAIL 3
RAPD6 RAPDG6

100

85
[
95

| | ATCC0231 -L1

| | 66H11/99° -L8 - CTiped )

| | s32H901 -6 - cCTiped
S \ \ \ 304H8/03  -L9 -- CM

\ \ \ 972H10/06 - L10 -- CCI

o W R

||| eoHI2I8 -L3 - CM
|| 147HO198 <15 - CTiad :
] 2z7Heil sz - cm
||| s21Hze8 -7 oM
L ||| 8w4HU06 -4 - ccCl

Figura 11B. Dendrograma ilustrando diferentes perfis de cefm€andida albicansisoladas de
hemoculturas de pacientes internados em diversoseesedo HU-UFMS durante o periodo de Janeirc
de 1998 a Dezembro de 2006. * NHm/a = N= n° destemida cepa; H= hemocultura; m = més de
isolamento; a = ano de isolamento. L1-L10 = posidé@aorrida no gel de eletroforese; CM=clinica
médica; CTlad=centro de terapia intensiva paratastuCTIped=centro de terapia intensiva pediatrica
CCl=clinica cirurgica I.
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5. DISCUSSAO
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O maior numero de casos de candidemia registradogseriodo de estudo foi em
unidades de terapia intensiva, corroborando conoglaa literatura que descrevem que a
incidéncia de candidemia é cerca de 2 a 5 vezes al@ nesses setores de internacao
(PEMAN et al., 2002; ELLIS et al., 2003). Esse fptule estar relacionado com a gravidade
dos pacientes ali internados e com maior utilizagéoprocedimentos médicos invasivos
necessarios para o tratamento desses pacientes.

Além disso, o prolongado periodo de internacéo, owdia geral de 30 dias, também
pode ter contribuido para a colonizacdo dos pasepor espécies do géne@andida
patdgeno de carater classicamente oportunista.

Entre todos os pacientes estudados, 69% (n=6&gest internados por um periodo
superior a 15 diasT@bela 3, que pode ter favorecido o desenvolvimento d@dHCandid,
assim como também relatado por outros autd@®LOMBO et al., 2007; BARBERINO et
al., 2006).

Estudo realizado por Bousso et al, (1995), desageeeas ICS causadas pelo género
Candidaaumentam de 12% a 20% quando o tempo de intermeas®a de 10 a 50 dias. Por
outro lado, Villari et al., (1998), questionam sprolongado periodo de internacdo predispde
a aquisicao de IH, ou se a ocorréncia de IH € deadprolongado periodo de internacao.

No que diz respeito ao sexo, nao foi observadaaffsa significativa entre os casos
de candidemia. Outros estudos relatam uma prevaléneior entre pacientes do sexo
masculino; entretanto, ndo existe uma explicacd® jgatifique essa diferenca entre eles
(GAYTAN, 2000; RENNERT et al., 2000; DIEKEMA et a2002; PEMAN, et al., 2002).

Conforme demonstrado riaabela 1, os casos de candidemia foram mais frequentes
em pacientes com idade inferior a 30 dias e superi60 anos, faixas etaria essas onde

deficiéncia fisiolégica e sistema imunoldgico competido dos pacientes pode favorecer o
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desenvolvimento dessa infeccdo (RIBEIRO et al. 3260BEIRO et al., 2004; CHENG et al.
2005; FRIDIKIN et al, 2006).

No periodo neonatal, as ICS tém-se mostrado umdgrancrescente problema na
pratica clinica, devido ao elevado risco dessa lpggo com sistema imune imaturo e a alta
letalidade atribuida nessa faixa etaria. Por sgevencado e a conduta assertiva nos casos de
candidemia neonatal representam um grande desafoog profissionais que trabalham com
prematuros.

A frequéncia de distlrbios gastrintestinais obs#wgano presente estudo foi maior
gue a descrita por outros autores (MEDRANO et24lQ6; ODDS et al., 2007). Sob este
aspecto, vale relembrar, que lesGes na mucosaigr@stinal pode favorecer a translocacéo
deCandidaaté os capilares mesentéricos, chegando a coramggiinea.

Infec¢des no trato urindrio foram mais observaddsegpacientes adultos, sugerindo
mais uso de sonda vesical. Este dispositivo é dereilo condigdo de risco dessas infecgdes,
especificamente em pacientes internados nos cemgrosrapias intensivas (BOUSSO et al.,
1995; KAUFFAMAN et al., 2000).

De acordo com Colombo et al. (1999), o gér@andidatem uma pequena parcela de
contribuicdo no desenvolvimento de doencas regpiaat nosocomiais, especialmente
pneumonia, e a reducdo do risco dessas infec¢cGEndie da rigida adesédo do “staff” as
normas gerais de controle. Muito dos pacientesdadtu apresenta infecgcbes no trato
respiratorio inferior (TRI), condicdo essa que lavgaciente critico de CTI, necessitar
procedimentos invasivos como a traqueotomia entil@gdo mecanica, que podem servir de
veiculo para a levedura do géné&andidaadentrar na corrente sanguinea (BLUMBERG et

al., 2001).

59



Em se tratando de pacientes pediatricos, as paiscgopmorbidades observadas foram
pneumonia, infeccdo perinatal e distarbios no Tédndicdes essas bastante citadas na
literatura (SAIMAN, 1998).

Com relacdo as doencas de base apresentadas pelestgs, muitos relatos tém
documentado associacéo de casos de candidiaseceEmt@s com diabetes mellitus (HAJJEH
et al., 2004; BARBERINO, 2006 tumor sélidoPEMAN et al., 2002 AQUINO et al.,
2005; BASSETE et al., 2006).

Na presente casuistica, essas doencas de baseniaiarfteqiientes entre os pacientes
adultos, mostrando-se superior ao numero de cascardlidemias relatados por Odds et al.
(2007).

Quanto as doencas hematologicas, a literaturaargla tais pacientes com doencas
constituem um significante grupo de risco para getds oportunistas cont@andidaspp
(ALMIRANTE et al., 2005; AQUINO et al., 2005; BASSE et al., 2006; MATTA et al.,
2007).

Além das doencas de base acima citadas, o us@dedimentos invasivos utilizados pelos
pacientes pode ter contribuido para o desenvolvionga ICS.

Pacientes com severas enfermidades requerem maiaslos quando, nas UTISs,
estiverem sujeitos a dispositivos como ventilagaecanica, nutricAo parenteral, cateter
venoso em posicao central e outros. As méaos despimiais da salude podem favorecer
infecgBes cruzadas (CLARK, et al., 2004). Um megrani primario na reducdo de risco de
transmissao de agentes infecciosos €, sem dwidwvagem das maos, que ha décadas os
profissionais que controlam as infecgbes nosocanaidvogam no ambiente hospitalar. Essa
medida é fundamental para reduzir os riscos decgéfe entre pacientes expostos a

procedimentos médicos invasivos (COLOMBO & GUIMARSE003).
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O baixo peso ao nascimento também pode influengiadesenvolvimento de
candidemia neonatal, pois esses recém-nascidossitaoe freqientemente de internacdes
prolongadas e de procedimentos invasivos crucemia as suas sobrevidas (BOUSSO et al.,
1995; FRIDKIN & JARVIS, 1996 SILVA, et al., 2001; ROILIDES et al., 2004; AGHA&L
al. 2006).

Outro fator importante que predispde a candidem@auso de antibiotico de largo
espectro por tempo prolongado, em especial cefavgs de 32 geracdo. Esses
antimicrobianos, além de induzirem a emergénciaat#érias multiresistentes, no ambiente
hospitalar, predispdem ao crescimento de agentasuojstas, em especi@landidaspp de
origem enddgena (BLUMBERG et al., 2001; CHENGIgt2905; BENJAMIN et al., 2006;
BASSETE et al., 2006; GIRMENI/Aet al., 2006).

Em estudo recente realizado por Saireaial (2006), foi demonstrado que, entre 23
RNs com candidemia avaliados, 94% haviam recebidlm pnenos dois antibiGticos
previamente. Esse dado reforga nossos achadosinsloggue o uso de cefalosporinas de 32
geracdo (19/25; 76%) pode estar associado agddecausadas pGandidaspp.

Além do uso de cefalosporinas de 32 geracdo, agnémeia em UTIs e as cirurgias
podem também favorecer a ocorréncia de infec¢Ospitatares, como descrito por outros
pesquisadores (BLUMBERG et al., 2001; PEMAN et aD02; AQUINO et al., 2005;
BARBERINO et al., 2006; BASSETE et al.,2006; ODDO%le, 2007).

A fonte de infec¢do paCandidaspp tem sido objeto de consideravel debate; digno
nota, neste estudo, foram 4 casos em que a mesgdula foi isolada da ponta de cateter e
da hemocultura, sugerindo que o dispositivo insaubar foi a porta de entrada da levedura,
conforme também documentado por outros autores (NQLEt al., 2005; BASSETE et al.,

2006).
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Em nosso estudd;. albicansfoi a espécie mais freqientemente isolada (n = 44;
45,8%), prevaléncia similar a observada por Viwgtea., (2002), em que 45,9% dos isolados
de hemocultura estudados na Espanha &.aafbicans

De forma geral, nos estudos epidemiolégicos dec@dife de corrente sanguinea por
leveduras,C. albicansé, sem duvida, a espécie mais prevalente (COLOMB@., 2007;
ODDS et al., 2007).

C. albicanstambém foi mais prevalente tanto em criancas (5% nto em adultos
(41,2%), concordando com outros autores (CHABIGI. 2003a; ELLIS et a2003; PEMAN
et al, 2002). Dos 25 neonatos estudados, 11 (44,0%) dalsenam candidemia p&andida
albicans seguido d€€andida parapsilosign = 10; 40%), em concordancia com resultados de
outros estudos (AGHAI et ak006; SAIMAN et al. 2006).

Em estudos norte-american@s,glabrataé apontada como o 2° agente mais frequente
(ODDS et al., 200¢ Vale destacar, que diferente de estudos recentesinero deC.
glabrata isolada de hemocultura em nosso estudo foi bearianf(KLEMPP-SELB et al.,
2000; ALMIRANTE et al., 2005; ODDS et al., 2007).

No Brasil, essa espécie ainda ndo esta entre asisnidas. Alguns autores relatam
C. parapsilosiscomo o0 2° agente mais prevalente em candidemia (NQUet al., 2005)
Outros referentC. tropicaliscomo a 22 espécigio albicangnais isolada (CAMPOS et al.,
2003; NUCCI & COLOMBO, 2006).

Muitos pesquisadores tém documentado que as espéealbicans vém superando
C. albicansna etiologia das infec¢des de corrente sanguiM@eCDONALD et al., 1997;
DIEKEMA et al., 2002; MATSUMOTO, 2002; PATEL M. atl., 2005; ABELSON et al.,

2005; ALMIRANTE, et al., 2005; COLOMBO et a006.
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Sugere-se que a mudanca observada se deve a reldugsésceptibilidade antifangica
em espécies ndo albicans e a correlagdo com a diinso de fluconazol (MEDRANO et al.,
2006; MATTA et al., 2007).

Ainda dentre as espécies ndo albicans, varios esutoitam a ocorréncia de€.
parapsilosiscomo sendo alta em criancas e prematuros quecsatesam hospitalizados nas
UTls e CTIs; porém, com baixa mortalidade quandomarados conCandida albicansA
explicacdo para isso pode estar na baixa virulédei@andida parapsilosi®bservada em
experimentos feitos com modelos experimentais, taiddeveduras ndo possuem habilidade
para aderir e penetrar no endotélio de célulasasimmhumanas, ficando, assim, susceptiveis
a fagocitose (AQUINO et al., 2005).

Nossos resultados permitiram observar que a frexgi@e infecgcdes ocasionadas por
C. albicans 44,8%) foi maior que aquelas causadas g@br parapsilosis (34,9%),
corroborando resultados encontrados em outras stiasgi (COLOMBO et al.,, 2006;
BASSETE et al., 2006; BENJAMIN et al., 200€) papel deC. parapsilosiscomo agente de
candidemia por contaminacdo exdgena esta assogiadtricdo parenteral e cateter venoso
em posicao central, comumente usados em pacientiess Além dissoC. parapsilosis o
fungo colonizador mais freqlente da regido subualgdes trabalhadores da salde, e é a
levedura mais frequientemente isolada das maossdpssissionais (CLARK et al., 2004;
COLOMBO et al., 2006).

Ainda em relacdo as espécies nao albic&nstropicalis tem tradicionalmente se
tornado a segunda espécie mais isolada da comsantpuinea, seguida da glabrataem
estudo feito em hospital das forcas armadas — Ar8bhudita (AL JASSER, & ELKHIZZI
2004).

Na presente investigacdo, pacientes com candidelmiedo a C. tropicalis a

letalidade foi menor em criangas (11,6 %) do queaetos (17,0 %), corroborando com
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dados encontrados na pesquisa feita por Nucci &r@od (2006), que observaram uma
letalidade de 27,6% para criancas, comparados 6028edem adultos.

Entre os RNs internados no HU-UFMS, 12% (n= 3/2&) kLS foram ocasionadas por
C. tropicalis,concordando com dados encontrados por Nucci & r@iotn(2006), que citam
ter encontrado 12,3 % de candidemias em neonatododa C. tropicalis. Roilides, et al.,
(2004), relata qu€andida tropicalis2 um patégeno incomum entre neonatos, e a coliivza
pode ser feita por via cruzada, ou associada averiedes terapéuticas, tais como uso de
cateter venoso e nutricao parenteral.

Quanto a espéci€. glabrata, observou-se que, dentre as cinco cepas analisadas,
somente uma foi isolada de recém-nascido. Esse dadobora com MacDonald et al.,
(1997), que cita um caso de infeccdo hematogémic& pglabrataem recém-nascido. Por
outro lado, indice bem maior tem sido divulgado restados Unidos e na Europa
(BLUMBERG et al., 2001; BASSETE et al., 2006). @oaisolados foram de pacientes
adultos com idade superior a 65 anos, similar asermtado em estudo de Diekema et al.,
(2002), que relata casuistica feita em 17 centrédicos do estado de lowa, onde se observou
gue 25% de todos os casos de candidemias assoai@dafabrataocorreram em pacientes
maiores de 65 anos.

Na Espanha, Almirante et al., (2005) encontrarayiféncia de Obitos de 44% entre
345 pacientes que desenvolveram candidemia.

A pesquisa demonstrou 60,4% de letalidade entrgppamsentes com infeccdo de
corrente sanguinea pdfandida spp. Esses valores mostraram-se menores que estudo
realizado por Almirante et al., (2005) que relataré4% de Obito entre 345 pacientes com
ICS porCandida.Por outro lado, nossos resultados s&o similares @utto estudo nacional
(COLOMBO et al., 2007), que descreveram frequédeiabitos de 61% em pesquisa feita

com quatro hospitais terciarios em Séo Paulo, Brasi
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Estudos realizados por Barberiabal., (2006), sugerem que, em alguns casosaa alt
letalidade encontrada em quadros de candidemiaes gxidr relacionada com a severidade da
doenca de base desenvolvida pelos pacientes, @o@iwamente com as candidemias.

Em prematuros, a sensibilidade das hemoculturasiroasser baixa, constituindo um
dos fatores que pode influenciar no aumento da dexa@bitos entre os neonatos, pois o
volume de sangue é relativamente pequeno. A priodeade de se detectar o microrganismo
em 1 mL de sangue € de 65 % ou menos, o que thfiaubentificacdo do desenvolvimento
de candidemia e, consequientemente, retarda o idécierapéutica especifica, acarretando
Obitos (MOREIRA, 2005).

O alto indice de Obitos observados nos pacientesnados na UTI neonatal do HU-
UFMS (19/25; 76%) e maior que o relatado por Prawyeet al., (2006), segundo o qual 61%
dos neonatos foram a 6bito devido a infeccdo @amdida spp. Além disso, o numero de
Obitos ocorrido entre os neonatos foi inversameairaporcional idade gestacional dos
pacientes, concordando com Fridkin & Jarvis (199Banaroff et al., (1998).

Apesar de serem conhecidos os fatores predispEmete infeccbes oportunistas por
Candida, estreitas medidas de precaucdo tornam-se impddgeis, juntamente com severa
vigilancia do enfermo, especialmente aquele hdgstio em areas criticas, mais
precisamente nas UTIs, por longos periodos. Pata,tam controle adequado de uso de
antibiético; a utilizagdo de métodos como os mdes, que agilizam a identificacdo dos
agentes e emergéncia de surtos; a administracfratdeento precoce com o uso adequado
de antifungicos pode reduzir a instalacdo de &%isd a essas drogas (GAYTAN et al., 2000;
SAN MIGUEL et al., 2004).

No que diz respeito a analise genotipica realizadécnica de PCR-RAPD foi Gtil na

diferenciacd@o entre espécies, comprovando o atferpdiscriminatério da técnica reforcando
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estudos anteriores de outros pesquisadores (MANNARE: KURTZMAN, 1998;
BAUTISTA-MUNHOZ et al., 2003; RESENDE et al., 2004ALERIO et al., 2006).

Ao analisarmos os perfis genéticos @e tropicalis, constatou-se que o perfil “A”
predominou entre os pacientes adultos. Esse tippadedo foi incomum entre pacientes
pediatricos, onde, de sete isolados, apenas deienpas da UTI neonatal tinham perfis
similares ao padréo “A” encontrado em adultos, destrando que existe um mesmo clone
entre pacientes adultos e pediatricos.

A similaridade genética de 98,8% entre duas@sdida tropicalis provenientes da
UTI neonatal, sugere mesma origem clonal, porém re&agdo epidemioldgica. Esse dado
tem aspecto positivo porque Roilides et al., (2af5tacaram que essas espécies costumam
ser mais virulentas e a infeccdo em pacientestdeisto como RNs, pode ser catastrofica.

Ainda nessa mesma linha de consideragdes, duasimas cepas de&. glabrata
apresentaram 94% de similaridade genética (L3 erbdy ndo foram epidemiologicamente
relacionadas, por serem isoladas em periodos tostin que nos leva a crer que essas sao
cepas endémicas presentes no setor (CTI de adaltpsy eventualmente surge como agente
de infecgao.

Conforme observado ndsiguras 6B, 7B e 8B, o perfil “A” predominante (24
isolados) era, na sua maioria, provenient€ dparapsilosisisoladas de pacientes internados
no CTI de adultos, sugerindo fonte comum.

Ao analisarmos o periodo de isolamento nesse $etam constatados dois surtos de
IH por C. parapsilosisincluindo 3 casos ocorridos de agosto a dezead2000 e trés casos
ocorridos no més de fevereiro de 2002.

Dois casos ocorridos no ano de 2000 foram conglderpertencentes a um pequeno

surto.
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Apesar de estar predominando no CTI de adultog, padil também foi observado
em diferentes setores hospitalares, inclusive deslae internacdo de pacientes pediatricos,
sugerindo que se trata de uma cepa endémica presEssa instituicdo de saude.

Apesar dos perfis dos isolados representados peles de L1 a L8 da Figura 8A
parecerem ser idénticos, na representacdo obseamsadiendrograma da Figura 8B, fica claro
gue na verdade sdo 4 padrdes distintos.

Isolados deC. parapsilosisprovenientes da UTIl neonatal, em sua maioria, nao
demonstraram relacdo epidemiologica, apenas relgefgtica, por serem isolados de
periodos muito distantes. No entanto, L9 e L10 s@iolemiologicamente relacionados e
foram isolados do mesmo setor de internacdo eno @spaco de tempo, sugerindo fonte
comum de infec¢do. Importante ressaltar que, paorasar de um setor que atende pacientes
de alto risco, esse surto foi prontamente contmiaelo staff clinico, 0 que nem sempre é
possivel (SAIMAN, 1998).

Analisando o gréfico ilustrado no dendrograma daud 9B, supde-se que todas as
cepas da UTI neonatal pertencam a um mesmo clandafsdade > 90%) (PUJOL, et al.,
2002). As poucas diferengcas encontradas na repagsenesquematica do dendrograma
podem ser devido a eventos genéticos que podemeochurante longos periodos de tempo
(ROILIDES et al., 2004). Acredita-se ainda que,aadcurto espago de tempo entre os
isolamentos, as cepas representadas nas linhas L&A (soladas em 2003) e L8 a L10
(isoladas em 2006) sao epidemiologicamente reladiasm

Ainda nessa linha de pensamento, a andlise do agnagna da Figura 10B nos leva a
crer gue ha um clone de cepa endémica presentdferantes setores do HU-UFMS com

predominio do perfil “A”, que representa 23 cepadadas em diferentes periodos do ano.
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A Figura 9B mostra qu€. albicansrepresentadas por L18 e L19, foram isoladas no
CTI de adultos no mesmo periodo (maio/2003), soderiuma fonte de infeccdo e
caracterizando um pequeno surto que foi prontancamttolado.

Na Figura 11B, observa-se dois perfis distintos Qlealbicans onde o DNA
cromossomal dos isolados representados por L5 subérem a possibilidade de infeccdo
cruzada, pois foram coletados em periodos proxipmem de diferentes setores.

Quando diferentes pacientes de setores distinteseqtam o mesmo perfil genético,
tem-se indicio de infeccdo cruzada ou aquisicdidder mesma fonte (BRANCHINI et al.,
1995; RESENDE et al., 2004).

Considerando tudo que foi anteriormente expostoesdtados obtidos com a técnica
de PCR-RAPD foram uteis na diferenciacdo das espéeCandidaisoladas de hemocultura
de pacientes hospitalizados, corroborando com syesquisadores que tem recomendado a
técnica para distinguir ou comparar isolados dereliftes pacientes e fontes inanimadas
(LEHMANN et al., 1992; NIERTERS et al., 1993; WAHYINGSIH et al., 2000; CHANG
et al. 2001; SANSINFORIANO et al., 2001; VRIONt al., 2001; GRAF et al., 2004;
MAAROUFI et al., 2004; PINTO et al., 2004; MIRHENDI et #006; VALERIO et al.,
2006).

Com a presente investigagdo, foi possivel obsamza grande variedade genética
entre aandidasspp estudadas. Em suma, foi observado que exdteras de determinadas
espécies que aparecem e desaparecem em diferepdes® de tempo, sem, entretanto causar

nenhum surto.
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6. CONSIDERACOES FINAILS
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Consideracoes Finais

A frequéncia estimada de ocorréncia de candidemichpmocultura positiva foi de
10,6 casos por ano.

Os pacientes mais acometidos foram aqueles cona fei&ria < 30d e > 60 a
considerada critica, internados em setores deistto para infeccéo.

Espécies d€andidanao albicans foram responséaveis por mais da meadedos os
casos.

Além de candidemias, os pacientes apresentavamsotamorbidades, na maioria de
etiologia bacteriana, em especial pneumonia, dogéag¢eato gastrintestinal e infeccao
do trato urinario.

As principais condicbes de risco que podem ter riesido candidemia foram
hospitalizacdo por mais de 15 dias, uso de cate¢goso central e uso de
cefalosporina de 32 geracéo.

A analise genotipica realizada com a técnica de-RBRD mostrou alto poder
discriminatorio, pois possibilitou a diferenciac@otre as diferentes espécies de
Candidae permitiu a diferenciacao entre leveduras de uesnm espécie.

Resultados parciais obtidos nesta pesquisa foramlgdidos para o CCIH do
HU_UFMS, por meio do Boletim epidemiolégico do NHUas informacdes obtidas
certamente serdo Uteis na tomada de medidas dengéev e controle de infeccdo na
corrente sanguinea por espécie€dadida.

A experiéncia adquirida foi importante para o ciresnto cientifico nessa area, além
de abrir novos horizontes com parceiros importantesno o ICB da USP e
Laboratério de biologia molecular da Embrapa Gade dorte, instituicdes

imprescindiveis para a concretizacao deste trabalho
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ANEXO — 1
HOSPITAL UNIVERSITARIO
Projeto Fungemia 98-2006

FICHA PARA MICROBIOLOGIA

Cepa Setor: Data da coleta/ /
Espécie

N|O|MJ|E

Sexo( ) Idade ( ) (naépoca da coleRBso: Gestante: ()
Data de Nascimento: / /

Data de Internacgao: / /

Procedéncia Paciente Naturalidade

Telefone :

Registro HU:

Outro hospital: ( )
Causa ou Diagndstico na Internacgao
Infeccéo atual:
Manifestacéo Clinica

Doencga de Base:

SIDA ( ); Leucemia ( ); Diabetes ( ); Pneumao( ); Septicemia ( ); Doenca
hereditaria ( ); Outros ( )

Infeccao anterior:
Uso de antiflingico: ( )
Quais e tempo de utilizacéo:

1) Inicio: / / rmire / /
2) Inicio: / / rmire / /
3) Inicio: / / rmire / /
Justificativa: Terapéutico () Praticd ()

Troca do esquema antifungico:

Apos identificacdo do agente: ( )

Falha terapéutica do esquema anterior: ( )

Numero e tipo de antibidticos:
Quimioterapia: ( )

Outros agentes identificados:
3Diagnadstico laboratorial:
Micolégico Direto () ; Hemocultura ( ); Tuborganativo ( ); Auxonograma ( )
( )poucos ( )alguns ( ) nuasars
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Evolugdo : ( ) alta:___ dias de internacidq ) Obito: dias de internacao
Procedimentos invasivos:

Cateter @( ); Dreno( ); Sonda nasogastrica (Nutricdo parenteral ( );
Cirurgia ( ); Traqueostomig;( Ventilacdo mecanica ( );
Hemodidlise ( ); Transfusédo sanguinea ( );tr@3u )
Infeccao hospitalar: ()
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ANEXO -2

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Comité de Ftica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovacdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo
n® 465 da Pesquisadora Marilene Rodrigues Chang, intitulado
‘Caracterizagdo molecular de fungos do género Cindida isolados de
pacientes com infeccdo na corrente sanguinea em Mato Grosso do
Sul” , foi revisado por este Comité e aprovado em reuniGo Ordindria
no dia 29 de marco de 2005, encontrando-se de acordo com as

resolugdes normattvas do Ministério da Saide.

\ fPimente[ Marisns

\
:llllli'fv

(Coora de-Flica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 30 de margo de 20035.

Comité de Etica du Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
bitp: /fwww.propp.ufms. br/Gioetica/cep/

bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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APENDICE 1

SOLUCOES

SDS 10%

SDS (Sdédio Dodecyl Sulfate)------------------ 10g
H>O MILLI-Q e 100 mL

Conservar em temperatura ambiente e vidro ambar.

EDTA 500 MM usa 0,5M
(aquecer para dissolver em banho-maria)

NEZY =10 ) - S — 186,1g
H2O MILLI-Q mm e e e 800 mL
NaOH (pastilha) memmmmmmoeeeee ag
H2O MILLI-Q mm e e e 1000 mL

Conservar em temperatura ambiente e garrafa brBhkta 8,0

TAMPAO TE

TRISBASE (TRIZMA-BASE)---------=------- 0,121g
EDTA 500 MM--=-—= oo O’2m|_
H20 MILLI-Q mmmmmmmmmmmem oo e 100 mL

Autoclavar e conservar temperatura ambiente enoddbar, pH = 7,5.

TAMPAO TBE

TRISBASE ---mmmmmmmmm e 54
AC. BORICO S —— 2759
D N (] e —— 20mL
H>O MILLI-Q --- - 500 m_

Autoclavar e conservar em geladeira e vidro ambar.

TAMPAO SET

NaC|--===s=mmmmemememm e 4,389
EDTA------mmmmmmmmemmem e 9,309
TRIS-----mmmmmmmmmmmmem e 2,429
H20 MILLI-Q e 1000 mL

Autoclavar e conservar em vidro ambar, pH = 8,8ula o pH com NaOH 0,fi e completar
para 1000 mL
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MEIO DE CULTURA

YPD (YEAST PEPTONE DEXTROSE) Marca Difco ou Oxoid 5009

Extrato de levedura ------------==-==mn-munnoo- 10g
Peptona------------=-===--m-mmmeeee- 20
GliCOS@---mnmmmmmmmmmmm e Dg
s 100 mL

GEL DE AGAROSE PARA CORRIDA DE DNA

CUBA PEQUENA

Agarose 1,2% ---- Op
TBE 10X -------mmmmmmmmmm oo 5n
H,O destilada--------------------------- 50 in

Obs. Ogelé1,2% . A agua destilada acrescpata 50 mL

CORANTE

Solucédo azul bromofenol (Solucéo 1)

SUCIrase ----=-====s==meemmmmemeee e eeas -40%
Azul de bromofenol ---- 25%
g.s.p. HO destil. ----------=-mmmmmm e 10mL
Glicerol ----------m-mmmmemm e 50 %
Solugéo 1 —mmmmemmeee- 0,25%
TBE 5X (.S.p. --==========mmmmmmmmmmommeeee e 10nL
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