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RESUMO

Estudos revelam que as fungemias ocasionadas por leveduras do género
Candida tem se tornado freqlientes na pratica médica devido a sua habilidade de
colonizacgado, oportunismo e desafios terapéuticos atribuidos ao dificil diagnéstico e
tratamento. Estas infec¢cdes estdo associadas a fatores de risco, como 0 uso
prolongado de antibidticos, a utilizagdo de procedimentos invasivos e técnicas
cirurgicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos ou com doenca de
base severa. O objetivo deste trabalho foi estudar as leveduras do género Candida
isoladas a partir de hemoculturas de pacientes internados no Hospital Universitario
de Mato Grosso do Sul entre 1998 e 2007, bem como estudar os aspectos clinicos-
epidemiologicos das candidemias e o perfil de susceptibilidade antifungica. A
deteccdo das leveduras presentes nas amostras coletadas foi realizada pelo sistema
Bactec® e a identificacdo das espécies por meio de metodologia convencional:
pesquisa do tubo germinativo, auxanograma e microcultivo. A susceptibilidade
antifangica foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo (M27-A2, CLSI).
No periodo de estudo, foram registrados 114 casos de infeccdo na corrente
sanguinea por Candida spp. A mediana das idades entre os pacientes adultos foi de
53 anos e entre os pediatricos de 36 dias. As principais condi¢cdes de risco foram: o
uso prévio de antibiéticos (100%), presenca de cateter venoso central (82,5%),
internacdo em UTI/CTI (65,8%), uso de bloqueadores H, (64%), nutricdo parenteral
(57,2%), colonizagdo prévia (56,1%), ventilagdo mecanica (52,6%) e cirurgia
abdominal (29,8%). Segundo a evolugao clinica dos pacientes, 59,6% foram a ébito.
Candida albicans foi a espécie mais frequentemente isolada (47,4%), seguido de
Candida parapsilosis (32,5%), Candida tropicalis (14,0%), Candida glabrata (5,3%) e
Candida krusei (0,9%). Houve associacao significativa entre o acometimento por C.
glabrata e realizagdo prévia de cirurgia abdominal, e entre o isolamento de C.
tropicalis e a presenca de neutropenia e leucemia. Foi realizado teste de
susceptibilidade frente ao fluconazol, itraconazol e anfotericina B em 103 isolados de
Candida de diferentes pacientes. Entre todas as espécies a baixa sensibilidade aos
antifungicos foi rara. Somente uma cepa de C. glabrata foi resistente ao itraconazol
(CIM:1 pg/mL), outras 11 foram sensiveis dose dependente (9 ao itraconazol e 2 ao
fluconazol). Nao foi evidenciada a resisténcia cruzada entre os azéis. Todas as
cepas foram sensiveis a anfotericina B.

Palavras-chave: Candidemia; Candida spp; epidemiologia; susceptibilidade
antifangica.



ABSTRACT

Studies reveal that fungemias caused by yeasts of the genus Candida has become
frequent in medical practice due to its ability to colonize, opportunism and therapeutic
challenges assigned to difficult diagnosis and treatment. These infections are
associated to risk factors such as the usage of antibiotics for a long time, invasive
procedures and surgical techniques, mainly in imunocompromised patients or with
severe basis disease. The aim of this study is to estimate the prevalence of Candida
spp isolated from blood cultures of patients at the Mato Grosso do Sul University
Hospital between 1998 and 2007, as well as to study clinical and epidemiological
aspects of candidemia and antifungal susceptibility profile. Detection of yeasts
present in the samples was performed by the Bactec® system and the identification
of the species by means conventional methods: research of germ tube, auxanograma
and microculture. The antifungal susceptibility was determined in broth microdilution
technique (M27-A2). In that period 114 cases of Candida spp blood infection were
registered, and 61 occurred in male sex. The median age among adult patients was
53 years and among children 36 days. Main risk conditions were: previous use of
antibiotics (100%), presence of central venous catheter (82,5%), interning in UTI/CTI
(65,8%), use of H2 blockers (64%), parenteral nutrition (57,2%), prior colonization
(56,1%), mechanical ventilation (52,6%) and abdominal surgery (29,8%). According
to the clinical evolution, 59,6% of the patients died. Candida albicans was the most
frequent specie found (47,4%), followed by Candida parapsilosis (32,5%), Candida
tropicalis (14,0%), Candida glabrata (5,3%) and Candida krusei (0,9%). There was a
significant association between C. glabrata and the realization of abdominal surgery,
and between C. tropicalis and the presence of neutropenia and leukemia. Tests of
susceptibility to fluconazol, itraconazol and anfotericina B in 103 Candida isolated
were done. Among all species the reduction of sensibility to antifungics were rare.
Only one strain of C. glabrata was resistant to itraconazol, other 11 were sensitive to
dependent dose (9 to itracozaol and 2 to fluconazol). There was no cross-resistance
between azoles. All yeasts were susceptible to amphotericin B.

Key-words: candidemy, Candida spp; epidemiology, antifungal susceptibility.
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1 INTRODUCAO

A dimensao do problema das infec¢des hospitalares vem sendo esclarecida
com a realizagdo de levantamentos que estudam a frequéncia, fatores de risco e
grau de susceptibilidade in vitro dos patégenos a elas relacionados, com a finalidade
de monitorar as mudancgas epidemioldégicas durante os anos (SANDVEN, 2000;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ANTUNES et al., 2004).

Neste contexto, as infecgdes fungicas invasivas ganham importancia devido
ao aumento na sua frequéncia mundial durante as ultimas décadas e por serem
responsaveis por alto indice da morbidade e letalidade (WISPLINGHOFF et al.,
2004; PAPPAS et al., 2009).

De acordo com Canton et al. (2001) e Morrel et al. (2005), candidemia, que
corresponde a presenca de Candida spp na corrente sanguinea, é uma infecgdo de
dificil diagnéstico devido a falta de especificidade das manifestacées clinicas da
doenca, baixa sensibilidade do hemocultivo e indisponibilidade de métodos
sorolégicos e/ou moleculares que auxiliariam na rapida detec¢ao e identificacdo do
agente etioldgico na rotina laboratorial. Desta forma, se faz importante identificar os
grupos de pacientes susceptiveis e os fatores de risco para candidemia.

Apés a introducao dos antifungicos azdlicos, principalmente fluconazol, para o
tratamento das infeccdes fungicas foi observado um aumento na propor¢ao das
espécies de Candida nao-albicans como agentes infecciosos e de cepas com perfil
de sensibilidade reduzido (PFALLER et al., 1999; BARAN et al., 2001; FRIDKIN,
2005; MAGILL; SHIELDS et al., 2006; SENDID et al., 2006; SOBEL, 2006).

Existem variagbes geogréficas significativas entre a freqiéncia e tipo de
espécies envolvidas nas candidemias (PFALLER et al., 1999). As diferengas na
epidemiologia pelo mundo ndo seguem limites territoriais e estdo mais relacionadas
com a predisposicdo do hospedeiro e a caracteristicas populacionais distintas.
Candida albicans é a espécie mais frequentemente isolada, contudo entre as
espécies de Candida nao-albicans ha o predominio de C. glabrata na América do
Norte e de C. parapsilosis e C. tropicalis na América do Sul e Europa (SANDVEN,
2000; PFALLER et al., 2001).

Nos Estados Unidos da América (EUA) e Europa a epidemiologia das
infecgdes da corrente sanguinea por Candida spp ja esta vastamente documentada,
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por outro lado, sdo escassos os estudos na América do Sul. Com a finalidade de
realizar uma ampla vigilancia epidemioldgica das infecgbes fungicas invasivas na
América do Sul a Organizagdao Panamericana de Saude conjuntamente com a
Organizacao Mundial da Saude (OPS/OMS) criaram recentemente a Rede regional
de vigilancia das infec¢des fungicas invasivas e susceptibilidade aos antifungicos.
Considerando a necessidade de implementar agdes que venham contribuir
para melhoria na qualidade da saude do paciente hospitalizado espera-se que o
conhecimento regional da epidemiologia das candidemias, assim como a
determinacao do perfil de sensibilidade dos isolados de Candida, propostos neste
estudo, possam subsidiar um melhor entendimento dos aspectos relevantes dessa
infeccdo e consequentemente contribuir para que haja melhor prognéstico da

doenca.

1.1 Historico

Hipécrates (460 a 337 a.C.) e Galeno (200 a 130 a.C.) descreveram pela
primeira vez a presenca de lesGes orais esbranquicadas compativeis com
candidiase bucal. Langenbeck em 1839 e Berg em 1846 foram os primeiros a
relacionar o fungo conhecido atualmente como Candida com lesdes orais
superficiais denominadas “sapinhos”. David Gruby em 1842 definiu esta micose oral
e deu inicio a classificacao taxonémica da levedura. Ao longo dos tempos esta
levedura recebeu mais de 100 designacoes. Em 1853, Charles Robin determinou a
primeira denominac¢do do microrganismo como Oidium albicans que posteriormente
em 1890 foi reclassificado por Zopf e passou a ser reconhecido por Monilia albicans.
Mais tarde, Berkhout (1923) classificou a levedura no género Candida e espécie C.
albicans. Posteriormente, Virchow (1821-1902) demonstrou sua capacidade de
invasao nos tecidos. Em 1861 Zenker descreveu o primeiro caso de candidiase
cerebral que provavelmente teve como foco original leveduras presentes em lesbes
esofagicas e orais, disseminadas por via hematogénica. Em 1940 foi descrito o
primeiro caso de isolamento da levedura em corrente sanguinea (HURLEY, 1964;
HURLEY; WINNER, 1964; SIDRIM, 1999).
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1.2 Caracteristicas gerais das espécies de Candida

As leveduras do género Candida fazem parte do reino Fungi; Divisdo
Deuteromycotina; Classe Deuteromycetes; Ordem Cryptococcales; Género
Candida. E neste grupo dos deuteromicetos que estdo incluidos a maioria dos
fungos patogénicos ao homem. Microscopicamente, essas leveduras se apresentam
na forma unicelular chamadas de blastoconideos e por vezes na forma de pseudo-
hifas (resultante do alongamento, unido e ramificacdo dos blastoconideos) ao
invadir tecidos. Macroscopicamente, as colénias sdo cremosas, branco-amareladas
e de aspecto liso ou rugoso. Sao usualmente encontradas em reservatorios
humanos e animais, solo, plantas, alimentos e ambiente hospitalar (SIDRIM, 1999;
GIANNINI; MELHEM, 2000; LACAZ et al., 2002).

As espécies de Candida podem fazer parte da microbiota da pele e mucosas
do ser humano a partir de seu nascimento, através do contato materno e com o
ambiente hospitalar (HELJIC et al., 2005). Na segunda e terceira semana de vida
tais leveduras podem colonizar todo o trato gastrointestinal (TGI) da crianca. Nos
adultos, podem estar presentes no TGl em cerca de 20 a 80% da populacao sadia e
na mucosa vaginal de 20 a 30% das mulheres (HURLEY, 1964; GIANNINI;
MELHEM, 2000; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; EGGIMANN et al.,, 2003b;
HUANG; WANG, 2003; MANZONI; FARINA; MONETTI et al., 2007).

Do comensalismo (colonizagcdo) podem passar a causar infecgdes superficiais
em pessoas saudaveis e, sistémicas graves, em pacientes criticos, na dependéncia
de alteragdes nos mecanismos de defesa, quebra das barreiras anatémicas e
mudancas na microbiota autéctone do hospedeiro. O estabelecimento da micose
estda mais associado ao grau de debilidade do paciente do que com a viruléncia das
leveduras (adesao a epitélios e secrecao de enzimas). No ambiente hospitalar esses
microrganismos sdo considerados oportunistas e responsaveis por cerca de 80 a
90% das doencas fungicas (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HOBSON, 2003).

E interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 160
espécies de Candida, cerca de 20 sao reconhecidas como patégenos humanos. As
principais espécies de interesse médico sdo: Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida

guilliermondii e Candida lusitaniae. Nos Ultimos anos tem se observado um aumento
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na freqiiéncia de infeccoes da corrente sanguinea (ICS) por cepas de Candida nao-
albicans (CNA) conjuntamente com o surgimento de espécies menos freqlentes
como: Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida rugosa, Candida famata,
Candida utilis, Candida lipolytica, Candida norvegensis, Candida inconspicua, entre
outras (GIANNINI; MELHEM, 2000; PAPPAS et al., 2003; PASSOS et al., 2007). A
identificacdo das espécies de Candida se faz necessaria do ponto de vista
epidemioloégico e terapéutico, pois, permite o monitoramento das infecgdes
hospitalares, a identificacdo de surtos e auxilia o médico na escolha do melhor
tratamento antifungico a ser instituido, baseado no conhecimento do perfil de
sensibilidade especifico para cada espécie (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HORN
et al., 2009).

1.3 Fontes de infeccao

A identificagdo da fonte de infecgdo/transmissdao da candidemia tem sua
importancia na medida em que acdes preventivas e de controle de infeccao possam
ser instituidas (LUPETTI et al., 2002; SILVA; ZEPEDA et al., 2003). Evidéncias
mostram que na maioria dos casos, as leveduras isoladas da corrente sanguinea
sao pertencentes a microbiota do préprio paciente. Desta forma, a colonizacéo
prévia tanto da pele e mucosas torna-se potencial fonte para o desenvolvimento de
candidemia (NUCCI; ANAISSIE, 2001).

Numerosos relatos tém sugerido o TGl como a principal fonte de aquisicao da
Candida por via endogena. Por outro lado ha de se considerar fatores que
favorecem a colonizacao da pele, como fontes por via exégena. Outras hipéteses da
origem da infeccédo incluem o trato genitourinario e a administracdo de solucdes
endovenosas contaminadas durante o periodo de internacdao (COLE et al., 1996;
COLOMBO et al., 1996; VERDUYN LUNEL et al., 1999; MELLADO et al., 2000;
NUCCI; ANAISSIE, 2001; BINELLI et al., 2006).

Em um amplo estudo de revisao realizado por Nucci e Anaissie (2001) sobre
as provaveis fontes de candidemia, os autores dao embasamento para a hipotese de
translocacao das leveduras do TGl para corrente sanguinea. A perda da integridade

da mucosa do TGI devido a cirurgia, quimioterapia ou outras doencas criam uma
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porta de entrada por onde o fungo pode chegar a corrente sanguinea. E importante
ressaltar que em varios estudos avaliados pelos autores a utilizacao de biologia
molecular serviu para confirmacao da similaridade genética entre cepas isoladas do
TGl e posteriormente encontradas no sangue.

Pela pele, as leveduras podem alcancar a corrente sanguinea como
consequéncia da quebra da integridade deste tecido, ou seja, por invasao de uma
lesdo (queimadura, incisdo cirurgica, escara, entre outras) ou ainda via cateteres,
sondas, drenos e proteses. Estudos realizados principalmente com neonatos relatam
o isolamento de cepas de Candida da mesma espécie em cateter e pele destes
pacientes, contudo, sdo poucos os estudos que comprovam a similaridade genética
entre as leveduras (NUCCI; ANAISSIE, 2001). Alguns autores apontam a C.
parapsilosis como o principal agente de candidemia relacionado as infeccdes com
foco originado na pele (COLOMBO et al., 1999; NUCCI; ANAISSIE, 2001; SAIMAN
et al., 2001; FEJA et al., 2005; BRITO et al., 2006).

A transmissdo horizontal de leveduras entre pacientes que posteriormente
evoluem com candidemia, também tem sido descrita. Sob este aspecto alguns
estudos tém relacionado a colonizacdo das maos dos servidores de saude e de
superficies inanimadas com a ocorréncia de candidemias por cepas geneticamente
idénticas em diferentes pacientes (SANCHEZ et al., 1993; AHMAD et al., 20083;
POSTERARO et al., 2004).

Atualmente ndo ha consenso sobre a determinacdo do trato urinario como
fonte de infecgdo para candidemia. Existe a associacdo entre a colonizagcdo deste
sitio e candidemia, contudo, a maioria dos isolados da urina e sangue geralmente
nao pertencem a um mesmo clone. A presenca de candidlria deve sempre ser
avaliada conjuntamente com outros fatores de risco associados a candidemia
(KAUFFMAN et al., 2000; BINELLI et al., 2006; MAGILL; SWOBODA et al., 2006;
TOYA et al., 2007).

1.4Condicoes de risco para candidemia

Muitos estudos tém buscado identificar fatores de risco que possam favorecer
as ICSs por Candida spp, a maioria realizados com pacientes imunocompetentes e
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criticos clinicamente (EGGIMANN et al., 2003a). Dados da literatura revelam que
essas condicbes sdo comuns a grande parte de pacientes hospitalizados, o que
dificulta a deteccao de uma populacao de risco especifica para o desenvolvimento
de candidemia (CANTON et al., 2001).

Na década de 80 Wey et al. (1989) em estudo classico, avaliaram os fatores
de risco relacionados com candidemia em pacientes hospitalizados. Neste trabalho
foram identificados os seguintes fatores de risco: antibioticoterapia prévia,
colonizacdo por Candida spp, hemodidlise e uso de cateter venoso central. Estudos
mais recentes relatam que novos fatores tém sido incorporados na medida em que
0s avancos terapéuticos e tecnoldgicos na medicina tém propiciado um aumento no
namero de pacientes criticos susceptiveis a infeccdes oportunistas, internados por
periodos prolongados (BECK-SAGUE; JARVIS, 1993; AQUINO et al, 2005;
PASQUALQOTTO et al., 2006; JORDA-MARCOS et al., 2007).

Nos anos 90, as atencbdes foram voltadas para o aumento do risco de
candidemia em pacientes com doencas malignas e neutropénicos (PRENTICE et al.,
2000). Nos ultimos anos, o foco parece estar voltado principalmente para os
pacientes nao neutropénicos internados em unidades de terapia intensivas,
especialmente aqueles que realizaram cirurgia (BLUMBERG et al, 2001;
OSTROSKY-ZEICHNER, 2003).

Outros estudos tém relatado a ocorréncia de candidemia em grupos de
pacientes severamente debilitados e/ou imunodeprimidos, como os portadores de
cancer, imunodeficiéncias primarias ou adquiridas, sob terapia imonussupressora
(quimiterapia e corticoterapia), que realizaram transplante, outros com sistema
imune deficitario decorrente da fisiologia da idade (prematuros, recém-nascidos e
idosos), com sangramento gastrointestinal, os expostos a varios procedimentos
invasivos, grandes queimados e pacientes com doenca de base agravante
(CANTON et al., 2001; GARBINO et al., 2001; CHARLES et al., 2003; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; NUCCI; ANAISSIE, 2005; RODRIGUEZ et al., 2006; XAVIER et
al., 2008; MAGILL et al., 2009).

A colonizagdo prévia deve ser um dos primeiros fatores de risco a ser
avaliados, pois geralmente precede a candidemia (VOSS et al, 1994; HUANG;
WANG, 2003). Em estudo publicado por Chen et al. (2001) foi detectado que 63,1%
das cepas de Candida obtidas da corrente sanguinea ja haviam sido isoladas

previamente como colonizantes. Entre os pacientes internados em CTI/UTI, a
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colonizacao por estas leveduras pode estar presente em mais de 50% dos enfermos
e a sua deteccao em multiplos sitios (aumento da densidade) eleva o risco do
desenvolvimento de candidemia (REAGAN et al., 1990; CHARLES et al., 2003;
CHARLES et al., 2005; KAUFMAN et al., 2006; MAGILL; SWOBODA et al., 2006;
MANZONI; FARINA; GALLETTO et al., 2007).

Outra condigdo importante € o uso de antibidticos de amplo espectro por um
longo periodo, 0 que provoca alteragbes na microbiota autdctone do paciente,
suprimindo a colonizacao por bactérias e propiciando a proliferacdo de leveduras
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HUANG; WANG, 20083).

Pacientes com neutropenia prolongada ou acentuada tem maiores risco de
adquirir candidemia pois, os neutrofilos, células de defesa imune, quando estdo em
namero reduzido no sangue deixam o individuo mais susceptivel a infeccoes
fungicas. A neutropenia ocorre principalmente em pacientes que realizam
quimioterapia ou outras terapias imunossupressoras (NUCCI; PULCHERI et al.,
1995; NUCCI; SCHECHTER et al., 1995; NUCCI; COLOMBO, 2002; CHENG et al.,
2005).

A corticoterapia aparece como mais um fator de risco na medida em que as
doses administradas causam supressdo de neutréfilos e macréfagos. Dados da
literatura descrevem que a imunossupressdao causada por corticdides pode
ocasionar persistentes quadros de fungemia (NUCCI; PULCHERI et al.,, 1995;
NUCCI; SCHECHTER et al., 1995; NUCCI; COLOMBO, 2002; CHENG et al., 2005).
A utilizacdo de dispositivos intravasculares como cateteres, cénulas, sondas e
drenos ocasionam a quebra das barreiras anatbmicas e podem contribuir para a
passagem das leveduras para a corrente sanguinea. No mesmo sentido a realizacao
de procedimentos cirdrgicos, principalmente no TGl, traqueostomia e hemodialise
favorecem o desenvolvimento de infec¢gdes hematogénicas (NUCCI; PULCHERI et
al., 1995; BLUMBERG et al., 2001; CHENG et al., 2005). A utilizacao de nutricao
parenteral também é considerada um fator de risco, pois além de envolver um
acesso vascular também pode permitir a proliferacdo da levedura nessas solugdes
endovensas, principalmente nas glicosadas (BJORNSON et al.,, 1982). Estima-se
que 25-80% das candidemias sejam relacionadas a cateteres venosos centrais
(EGGIMANN et al., 2003a).

Em se tratando de pacientes pediatricos, existem fatores de risco especificos

qgue prolongam o tempo de internacdo e aumentam as chances do desenvolvimento
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da candidemia nesta faixa etaria: malformacédo congénita, prematuridade (idade
gestacional menor que 32 semanas), Apgar menor que 5 (aos 5 minutos), baixo
peso e sistema imune imaturo (SAIMAN et al, 2000; CHANG et al., 2003;
BENJAMIN et al., 2006; FRIDKIN et al., 2006).

Em sintese, a combinacao de fatores inerentes ao hospedeiro (gravidade do
caso, alteracdées no sistema imunolégico e desequilibrio da microbiota) com outros
relacionados a pratica médica (procedimentos invasivos e terapias) no ambiente
hospitalar sdo preditores de candidemia (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Alguns
autores revelam que as chances dos pacientes submetidos as condi¢cdes de risco
serem acometidos por esta infeccao é de 1,7 a 18 vezes maior (WEY et al., 1989;
BLUMBERG et al., 2001; WENZEL; GENNINGS, 2005).

1.5 Incidéncia das candidemias

A incidéncia da candidemia tem passado por grandes mudancgas nas ultimas
trés décadas. Da insignificancia clinica, as espécies de Candida comecaram na
década de 80 a ser amplamente estudadas e sua epidemiologia no mundo vai sendo
tracada.

Em estudo pioneiro sobre sepse ocorrido em hospital de Boston entre 1935 e
1972, Candida spp nao foi detectada nos primeiros trés anos (1935, 1941 e 1947).
Entre 1953 e 1969 a freqliéncia de Candida spp se manteve estavel (3,5-3,9% das
ICS), mas em 1972 a prevaléncia subiu para 9%(MCGOWAN et al., 1975).

Na década de 70, dados do sistema NNIS (National Nosocomial Infections
Surveillance) nos EUA evidenciaram um aumento progressivo nas taxas de
prevaléncia de candidemia entre as ICS, no entanto Candida spp ainda nao era
documentada entre os dez agentes mais prevalentes (ALLEN et al., 1981).

Nos anos 80, ainda segundo o NNIS, houve um aumento significativo de
219% a 487% nas taxas de ICS por espécies de Candida dependendo do tipo de
hospital avaliado (BANERJEE et al., 1991). Durante esse periodo, foram notificadas
30.477 infecgbes fungicas e a incidéncia evoluiu de 2,0 para 3,8 casos/1000
admissdes (BECK-SAGUE; JARVIS, 1993). Entre 1980 e 1982 Candida spp ja

apareciam como a nona causa de ICS, acometendo 4,7% dos pacientes (HUGHES
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et al.,, 1983). Em 1983, 5,6% das ICS eram causadas por espécies de Candida
(JARVIS et al,, 1984). Ainda nesta década, Candida spp era encontrada como o
sétimo agente mais prevalente nas infecgdes hospitalares e em 1990 ja passava a
ser 0 quinto microrganismo mais isolado nas ICS (PFALLER et al., 1998a; MARTIN
et al., 2003).

A partir da década de 90 com a introducdo dos antifungicos azdlicos a
incidéncia das candidemias nos EUA foi reduzida e atualmente parece estavel. Nos
anos anteriores (1977-1985) a incidéncia era de 0,5-1,5 casos por 1000 admissoes,
no final dos anos 80 caiu para 0,28-0,96 casos/1000 admissdes, em 1990 a
incidéncia era de 0,50, entre 1992-1996 de 0,45 e entre 1995 e 2000 de 0,46 (WEY
et al., 1988; BANERJEE et al, 1991; JARVIS, 1995; PITTET; WENZEL, 1995;
MACPHAIL et al., 2002; WISPLINGHOFF et al., 2004).

Na Europa, estudos revelam que a incidéncia das candidemias geralmente
sao inferiores a 0,50 casos por 1000 admissdes. Em estudo multicéntrico europeu
(1997-1999) a incidéncia variou de 0,20 a 0,38 casos/1000 admissdes, na Franca
(1995) a incidéncia foi de 0,29, na Dinamarca (2003-2004) de 0,49, na Hungria
(1996-2000) de 0,2 a 0,4, na Suica (1990-2000) de 0,27 a 0,62, na Italia (1989-2000)
de 0,38 e na Espanha (1995-1997) de 0,76 a 0,53 (2002-2003) (DOCZI et al., 2002;
RICHET et al., 2002; MARCHETTI et al., 2004; ARENDRUP et al., 2005; GARBINO
et al., 2002; VIUDES; PEMAN; CANTON; UBEDA et al., 2002; ALMIRANTE et al.,
2005).

Na Islandia, em duas décadas, houve um aumento de 0,15 para 0,55 casos
de candidemia por 1000 admissdées (ASMUNDSDOTTIR et al., 2002).

No maior estudo brasileiro sobre o tema, Colombo et al. (2006) detectaram
uma incidéncia de 2,49 casos de candidemia/1000 admissodes, indice cerca de 2 a
15 vezes maior que nos EUA e Europa. Em outro trabalho realizado na regiao
Nordeste do Brasil a incidéncia de candidemia foi de 3,9 episédios por 1000
admissdes (BARBERINO et al.,, 2006; MEDRANO et al., 2006; COLOMBO et al.,
2007; HINRICHSEN et al., 2008). A alta freqliéncia com que as espécies de Candida
sao isoladas de hemoculturas no Brasil ndo € um dado limitado a esta categoria de
microrganismo. Se comparado com dados americanos as ICS em geral sdo mais
freqientes no Brasil, 0 que pode ser evidenciado pela incidéncia de outros agentes:
Staphylococcus coagulase negativa tem incidéncia de 11,97 casos/1000 admissdes

no estudo brasileiro e 1,58 no americano, seguido de Staphylococcus aureus (7,31
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contra 1,03), Klebsiella spp (2,92 contra 0,48) e Candida spp (2,49 contra 0,46)
(JARVIS, 1995; WISPLINGHOFF et al., 2003; WISPLINGHOFF et al, 2004;
COLOMBO et al., 2006). Estas diferencas podem ser atribuidas a uma combinacao
de fatores, tais como as diferencas nos recursos disponiveis para cuidados médicos
e para treinamentos, dificuldade de implementacdo de programas de controle da
infeccdo hospitalar, numero limitado de servidores de saude para o atendimento de
pacientes criticos e pratica menos agressiva de terapia empirica e profilatica em
pacientes de alto risco. Tais fatores também explicam as altas incidéncias de outros
microrganismos envolvidos na ICS no Brasil (COLOMBO et al., 2006).

Muitos estudos epidemioldgicos tém demonstrado que atualmente Candida
spp sao patogenos lideres como causa de fungemias (presenca de fungo na
corrente sanguinea) em pacientes hospitalizados e aparecem como quarto
microrganismo mais isolado em hemoculturas, sendo superado por Staphylococcus
coagulase negativa, seguido de Staphylococcus aureus e Enterococcus spp.
Atualmente respondem por 8 a 12% do total das infeccées da corrente sanguinea.
(PFALLER et al., 1998b; EDMOND et al, 1999; GUDLAUGSSON et al., 2003;
KEDZIERSKA et al., 2003; WISPLINGHOFF et al.,, 2004; WENZEL; GENNINGS,
2005). Candida spp pode ocupar o terceiro lugar entre os agentes de ICS
especificamente entre criangas (GIUSIANO et al., 2006). No Brasil, Sales Junior et
al. (2006) analisando a frequéncia dos agentes causadores de ICS em pacientes
internados em CTI verificaram que as candidemias responderam por 5,2% do total
das ocorréncias, sendo o quinto agente mais freqiente (SALES JUNIOR et al.,
2006).

Em relacdo a freqUéncia das espécies, no periodo entre 1989 e 1999, Trick et
al. (2002) analisando dados do sistema NNIS verificaram que houve um decréscimo
das ICS ocasionadas por C. albicans e por outro lado foi observado um aumento de
candidemia devido a espécies de CNA, especialmente C. glabrata (TRICK et al.,
2002).

Embora Candida albicans continue sendo a espécie mais envolvida nos
episddios de candidemia (cerca de 50% a 70% das ocorréncias), estudos indicam
um aumento na incidéncia de ICS causadas por outras espécies de Candida (BECK-
SAGUE; JARVIS, 1993; JARVIS, 1995; PFALLER et al., 1999; SANDVEN et al.,
2006). Comparado com estimativas da década de 80, uma grande proporcao das
ICS sao atualmente causadas por C. glabrata nos Estados Unidos e C. parapsilosis
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e C. tropicalis na Europa, Canada e América Latina. Esta mudanca na epidemiologia
das candidemias tem gerado preocupacdo com a emergéncia de cepas resistentes
aos antifungicos azodlicos e isto é clinicamente relevante (PFALLER et al., 1998a;
PFALLER et al., 1999; PFALLER et al., 2001).

A partir de década de 90 mais da metade das candidemias passaram a ser
causadas por espécies de CNA. Estudos longitudinais demonstram um aumento na
incidéncia de candidemia causadas por CNA de 10-40% entre 1970 e 1990 para 35-
65% entre 1991 e 1998 (VOSS et al, 1997; VISCOLI et al., 1999; KRCMERY;
BARNES, 2002).

Krcmery et al. (2002) verificaram que existem variagbes na freqiéncia de
isolamento de CNA segundo a populacdo estudada, especificamente entre os
pacientes com cancer a propor¢cao de CNAs pode variar de 30 a 71%, entre ao
pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI) e entre aqueles que
realizaram cirurgia a variacao foi de 35-55%, entre criancas de 1-35% e entre
pacientes infectados com HIV de 0 a 35%.

Atualmente as espécies de CNA mais comuns nas ICSs sao: C. parapsilosis
(4-40%), C. tropicalis (4-30%), C. krusei (0-40%) e Candida glabrata (4-40%)
(KRCMERY; BARNES, 2002; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

C. glabrata é indiscutivelmente um emergente agente de candidemia nos
Estados Unidos da América (EUA), sendo o segundo agente mais isolado de
infecgdes da corrente sanguinea (ICS) por Candida spp, respondendo por até 20-
24% destas infec¢cdes. Em contraste, a prevaléncia desta espécie nao parece estar
aumentando em paises europeus (8,8 a 10,5%), latino-americanos (4,7 a 7,4%) e
asiaticos (7,2-12,1%). Esta variacdo geografica na frequéncia de C. glabrata pelo
mundo pode ser atribuida a exposicao a antifungicos azélicos, idade e doencas de
base (TRICK et al., 2002; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

1.5.1 Panorama das candidemias na América Latina

Godoy et al. (2003) publicaram um estudo envolvendo 5 instituicbes de 4
paises da América Latina (Venezuela, Peru, Argentina e Brasil) durante um periodo
de 12 meses. Nesta ocasido foram isoladas de hemoculturas 103 cepas de 6
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diferentes espécies de Candida: C. albicans foi detectada em 42,0% dos casos, C.
tropicalis em 24,2%, C. parapsilosis 21,2%, C. glabrata 7,7%, C. guilliermondii
2,9% e C. lusitaniae 1,9%. As espécies de Candida ndo-albicans corresponderam
por 58% das ocorréncias.

Estudo multicéntrico realizado na Argentina, envolvendo 35 instituicdes
caracterizou os agentes de fungemia naquele pais. Candida albicans foi o agente
mais prevalente com 40,8% dos casos, seguido de C. parapsilosis 28,7% e C.
tropicalis com 15,4%. C. glabrata e C. krusei foram responsaveis respectivamente
por somente 2,6% e 1,1% do total das fungemias (RODERO et al., 2005).

Em nosso pais, estudos tém classificado Candida spp como o quinto agente
mais prevalente nas ICS, correspondendo de 4,3 a 5% de todos os casos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; SALES JUNIOR, 2006).

No Brasil, C. albicans é responsavel por 20-50% das candidemias, seguido
por C. parapsilosis (17-35%), C. tropicalis (12-27%), C. glabrata (2-8%) e C. krusei
(1-2%) (ANTUNES et al., 2004).

Com o passar dos anos a frequéncia das espécies de Candida associadas a
ICS parece nao ter mudado significativamente no Brasil, C. albicans continua sendo
a espécie mais isolada na maioria das regides, seguido de C. parapsilosis e/ou C.
tropicalis. Contudo é importante ressaltar o aparecimento de novas espécies como
agentes de candidemia bem como o aumento da freqliéncia de espécies nao-
albicans.

No Brasil, Colombo et al. (1999) conduziram estudo com 145 casos de
candidemia ocorridos em 6 hospitais universitarios de Sao Paulo e Rio de Janeiro.
Neste, as espécies de Candida nao-albicans predominaram com 63% de todos os
episddios e as espécies mais frequentes foram C. albicans (37%), C. parapsilosis
(25%), C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C. glabrata (4%). Em quatro destes
hospitais a predominéancia de Candida nao-albicans foi de 70%, houve também
significativa diferenca entre a freqiéncia de C. parapsilosis entre as instituicdes
(COLOMBO et al., 1999).

Em outro levantamento nacional realizado por Colombo et al.(2006) em 11
hospitais brasileiros das regides Sul, Sudeste e Central, C. albicans continuou sendo
o agente mais freqlente representando 40,9% dos casos, seguido de C. tropicalis
(20,9%) e C. parapsilosis (20,5%), Candida pelliculosa (6,2%), C. glabrata (4,9), C.
guilliermondii (2,4%), Pichia ohmeri (1,3%) e C. krusei (1,1%).
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No Sul do pais se observa um panorama semelhante ao revelado por
Colombo em 1999: C. albicans concentra de 45 a 59% dos casos de ICS, C.
parapsilosis de 9% a 26%, C. tropicalis de 13,3 a 15%, C. glabrata de 3 a 9% e C.
krusei de 2 a 5% (ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al., 2005; FRANCA et al.,
2008).

Em Séao Paulo, estudo publicado em 2000 foram avaliados 82 pacientes com
candidemia, C. albicans foi responsavel por 50% dos casos, seguido de C.
parapsilosis (17,4%), C. tropicalis (11,6%), C. guilliermondii (9,3%), C. glabrata
(2,3%) e C. krusei (1,2%) (COSTA et al., 2000). Dados mais recentes sobre 282
casos de candidemia revelaram a deteccao de 8 espécies de Candida, as cepas de
Candida n&o-albicans contabilizaram 62% dos isolados, com destaque para C.
parapsilosis e C. tropicalis (COLOMBO et al., 2007).

Avaliando especificamente pacientes pediatricos, Matsumoto em 2001
detectou que nesta populacdo atendida em hospital publico de Sao Paulo C.
parapsilosis superou em quase duas vezes a freqiéncia de C. albicans isoladas de
hemocultura, confirmando a importancia mundial desta espécie entre criancas,
principalmente recém-nascidos.

Em relagédo a freqiéncia dos agentes de candidemia na regido Centro-Oeste,
tem-se que C. albicans é responsavel por 46 a 48% dos casos, seguido de C.
parapsilosis com 24% a 34%, C. tropicalis 6 a 14%, C. glabrata 0 a 5% e C.
guilliermondii de 0 a 12,1%.(PASSOS et al., 2007; CHANG et al., 2008). Em estudo
com criancas internadas no HU-UFMS, Chang et al. (2003) demonstraram que
Candida spp era o quinto patdégeno mais freqiiente nas infec¢des hospitalares.

No Nordeste, a epidemiologia das candidemias do restante do pais, sendo C.
parapsilosis o principal agente isolado, seguido de C. albicans e C. tropicalis
(BARBERINO et al., 2006; MEDRANO et al., 2006; COLOMBO et al, 2007,
HINRICHSEN et al., 2008).

1.6 Impacto das candidemias

De acordo com a literatura, um dos principais problemas gerados por esta
infeccdo é a alta taxa de letalidade associada que varia 40-75% em diferentes
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casuisticas, além de aumentar o periodo de internacao e os custos hospitalares
(LELEU et al., 2002; PERES-BOTA et al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005; MORGAN
et al., 2005). Em nosso pais os valores sdo semelhantes, variando de 41 a 62%
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; GUDLAUGSSON et al., 2003; COLOMBO et al.,
2006). Essa alta taxa de mortalidade tem sido atribuida ao diagnéstico tardio e a
gravidade das comorbidades. De acordo com GUDLAUGSSON et al. (2003), o risco
de Obito entre pacientes com candidemia é cinco vezes maior se comparado com
grupo controle com caracteristicas clinicas semelhantes.

O elevado custo decorrente do atendimento ao paciente com candidemia tem
sido estimado nos EUA entre US$ 29.000 e 44.536. Os altos gastos se devem
principalmente ao maior tempo de internagdo necessario para o tratamento destes
pacientes. O custo estimado da prestacdo de cuidados aos pacientes com
candidemia pode aumentar dependendo do antifingico utilizado (RENTZ et al.,
1998; OLAECHEA et al., 2004; MORGAN et al., 2005).

Separando os pacientes em grupos especificos, Colombo et al. (1999)
determinaram que entre os prematuros a mortalidade foi de 35%, entre os pacientes
com cancer foi de 47%, para os diabéticos o indice foi de 67% e 57% dos pacientes
com AIDS evoluiram a 6bito.

Segundo o agente etioldgico, a mortalidade associada a C. albicans varia de
25% a 45% em diferentes estudos. Em relacao C. tropicalis estes valores variam de
40% a 60% (PAPPAS et al., 2003; TORTORANO et al., 2004; NUCCI; COLOMBO,
2007). Enquanto C. parapsilosis é responsavel pelas menores taxas de mortalidade
(4% a 20%), C. glabrata desponta como a espécie que ocasiona maior mortalidade e
esta associada a indices que chegam a 78% (KRCMERY; BARNES, 2002; VIUDES;
PEMAN; CANTON; UBEDA et al., 2002; ALONSO-VALLE et al., 2003; HORN et al.,
2009).

Outros fatores que contribuem para uma maior mortalidade sdo: idades
extremas, choque séptico, neutropenia severa e prolongada, nao retirada do cateter
venoso central apdés o diagndstico, leucemia, insuficiéncia renal, insuficiéncia
respiratéria, internacdo em UTI, gravidade do paciente, candidemia persistente,
corticoterapia e antibioticoterapia por periodo prolongado (NUCCI; COLOMBO et al.,
1998; NUCCI; ANAISSIE, 2001; NUCCI; COLOMBO, 2002; VIUDES; PEMAN;
CANTON; UBEDA et al., 2002; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; SAFDAR et al.,
2004; ALMIRANTE et al., 2005; ASMUNDSDOTTIR et al., 2005).
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A principal forma de se combater as infec¢des fungicas da corrente sanguinea
e a sua consequente alta taxa de mortalidade € sem duvida a prevencédo da sua
ocorréncia, bem como a utilizacdo de terapia profilatica em populagdes onde
trabalhos cientificos comprovam a reducdo do numero de 6bitos (transplantados,
neutropénicos, cancer) (MARR et al., 2000; MCNEIL et al., 2001). A prevengao da
candidemia reduz mais a mortalidade do que a busca por cuidados de suporte e
terapia antifungica para pacientes que ja estao infectados (GUDLAUGSSON et al.,
2003).

A prevengdo da candidemia baseia-se na extingdo ou tornar minima a
exposicao a fatores de risco ja conhecidos. A retirada do cateter venoso central
assim que as condicdes clinicas do paciente permitam e o uso racional dos agentes
antimicrobianos sdo importantes medidas para o controle das candidemias
(GUDLAUGSSON et al., 2003).

1.7 Principais espécies de Candida associadas a infeccoes da corrente

sanguinea

Candida albicans - é a levedura mais frequentemente citada na literatura como
agente de infeccao na corrente sanguinea, respondendo por cerca da metade dos
casos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ROILIDES et al., 2004; RUHNKE, 2006).
Essa freqiiéncia esta relacionada a colonizagao prévia do paciente e é justificada por
seu potencial patogénico ou de viruléncia evidenciados pela capacidade de
aderéncia a mucosas e epitélios, forte atividade secretéria de enzimas (fosfolipases
e proteinases), termotolerancia e dimorfismo que auxilia a invasdo de tecidos
(ODDS, 1994; OLLERT et al., 1995; MCCULLOUGH et al.,, 1996; LACAZ et al.,
2002; BENDEL, 2003). E uma espécie essencialmente sensivel aos antifiingicos,
contudo, alguns isolados podem adquirir resisténcia depois de prolongada exposicao
as drogas azdlicas. A resisténcia a anfotericina B é incomum (PFALLER et al.,
1998a; RAUTEMAA et al., 2007).

Candida parapsilosis - essa espécie responde por 7 a 15% do total das
candidemias nos EUA e Europa (VOSS et al, 1996; PFALLER et al., 2001;
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ALMIRANTE et al., 2006). Estudos na América Latina revelam que este agente é a
segunda principal causa de infeccao fungica invasiva (COLOMBO et al., 1999;
COSTA et al., 2000; GODOQY et al., 2003). Esta espécie de Candida nao-albicans
costuma ser mais freqliente em criangas, principalmente entre recém-nascidos
prematuros, e estd associada a fontes exdégenas de infecgdes como alimentacao
parenteral, uso de cateter e solucbes contaminadas (WEEMS, 1992; BRITO et al.,
2006; KRCMERY; BARNES, 2002; ALMIRANTE et al., 2006).

Outros estudos revelam que as maos dos profissionais de salude sao
importante reservatorio para a transmissdo desta levedura entre os pacientes
hospitalizados, podendo até provocar pequenos surtos. Candida parapsilosis é
considerada menos virulenta que C. albicans e C. tropicalis, mas tem importante
habilidade de proliferar em solu¢des glicosadas e de formar biofilme que aumenta a
aderéncia a materiais sintéticos (WEEMS, 1992; EL-MOHANDES et al., 1994;
KRCMERY; BARNES, 2002; LUPETTI et al, 2002; AHMAD et al., 2003; SAN
MIGUEL et al, 2005). Sao espécies geralmente com alta sensibilidade aos
antifngicos (KRCMERY; BARNES, 2002; ALMIRANTE et al., 2006; BRITO et al.,
2006).

Atualmente essa espécie teve sua nomenclatura alterada devido a distingéao
genética de trés grupos distintos, sendo reclassificada como C. parapsilosis, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis. Apesar dessas duas novas variantes, cerca de 90%
das espécies continuam sendo classificadas como C. parapsilosis (SILVA et al.,
2009).

Candida tropicalis - ¢ uma das espécies de Candida nao-albicans mais prevalente,
principalmente na América Latina (PFALLER et al., 2000). Em estudos realizados na
década de 80 e inicio dos anos 90, C. tropicalis era encontrada em taxas superiores
a 15% nos episodios de candidemia (FRASER et al.,, 1992) e atualmente esta
afirmativa persiste na América do Sul, Asia e Oriente Médio. Na América do Sul, esta
entre o segundo ou terceiro agente mais frequente isolados em ICS (FRASER et al.,
1992; PFALLER et al., 2000; GODOQY et al., 2003; ALMIRANTE et al., 2005; CHENG
et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; NUCCI; COLOMBO, 2007). No Brasil, acomete
de 16 a 26% dos pacientes com candidemia (NUCCI; COLOMBO, 2007).

Nos EUA, Canada e Europa tem sido reportada em baixas proporcoes (2 a
10% na Europa, 6 a 12% nos EUA e Canada) (YAMAMURA et al, 1999;
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ASMUNDSDOTTIR et al, 2002; TRICK et al, 2002; PAPPAS et al, 2003;
TORTORANO et al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005). A ampla utilizacao de
fluconazol na Europa e América do Norte pode ter contribuido para a diminuicao da
incidéncia de C. tropicalis nestes paises nos ultimos dez anos (ABI-SAID et al.,
1997).

Muitos autores descrevem o isolamento de C. tropicalis em hemocultura de
pacientes com cancer, leucemia e neutropenia (WINGARD, 1995; NUCCI; SILVEIRA
et al., 1998; ALMIRANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; NUCCI; COLOMBO,
2007).

Candida glabrata - essa espécie esta envolvida em 5 a 24% dos episédios de
candidemia e tem surgido como importante agente de ICS (PFALLER et al., 2001;
COLOMBO et al., 2006). De acordo com Pfaller e Diekema (2002) na década de 90,
nos EUA houve um aumento importante de 12% para 24% nos casos de
candidemia. Desde entdo, na América do Norte e Europa, constitui a segunda ou
terceira espécie de Candida mais isolada de hemoculturas e ocorre mais
frequentemente em idosos (DIEKEMA; PFALLER et al., 2002); (ABI-SAID et al.,
1997; PFALLER; DIEKEMA, 2002; PFALLER et al., 2003).

Isolados clinicos podem apresentar sensibilidade reduzida em relacdo ao
fluconazol devido a capacidade desta espécie em desenvolver resisténcia aos azéis
posteriormente a exposicao a estas drogas. Cerca de 10-20% das cepas isoladas de
hemoculturas sao resistentes ao fluconazol (REX et al., 1995; ABI-SAID et al., 1997;
DIEKEMA; PFALLER et al., 2002). A taxa de mortalidade associada a esta espécie
varia de 10 a 73% (COLOMBO et al., 1999; KRCMERY; BARNES, 2002).

Candida krusei - tem sido isolada com menor freqiéncia em fungemias, ocorrendo
principalmente em pacientes com neutropenia, cancer, leucemia, transplantados e
naqueles infectados por HIV. A resisténcia intrinseca desta levedura ao fluconazol
explica sua maior ocorréncia nestes grupos especificos de pacientes que com
freqUéncia recebem esta droga profilaticamente (HORN et al., 2009). A mortalidade
geral associada a C. krusei varia de 30 a 70%. Alguns autores afirmam que os ébitos
nao estao relacionados a infeccdo, mas ao estado geral do paciente. Assim, ganha
forca a hipotese de que C. krusei acompanha os estagios terminais de pacientes

com doenca hematolégica maligna. As espécies de C. krusei e C. glabrata tém
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menor patogenicidade e viruléncia que cepas de C. albicans, pois requerem um
aumento na pressao seletiva por antibiéticos para colonizar a pele e TGI (WINGARD
et al., 1991; KRCMERY et al., 1999; VISCOLI et al., 1999; MARR et al., 2000; REX
et al., 2000; SAFDAR et al., 2001; HOPE et al., 2002; KRCMERY; BARNES, 2002;
LIN et al., 2005; HAUTALA et al., 2007).

Outras espécies - sdo raros os casos de micose sistémica ocasionados por C.
dubliniensis, uma espécie morfologicamente e bioquimicamente muito semelhante a
Candida albicans. Esta espécie aparentemente € menos virulenta que C. albicans,
contudo, tem mais facilidade de adquirir resisténcia aos azoélicos (SILVA; CABRERA
et al., 2003; SULLIVAN et al., 2004).

Assim como a C. dubliniesis, C. lusitaniae € um agente infrequente nas
candidemias, infectam principalmente pacientes imunodeprimidos (KRCMERY;
BARNES, 2002). Apesar de ser uma espécie sensivel ao fluconazol pode
desenvolver resisténcia a anfotericina B (MERZ, 1984; MERZ et al., 1992;
PIETRUCHA-DILANCHIAN et al., 2001; VIUDES; PEMAN; CANTON; SALAVERT et
al., 2002). De forma similar, as ICS por Candida guilliermondii sao raras. Alguns
estudos referem sua ocorréncia de 0,7% a 2,3% em pacientes portadores de
neoplasias (KRCMERY; BARNES, 2002; DURAN et al., 2003; CHENG et al., 2004;
AQUINO et al., 2005; GIRMENIA et al., 2006).

1.8 Tratamento e susceptibilidade antifungica

Entre as décadas de 60 e 70 um grande numero de pacientes com
candidemia morreu devido ao desconhecimento da infeccao e por isso nao recebiam
tratamento adequado. Muitas vezes as candidemias eram consideradas como
episddios transitérios e benignos, pois, as leveduras ndao eram tidas como patégenos
verdadeiros. Somente em casos graves a anfotericina B era utilizada, mesmo assim
a demora na instituicdo da terapia e o desconhecimento da toxicidade da droga nao
garantiam a sobrevivéncia (ELLIS; SPIVACK, 1967; TOALA et al., 1970).

A terapia empirica, definida como a instituicdo do uso de um antimicrobiano
antes da identificacdo do tipo de agente infeccioso envolvido (BOUZA et al., 2004),
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em pacientes com suspeita de ICS geralmente é direcionada para bactérias Gram
positivas ou Gram negativas. Dados revelam que menos de 6% dos pacientes
recebem tratamento antifingico empiricamente e que a demora na instauragédo da
terapia antifingica nos casos de candidemia aumentam a mortalidade, morbidade,
tempo e custos de internacao (MORRELL et al., 2005; GAREY et al., 2006).

Devido as espécies de Candida serem isoladas em menor propor¢ao que as
bactérias nas infecgcdes da corrente sanguinea (8 a 10% do total das ICS) e a
auséncia de sinais e sintomas especificos, as candidemias geralmente nao sao
tratadas até o momento do isolamento da levedura (PFALLER et al., 1998a; RENTZ
et al., 1998; BOUZA et al., 2004). Diante disto, ressalta-se a importancia da rapida
instituicdo do antifungico apds a hemocultura positiva. Pacientes que nao recebem
tratamento tém maior taxa de mortalidade que aqueles nao tratados (63% contra
44%, respectivamente) (COLOMBO et al., 1999).

A profilaxia antifungica em pacientes neutropénicos de alto risco ja esta
efetivamente reconhecida, estudos atuais tentam determinar o papel da profilaxia em
outros tipos de pacientes, principalmente naqueles criticos internados em terapia
intensiva. Neste sentido, Pelz et al. (2001) realizaram um estudo comparando o risco
de infecgcdo fungica em pacientes criticos cirdrgicos que receberam profilaticamente
400mg de fluconazol diariamente e outros que receberam placebo. O risco de
infeccdo fungica foi 55% menor naqueles que utilizaram fluconazol, o tratamento
profilatico reduziu a incidéncia de infeccao fungica, mas nao houve diferenca quanto
a mortalidade entre os dois grupos. Para Pappas et al. (2004) a profilaxia deve ser
instituida com a finalidade de reduzir a incidéncia de candidemia em pacientes
neutropénicos durante o periodo de duragdo da neutropenia, em pacientes
internados em UTls, em transplantados durante o periodo pds-operatorio e em
pacientes com HIV. Contudo, o uso profilatico de antifungicos pode ocasionar uma
selecao de cepas resistentes, o que deve ser controlado com a instituicao de outras
medidas de controle de infecgdes hospitalares (PAPPAS et al., 2004).

No Brasil, os antifingicos de primeira escolha para o tratamento da ICS por
Candida sao os triazolicos fluconazol e itraconazol e o poliénico anfotericina B
(COLOMBO, 2000). Ainda existem outras drogas disponiveis como 0s novos
triazolicos voriconazol, posiconazol e ravuconazol e as equinocandinas como a
caspofungina. No cenario Sul Mato-grossense, o0s antifingicos amplamente

utilizados sao o fluconazol e anfotericina B desoxicolato.
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A anfotericina B € uma droga fungicida que se liga ao ergosterol presente na
membrana celular da levedura causando uma alteragdo constitucional na mesma,
formando porinas que aumentam a permeabilidade celular e consequente lise total.
Os antifingicos azdlicos sao drogas fungistaticas que atuam inibindo a biossintese
de ergosterol no interior da levedura. Com a falta de ergosterol para compor a
membrana celular o fungo ndo consegue realizar divisbes celulares e
consequentemente nao se multiplica (BORGERS, 1980).

As principais causas das falhas da terapéutica antifungica sistémica incluem:
doses inadequadas; absorcéo, distribuicdo ou metabolismo deficiente; interacdes
medicamentosas; neutropenia grave; presenca de corpo estranho; emergéncia do
fenbmeno da resisténcia aos antifungicos (CANUTO; RODERO, 2002).

A eficacia clinica dos antifungicos azoélicos, como fluconazol e itraconazol, tem
sido desafiada nos ultimos anos devido a perceptivel emergéncia de espécies de
Candida que desenvolveram resisténcia secundaria (adquirida), que possuem
susceptibilidade reduzida ou s&o intrinsecamente resistentes aos agentes
antifangicos (MARICHAL et al.,, 1997; PERFECT, 2004; SARVIKIVI et al., 2005;
MAGILL; SHIELDS et al., 2006; PFALLER et al., 2008). A resisténcia a estas drogas
estd relacionada a mecanismos moleculares que incluem bombas de efluxo,
mutacao da enzima-alvo do medicamento e alteracdo de outras enzimas na mesma
via biossintética (WHITE et al., 1998; PEMAN et al., 2009).

O desenvolvimento de resisténcia secundaria deve-se ao uso amplo e
prolongado dos triazoles na pratica médica hospitalar e na comunidade. A
resisténcia clinica é consequente do baixo nivel de farmaco nos tecidos devido a
uma interacdo entre drogas ou ao estado de imunodepressdo do paciente
(SANGLARD; ODDS, 2002).

Apesar de serem consideradas menos invasivas e virulentas que as cepas de
C. albicans, algumas espécies nao-albicans tem menor sensibilidade aos
antifangicos comuns (KRCMERY; BARNES, 2002). Fato este de relevancia, pois se
descreve um aumento na incidéncia de espécies ndo-albicans (PFALLER et al.,
1999; SANDVEN, 2000; COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Acredita-se que o maior
indice de isolamento de C. glabrata nos EUA e de C. parapsilosis no Brasil e em
outros paises se deve ao uso do fluconazol de forma empirica e em terapias
profilaticas (GALBAN; MARISCAL, 2006). O extenso tempo de utilizacdo destes
agentes promove uma pressao seletiva sobre as populagdes de fungos (LIN et al.,
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2005). Pfaller et al. (1999) identificaram que 2,9% dos isolados europeus eram
resistentes ao fluconazol, seguido de 2,5% das cepas dos EUA, 2,4% na América
Latina e 1,6% no Canada.

A maior parte dos relatos de resisténcia das leveduras é atribuida ao
fluconazol, com cepas isoladas de pacientes com AIDS ou que anteriormente foram
tratados com antifungicos azélicos (GALBAN; MARISCAL, 2006). O fluconazol é
eficaz contra as variadas espécies de Candida, contudo, C. krusei possui resisténcia
intrinseca ao fluconazol, ao passo que C. glabrata pode apresentar-se com
sensibilidade reduzida a tal farmaco. Assim, relatos que as candidemias causadas
por C. krusei e C. glabrata experimentaram significativa emergéncia sao justificados
(PAPPAS et al., 2009).

A identificacdo da espécie de Candida e o conhecimento do uso prévio de
antifungicos sado de fundamental importancia, pois pode sugerir a provavel
resisténcia in vitro ao fluconazol. A anfotericina B constitui-se num recurso extremo
para o tratamento de infecgdes fungicas, sendo que a resisténcia a esse farmaco é
incomum. Contudo, ja existem relatos de isolados de Candida nao-albicans,
principalmente C. krusei, em que tal fenébmeno é identificado (PAPPAS et al., 2009).

A sensibilidade in vitro aos antifUngicos pode nao predizer 0 sucesso da
terapia, mas a possibilidade de uma droga ou sua concentragéo falhar é observada
guando uma cepa é resistente. Existem varios fatores que além da susceptibilidade
in vitro influenciam no tratamento: a farmacocinética e farmacodindmica do
medicamento em questdo, o grau de debilidade do paciente, o potencial de
viruléncia do patégeno e a acessibilidade do farmaco ao local de infecgdo. Uma boa
resposta imunolégica do paciente é de grande valia visto que os azélicos nao sao
fungicidas, mas fungistaticos (TAPIA et al., 2003).

O estudo da susceptibilidade in vitro das espécies de Candida isoladas de
hemoculturas, sugerido neste trabalho, é pioneiro em nossa regido. A implantacao
deste servico sera util na medida em que propiciara o conhecimento do perfil
susceptibilidade e/ou resisténcia aos antifungicos que sao atualmente utilizados de
forma empirica, ou baseados em dados de outras regides ou mesmo internacionais.
Uma situacao ideal seria se as infeccdes fungicas fossem combatidas tomando-se
por base a epidemiologia e a sensibilidade in vitro aos antifungicos das cepas locais,
ja que a prevaléncia e a susceptibilidade variam até mesmo entre as regides de um
mesmo pais, justificando a necessidade de sua averiguacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Analisar o perfil epidemiolégico de candidemias e avaliar a susceptibilidade
in vitro de Candida spp isoladas de hemoculturas de pacientes internados no
Hospital Universitario de Mato Grosso do Sul entre 1998 e 2007.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar as espécies de Candida envolvidas nos casos de candidemia
ocorridos em pacientes internados no HU-UFMS entre janeiro de 1998 a dezembro
de 2007;

- Desenvolver estudo fenotipico dos isolados de Candida spp por meio de
teste de susceptibilidade (antifungigrama);

- Descrever as caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas das infeccoes da
corrente sanguinea ocasionadas por espécies de Candida;

- Verificar as condi¢des de risco relacionadas a candidemias;

- Avaliar a evolugcao dos casos e a terapéutica instituida;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo descritivo retrospectivo do tipo série de casos.

3.2 Sujeito da pesquisa

Foram incluidos no estudo pacientes internados que tiveram uma ou mais
hemoculturas positivas para Candida spp.

Foram excluidos dois casos de candidemia ocorridos em pacientes nao
internados e outros trés devido a escassez de dados nos prontuarios médicos.

3.3 Local e periodo do estudo

Foram incluidos neste estudo episédios de candidemia ocorridos em
pacientes internados no Hospital Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU-UFMS), Campo Grande — MS, no
periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2007. O HU-UFMS é um hospital terciario
que presta servicos de salide ambulatorial e hospitalar, vinculados ao Sistema Unico
de Salde (SUS). E considerado um hospital terciario de alta complexidade com 245
leitos.
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3.4 Amostragem

No referido periodo, as cepas de Candida spp foram isoladas da corrente
sanguinea de pacientes internados no HU-UFMS. Estas leveduras foram estocadas
a -20°C em Skim Milk (Difco®) e caldo Brain Infusion Heart (BHI, Difco®) com
glicerol a 50% no Laboratério de Micologia do HU-UFMS, responsavel pela cultura e
identificacdo de fungos no ambito do Nucleo do Hospital Universitario (NHU).

3.5 Variaveis estudadas

Partindo das hemoculturas positivas para Candida spp, buscou-se o0
prontuario médico dos pacientes com a finalidade de se obter dados demograficos,
clinicos e epidemiol6gicos. Estes dados foram transferidos para um formulario
préprio para o estudo (Apéndice A).

3.5.1 Dados demograficos

As variaveis demograficas compiladas foram: idade, sexo, naturalidade e
procedéncia dos pacientes.

3.5.2 Dados clinico-epidemioldqicos

Foram obtidos dados referentes a hospitalizacdo: setor e periodo de
internacao, tempo entre admissao e diagndstico da candidemia.

Algumas informagdes sobre as manifestagdes clinicas dos pacientes
referentes a ocasiao do episédio de candidemia foram avaliadas: doenca de base

(HIV positivo, tumor maligno sélido, leucemia, diabetes, doenca cardiaca, pulmonar,
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neurolégica, hepatica, renal e doenca auto-imune), febre (237,8°C), dispnéia,
diarréia, lesdo de pele e infeccao urinaria ocasionada por Candida spp, candidiase
oral, convulsdo, anasarca, hipotensao (sistélica <90mm), taquicardia, pneumonia e
outro tipo de infeccdo por Candida. A evolucao clinica (alta ou ébito) também foi
avaliada.

Foram avaliadas algumas condicbes de risco que poderiam estar
relacionadas a candidemia: uso de drogas imunossupressoras como corticoides e
quimioterapicos, anti-retrovirais, uso de dispositivo intravascular (cateter, sonda,
dreno), ventilagdo mecaénica, nutricdo parenteral, internacdo em setores criticos
(UTI/CTI), didlise, traqueostomia, prétese, colostomia, transfusao, colonizagao prévia
por leveduras evidenciada por pesquisa direta ou cultura e uso de antibidticos e
medicamentos antiacidos estomacais.

Dados complementares foram obtidos de exames laboratoriais anexos aos
prontuarios: hemograma solicitado no dia da coleta da hemocultura, exames de urina
(sedimetoscopia e cultura) e outras culturas coletadas no mesmo periodo. A
presenca de Candida spp em outros sitios anatdbmicos antes do episddio de
candidemia (colonizacdo prévia) foi considerada mediante descricdo médica de
diagnéstico clinico ou micolégico direto e culturas positivas arquivadas no prontuario
médico.

Em relacao ao tratamento antifungico, foi observado o tipo de droga prescrita,
bem como sua dosagem e tempo de utilizacao.

3.6 Obtencao e identificacao das leveduras

As hemoculturas foram realizadas apds solicitacdo do médico assistente do
paciente. Para fins de diagnéstico, a coleta da amostra clinica (sangue) foi realizada
apos rigorosa anti-sepsia. Para as hemoculturas dos pacientes pediatricos foi
coletada uma amostra de 1,5 a 3mL de sangue e para os adultos, duas amostras de
8 a 10mL de diferentes locais de puncao, de acordo com normas do fabricante. O
material obtido foi inoculado em frascos de hemocultura do sistema automatizado
Bactec® 9120 (BBL, Becton Dickinson, Sparks, USA) e encaminhados ao setor de
bacteriologia para a incubacdo a 35°C. Na estufa do equipamento Bactec® os
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frascos foram agitados continuamente e monitorados em intervalos de 10 minutos a
fim de se detectar o crescimento microbiano pela produgcdo de gas carbdnico. As
variagdes da concentracdo de gas carbdnico decorrente do metabolismo microbiano
foram medidas através de sensores presentes no fundo dos frascos. O sistema de
deteccgdo funciona por meio da fluorescéncia, o que aumenta a precisao do teste.

Apés a deteccdo das hemoculturas positivas pelo Bactec®, foi realizado Gram
do material contido nos frascos com a finalidade de se determinar o tipo de
microrganismo envolvido. Com a constatacdo da presenca de levedura pela
coloracao de Gram, os frascos foram encaminhados ao laboratério de micologia para
identificagdo da mesma. As amostras foram entdo semeadas em agar Sabouraud
dextrose (ASD) e triadas em agar cromogénico (Chomogenic Candida Selective,
Oxo0id®) e incubadas a 25°C e 35°C. Passadas 24 horas de crescimento em ASD,
as leveduras foram identificadas segundo técnicas convencionais recomendadas por
Lacaz et al. (2002), incluindo: pesquisa do tubo germinativo, auxanograma (prova de
assimilacao de acucares), microcultivo em agar fuba e crescimento a 42°C.

Para o conhecimento do corpo clinico, os laudos com a espécie de Candida
envolvida foram liberados de imediato apds a identificacdo do agente.

3.7 Teste de susceptibilidade in vitro a drogas antifungicas

A metodologia utilizada neste estudo seguiu a padronizacdo publicada pelo
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), atual CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute), em 2002: documento M27-A2 (Método de
referéncia para testes de diluicdo em caldo para a determinacdo da sensibilidade de
leveduras a terapia antifingica. A técnica baseia-se no preparo de microplacas
contendo variadas concentracbes de um determinado antifungico, as quais

posteriormente sdo inoculadas as leveduras para avaliacdo de sua susceptibilidade.
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3.7.1 Drogas antifungicas

As drogas antifungicas testadas foram: anfotericina B (Sigma®, A2411),
fluconazol (Sandoz®) e itraconazol (Metrochem®), obtidas comercialmente ou
através de doacdo diretamente do fabricante. O armazenamento seguiu as

especificacdes dos fornecedores.

3.7.2 Preparo das solucoes de estoque (solucoes méae) dos antifingicos

Para o preparo das solucdes de estoque foram utilizadas as substancias
antifangicas na forma de p6 (fluconazol e anfotericina B) ou pellets (itraconazol).
Estas foram pesadas em balanga analitica de precisdo, em propor¢cao minima de
100mg a fim de minimizar possiveis erros. Apds a pesagem das drogas, estas foram
dissolvidas de acordo com sua solubilidade. A anfotericina B e itraconazol foram
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO - Merck®) e o fluconazol em agua estéril.
Para o manuseio e solubilizagdo da anfotericina B foram tomadas todas as
precaucoes para nao haver exposicao a luz, visto que esta droga é fotossensivel.

A férmula abaixo determinou o volume de solvente necessério para se obter
uma solu¢do mae de fluconazol com concentragcao 5120ug/mL e de 1600ug/mL para
anfotericina B e itraconazol, recomendadas pelo CLSI.

Peso (mg) = Volume solvente (mL) x Concentracao solucéo estoque (ug/mL)

Poténcia da substancia antifungica (ug/mg)

Apbs a solubilizacdo das drogas, as mesmas foram transferidas para
criotubos de 2mL e armazenadas a -20°C até sua utilizacao. Os criotubos contendo

anfotericina B foram envoltos por papel aluminio para evitar o contado com a luz.
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3.7.3 Meio de Cultura

O meio utilizado foi o RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 com
glutamina e 0,165mM de MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico), sem
bicarbonato e antibiético e com indicador vermelho de fenol, recomendado pelo
documento M27-A2. Trata-se de um caldo de cor laranja, estabilizado em pH 7,0 e
composto por uma mistura de sais enriquecidos com aminodacidos, vitaminas e
outros componentes essenciais para o crescimento celular. O meio foi adquirido

comercialmente (Cultilab®) e mantido em geladeira.

3.7.4 Preparo das placas com fluconazol (Fz)

Primeiramente, a solugdo estoque de Fz (5120ug/mL) foi retirada do
congelador e descongelada a temperatura ambiente para posterior dilui¢cao.

Para preparar as microplacas contendo Fz foi necessario fazer uma série de
diluicbes em razéo 2, partindo das solugdes mée estocadas. As diluicdes realizadas
estao descritas na tabela 1 e ilustrada na figura 1.

Apbés o término das diluicbes do Fz, foram obtidas solucbes com
concentracgdes finais que variaram de 0,25 a 128 ug/mL. Em sequéncia, as solucdes
finais de Fz foram aplicadas nas placas de microtitulacdo de fundo plano, contendo
96 orificios. As 10 concentracbes do antifiUngico foram dispensadas no sentido
vertical das placas, nos pogos das colunas 2 a 11, nesta sequéncia: 100uL da menor
concentracéao final de Fz (tubo 10 com 0,25ug/mL) foram pipetados em cada um dos
8 orificios da coluna 11; 100uL da concentracdo do tubo 9 (0,5ug/mL) nos pocos da
coluna 10 e assim por diante. A coluna 2 foi a Ultima a ser preenchida com 100uL
em cada pog¢o da maior concentracdo da droga (tubo 1 com 128ug/mL). N&o foi
aplicado antifungico nas colunas 1 e 12 destinadas ao controle de esterilidade e/ou
controle negativo (CN) e controle de crescimento e/ou controle positivo (CP),
respectivamente ( Figura 2) .

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



42

RPMI. Em seguida foram acondicionadas em sacos plasticos e congeladas a -20°C.
As placas foram utilizadas com no maximo um més de estoque.

Todos os procedimentos foram realizados em cabine de seguranca biologica
e as diluicées feitas em com auxilio de materiais esterilizados como: tubos de
ensaio, pipetas graduadas, reservatérios em “V” para pipeta multicanal e ponteiras
para pipetas automaticas.

3.7.5 Preparo das placas com itraconazol (1z) e anfotericina B (AnB)

O preparo das placas de Iz e AnB foi semelhante ao do Fz. Para ambas as
drogas, partiu-se de uma solugdo-mae de 1600ug/mL. Esta solucdo foi
descongelada e diluida em razédo 2. O esquema da diluicao destes antifungicos esta
descrito na Tabela 2 e ilustrado nas Figuras 3 e 4. Terminadas as diluicdes, as
concentragoes finais de 1z e AnB variaram de 0,03 a 16 pg/mL.

As 10 concentracbes finais dos antifungicos foram dispensadas no sentido
vertical das microplacas, nos orificios das colunas 2 a 11 na sequéncia: cada um dos
8 orificios da coluna 11 receberam 100uL da menor concentracao final de AnB e Iz
(tubo 10 com 0,03ug/mL); 100uL da concentracdo do tubo 9 (0,06pg/mL) foram
dispensados nos orificios da coluna 10 e assim por diante. Desta maneira, na coluna
2 foi pipetado 100puL em cada orificio da maior concentragdo das drogas (tubo 1
com 16ug/mL).

Nao foi aplicado antifungico nas colunas 1 e 12 destinadas ao controle
negativo (CN) e controle positivo (CP), respectivamente ( Figura 2) . As placas foram
entdo cobertas com filme plastico (parafiime), tampadas, identificadas segundo a
droga, data do preparo e lote de RPMI. A seguir foram colocadas em sacos plasticos
para armazenamento a -20°C por no maximo 30 dias. A AnB foi sempre
acondicionada protegida da luz e envolta com papel aluminio.
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3.7.6 Preparo do inéculo

Cerca de dez dias antes de realizar o antifungigrama, cada amostra de
Candida estocada a - 20°C foi descongelada e semeada em placa de agar
Sabouraud-dextrose (ASD, Difco®). Ap6s crescimento em placa, colénias isoladas
foram repicadas para tubos de rosca contendo ASD e estocadas na micoteca a
temperatura ambiente. A partir das culturas crescidas nos tubos, realizou-se uma
subcultura (repique) dos microrganismos em placas contendo ASD, 24 horas antes
da realizacao do teste de sensibilidade. A temperatura de incubagédo destas placas
foi de 35°C(x 1°C).

Com o auxilio de algas descartaveis, o indculo foi preparado escolhendo-se
de uma a cinco colénias puras (isoladas) nas placas de ASD. Os isolados foram
entao suspensos em 5mL de solucéo fisioldgica estéril contida em tubos de ensaios.
A suspenséo resultante foi colocada em agitador de vortex durante 15 segundos € a
densidade celular ajustada com a ajuda da escala 0,5 de McFarland (Probac®) e do
cartdo de Wickerhan. Esse procedimento forneceu uma suspensao-padrao de
levedura contendo aproximadamente 1 x 10° a 5 x 10° unidades formadoras de
colénia (UFC) por mililitro. Esta suspenséao foi entdo determinada como suspensao
1. Em seqliéncia, a “suspensao 1” foi diluida em meio RPMI numa proporcao de
1:50, ou seja, 100uL da suspensdo 1 foram adicionados a um tubo de ensaio
contendo 4,9mL de RPMI. Homogeneizou-se por 15 segundos com a ajuda do
agitador. Esta segunda suspensao foi determinada “suspensao 2”. Finalizando as
diluicées do inéculo, foi retirado 500uL da suspensao 2 e dispensados em um tubo
de ensaio com 9,5mL de RPMI (diluigdo 1:20). Esta ultima diluicdo (1:20)
denominou-se “suspensdo 3” e continha cerca de 1 x 10% a 5 x 10® UFC/mL.

Todo o procedimento descrito esta ilustrado na Figura 5. O inéculo foi

aplicado na placas de antifungicos dentro de 15 minutos apés sua padronizacao.
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3.7.7 Execucio do antifungigrama

Logo apds a obtencdo da “suspensao 3” do in6culo, esta foi aplicada nas
microplacas que ja continham o antifungico. O indculo foi vertido no reservatorio em
“V” estéril e transferido com auxilio de pipeta multicanal (utilizado 11 ponteiras) para
as linhas A e B das microplacas com antifungico. Foi pipetado 100uL do inéculo em
cada um dos 11 orificios nas linhas A e B entre as colunas 12 a 2 (coluna 1 foi
destinada ao controle de esterilidade do meio RPMI) (Figura 5). Este procedimento
foi reproduzido nas 3 placas de antifungicos, ou seja, o mesmo indculo foi pipetado
nas linhas A e B das placas de Fz, Iz e AnB (mesma posicao nas 3 placas). Outro
in6culo foi adicionado as linhas C e D de cada placa, nas linhas E e F foi aplicada
outra levedura e as linhas G e H reservadas para colocar as cepas do controle de
qualidade American Type Culture Collection (ATCC): C. krusei (ATCC 6258) e C.
parapsilosis (ATCC 22019).

As cepas de controle de qualidade C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis
(ATCC 22019) foram fornecidas pelo Laboratério Central de Mato Grosso do Sul
(LACEN-MS) e adicionadas as placas toda vez que se realizou o antifungigrama. Os
intervalos de CIM aceitaveis para as leveduras de controle de qualidade foram
aqueles determinados pelo documento M27-A2 (Anexo A).

Nas colunas 12 (que contém 100uL de inéculo) foi adicionado mais 100uL de
meio RPMI e a coluna 1 (controle de esterilidade) 200uL do mesmo meio. Desta
forma, todos os orificios ficaram com um volume final de 200uL.

Ao adicionar 100uL do inéculo nos orificios que ja continham 100uL do
antifingico realizou-se uma diluicdo 1:2 de ambos. Assim, chegou-se a
concentragdo final desejada de inéculo (0,5 x 10% a 2,5 x 10° UFC/mL) e de
antifungico (0,125 a 64ug/mL de Fz e 0,015 a 8ug/ mL de AnB e I2) .

3.7.8 Incubacéao

As placas de antifungigrama foram incubadas a 35°C por até 48horas. As
placas de anfotericina B foram cobertas com papel aluminio.
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3.7.9 Leitura e interpretacao dos resultados

Para AnB (fungicida) o valor da concentragdo inibitéria minina (CIM) foi
definida como a menor concentracdo em que houve inibicdo total de crescimento da
levedura (Figura 6).

Para as drogas fungistaticas, como os azéis (Fz e 1z), a CIM considerada foi
a menor concentracdo em que se observou uma reducdo proeminente de
crescimento, ou seja, uma reducao de 50% ou mais no crescimento da levedura se
comparado com crescimento livre de antifungico (coluna 12 ou controle de
crescimento) (Figura 6).

O ténue crescimento residual (inibicao do crescimento maior que 50%) que se
estendeu por um amplo intervalo de concentracdo das drogas fungistaticas foi
considerado como trailing (Figura 6). Trata-se de um fenébmeno que ocorre devido a
acao fungistatica dos azodis e este crescimento ao longo da linha de inoculagéo nao
representa resisténcia ao antifngico.

Os pontos de corte para a classificacao das leveduras como sensiveis (S),
sensiveis dose dependentes (SDD) e resistentes (R) para Fz e Iz estédo
demonstrados no Anexo B. Considerando que até o momento ndo existe consenso
sobre pontos de corte para AnB, neste estudo foi considerado sensivel para AnB a
CIM <1ug/mL e resistente quando CIM >1,0 ug/mL, valores esses sugeridos pela
maioria dos pesquisadores (NGUYEN et al., 1998; COLOMBO et al., 2006; ALVES
et al., 2009).

3.8 Processamento e analise dos resultados

Os resultados laboratoriais e os dados obtidos nas analises de prontuarios
foram tabulados no software Excel e posteriormente analisados no programa Epilnfo
3.3.2. As distribuicbes de freqliéncias das caracteristicas clinicas e epidemiologicas
dos casos de candidemia sdo apresentadas na forma de tabelas e graficos. Analises
bivariadas foram realizadas para identificar possiveis associacdes entre as variadas

espécies de Candida e as exposicoes de interesse. Para isso as variaveis foram
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analisadas pelo teste do Qui-quadrado e posteriormente foi determinada a razdo de
prevaléncia dos resultados significativos. O nivel de significAncia utilizado em todas
as analises foi de 0,05. As variaveis quantitativas foram analisadas com limite de

confianga de 95%.

3.9 Consideracoes éticas

Este trabalho foi submetido ao Comité de ética em pesquisa com seres

humanos da UFMS e aprovado sob o registro de nimero 1401 (Anexo C).

3.10 Conceitos e definicoes

Caso de candidemia foi definido como o isolamento de Candida spp a partir
de hemoculturas. Novos episodios de candidemia ocorridos em um mesmo paciente
dentro de um periodo de trinta dias ndo foram computados. Outras hemoculturas
positivas apés trinta dias do primeiro isolamento foram contadas como novo caso.

Colonizacdo prévia foi definida como a presenga de Candida spp em
amostras clinicas dos pacientes anterior ao isolamento do agente em hemocultura.
A detecgdo das leveduras foi realizada através da visualizacdo do agente em
pesquisa direta e/ou isolamento em cultura.

Pacientes foram considerados adultos com idade superior a 13 anos e
prematuros com idade gestacional menor ou igual a 37 semanas. Leucopenia foi
considerada quando o hemograma revelou um valor menor ou igual a 4.000
leucécitos/mm?®, leucocitose quando o valor foi igual ou superior a 11.000
leucécitos/mm?®, neutropenia quando o valor absoluto foi de <500 células/mm?® e
plaquetopenia quando houve contagem igual ou inferior a 150.000 plaquetas.

Febre foi definida quando a temperatura axilar foi de 237,8°C e hipotensao se
a pressao sistolica foi igual ou inferior a 90 milimetros de mercurio.

Doencas cardiacas abrangeram: insuficiéncia cardiaca congestiva,

endocardite, pericardite, insuficiéncia valvular e derrame pericardico. Doencas
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hepaticas: hepatite, cirrose, hepatomegalia e ectasia veias hepaticas. Doencas
renais: insuficiéncia renal cronica e aguda, glomerulonefrite, microlitiase e refluxo
vesical. Foram consideradas doencgas gastrintestinais: enterocolite necrotizante,
parasitose, Ulceras, vicio de rotagdo, doenca de Chron, atresia de duodeno e
esbfago, abdomem agudo obstrutivo, volvo de intestino e aderéncia de alcas. E
foram classificadas como doencgas pulmonares: pneumonia, doenca pulmonar
obstrutiva crénica e derrame pleural. As doencas neuroldégicas encontradas foram:
sindrome de Guillain-Barré (mielite) e esclerose mdltipla.

Tratamento antifungico prévio foi considerado quando o paciente estava em
uso de droga sistémica (anfotericina B, fluconazol ou itraconazol) por no minimo 48
horas antes da coleta do sangue.

Antifungigrama definiu-se como o teste para a determinagdo do perfil de

sensibilidade e/ou resisténcia das leveduras frente aos antifungicos.
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Tabela 1 - Diluigdes do fluconazol para o preparo das placas de microdiluicao em
caldo segundo documento M27-A2, CLSI, 2002.

Concentracao
. . . nas placas
Tubo . Meio Concentracao Concentracao )
Concentracao Volume o . apos
de Fonte RPMI Intermediaria  Final (ug/mL) .
. (ng/mL) (mL) adicionar o
ensaio (mL) (ng/mL) 1:10 .
inoculo
(ng/mL)
Solucao
1 5120 _ 1 + 3 = 1280 128 64
mae
Solucao
2 5120 _ 1 + 7 = 640 64 32
mae

3 640 Tubo 2 1 + 1 = 320 32 16

4 320 Tubo 3 1 + 3 = 160 16 8

5 160 Tubo 4 1 + 1 = 80 8 4

6 160 Tubo 4 0,5 + 15 = 40 4 2

7 160 Tubo 4 0,5 + 385 = 20 2 1

8 20 Tubo 7 1 + 1 = 10 1 0,5

9 20 Tubo 7 0,5 + 15 = 5 0,5 0,25

10 20 Tubo 7 0,5 + 385 = 2,5 0,25 0,125
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Tabela 2 - Diluicbes para o preparo das microplacas contendo anfotericina B e
itraconazol segundo o documento M27-A2, CLSI 2002.

Concentracao
. . . nas placas
Tubo . Meio Concentracao Concentracao )
Concentracao Volume o . apos
de Fonte RPMI Intermediaria  Final (ug/mL) .
. (ng/mL) (mL) adicionar o
ensaio (mL) (ng/mL) 1:100 .
inoculo
(ng/mL)
Solucao
1 1600 _ - - 1600 16 8
mae
Solucao
2 1600 _ 0,5 + 05 = 800 8 4
mae
Solucao
3 1600 _ 0,5 + 15 = 400 4 2
mae
Solucéo
4 1600 B 0,5 + 35 = 200 2 1
mae
5 160 Tubo 4 0,5 + 05 = 100 1 0,5
6 160 Tubo 4 0,5 + 15 = 50 0,5 0,25
7 160 Tubo 4 0,5 + 385 = 25 0,25 0,125
8 20 Tubo 7 0,5 + 05 = 12,5 0,125 0,06
9 20 Tubo 7 0,5 + 15 = 6,25 0,06 0,03
10 20 Tubo 7 0,5 + 385 = 3,13 0,03 0,015
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PREPARO DAS PLACAS DE FLUCONAZOL (SOLUVEL EM AGUA)

Solugao Mae (estogue -20°C)

5120pg/mL
)
s —_1mL -
(1 ) = =
o ImL T 7mL RPMI
v / 640pg/mL
g
3mL RPMI
1280pg/mL
P
1mL RPMI 3mL RPMI
320ug/mL 160pg/mL
‘ 1ml
(B) &
R |
3,5mL RPMI
1mL RPMI 1,5mL RPMI 20ug/mL
80pg/mL 40pg/mL
ml ) ] osmL
— mL ¥ P
7 ™30
1mL RPMI 1,5mL RPMI rs 3,56mL RPMI
10pg/mL 5pg/mL 2,5pg/mL

_ _ _

Apos o término das diluicoes acima, agitar os tubos e passar 1mL de cada
concentragdo para outro tubo contendo 9mL de RPMI (diluigdo 1:10).

imL imL 1mL mL imL imL imL 1mL imL 1mL
(1280pg/mL) |(1640pg/mL)| (320ug/mL) | (160ug/mL)| (80pg/mL) | (40pg/mL)| (20pg/mL) (10pgme) (SugtmL)l (25ug/mL)|
i \ v A4 A
|| - - -
9mL de
meio RPMI

(diluigao 1:10)

S8 E NN .

a0 oy \ -\-‘ e \ ' \
Concentragdes ‘< & j J ’\2,\ J ’\-\ . ( § b l\lg"

Finels 128pg/mL  B4pgimL  32ugiml  16ugiml  BugimL  4pg/mL 2ug/mL pg/mL O5ugimL  0,25ugimL

Figura 1 - Fluxograma do preparo das diluicées do fluconazol segundo documento
M27-A2, CLSI, 2002.
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—10mL

100mL em cada
pogo da coluna.

Coluna 1: Destinada

ao Controle Negativo

(maior concentragdo
da droga)

Coluna 12: Destinada

ao Controle Positivo
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Figura 2 - Desenho esquematico da distribuicao dos antifungicos nas microplacas.



PREPARO DAS PLACAS DE ANFOTERICINA B

Solugio Mae (estoque -20°C)
1600 pg/mb

T

0 5mL DMSO 1,5mL DMSO! 3.5mL DMSO
B00pgimL 400pgimL 200ugfmlL

0.5l DMSO 1,5mL DMSO  3,5mL DMSO
100ug/mL S0ugimL 26ugimL

0.5mMLOMSO  1.5mL DMSO 3.5mL DMSO
12 Spgiml 6,25ug/mL 3 13ugiml

Apos realizar as diluiches e agitar os tubos, passa 0,1ml de cada diluigio para cutros 10
tubos contendo 9,8mL de meio RPMI para a obtengao das concentragdes finais a serem

Trmil Tmil. imL Tl Tml imL imL TmL il TmL

9.9mL de
maio RPMI
(diluigao 1:10)

v

L 0,03ppm

B NN
@ @ 6 6 @

#uzm Zugim fugml  OSseml  0Sugiml 0925

() -
(00)
oL

H

16pgm

F

B

,_
E

B

Concenirandes
Finais
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Figura 3 - Fluxograma do preparo das diluicbes da anfotericina B segundo o

documento M27-A2, CLSI 2002.
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PREPARO DAS PLACAS DE ITRACONAZOL

Solugio Méa (estogqus -20°C)
1600 pgfmL

\/

0,5mL DMSO 1,5mlL OMSO 3.5mL DM30
BOOpgimlL 400pg'mL 200pg/mL

-
0,5mL DMSO 1,5mL DMSO 3,5mL DMSO
100pg'mL S0pgfmlL 25pg/mL

0.5mL DMSO 1,5mL DMSO 3 5mL DMSO0
12 Spg/mbL 6,25ug/mL ' ' 3,13ug/mL

Apos realizar as diluicbes e agitar os tubos, passa 0, 1mL de cada diluicao para outros 10
tubos contendo 9,89mL de meioc RPMI para a obtencao das concentractes finais a serem

Imi i fmL 1mL imL 1mL tmL imL 1mL imL

9.9mL da

maio RPMI
AREEEREEREN I
©®@® @66 ©® @ ©—m-

Finais
tGugml  Bugei dpaml 2paml lpmml  05eaml  O2Spiml 0125pgiel 006wl 0,03ugml

Figura 4 - Fluxograma do preparo das diluicbes da itraconazol segundo o documento
M27-A2, CLSI 2002.



PREPARO DO INOCULO

Placa com

12345678 9101112
ASD + Levedura 14 Diluigao 2* Diluigéo
f B Suspensao 1 Suspensdo 2 Suspensao 3 <A
w= = = Pl
| Cc
{ | ‘l ‘ [ . D
CELE L i 2 E
VL » T 2ab 100pL 500pL F
.y . @ colénias
|| * » » > G
[ H
' 4 &
Inécuo em SmL 4.9mL RPMI 9,5mL RPMI
de salina estéril + +
(turbidez 0,5 escala 100pL suspensdo 1 500pL suspenséo 2
Mc Farland) (Diluigao 1:50) (Diluigao 1:20)
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CN= Controle Negativo (meio RPMI)
CP= Controle Positivo (meio RPMI+Inéculo)

Figura 5 - Desenho esquematico do preparo do indculo para o teste de microdiluicao
em caldo destinado a determinagdo da susceptibilidade de leveduras,

segundo documento M27-A2, CLSI, 2002.
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Fluconazol e
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(fungistaticos

Figura 6 - Desenho esquematico da leitura da Concentragdo Minima Inibitéria (CIM)
para anfotericina B e azdis (fluconazol e itraconazol) pelo método de
microdiluicdo em caldo. CN : controle negativo (controle de esterilidade do
meio); CP : controle positivo (controle de crescimento da levedura).
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4 RESULTADOS

No periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2007 foram analisados 114
casos de candidemia identificados pelo isolamento de Candida spp em hemocultura.

Dos 114 casos incluidos no estudo, 53 (46,5%) ocorreram em pacientes do
sexo feminino e 61 (53,5%) do sexo masculino.

Pacientes pediatricos corresponderam a 48,2% (55/114) e adultos a 51,8%
(59/114) dos casos. A idade dos pacientes no dia da coleta da hemocultura variou
de 6 dias a 92 anos. Entre os pacientes pediatricos a mediana das idades foi de 36
dias e entre os adultos de 53 anos. A freqiiéncia dos casos por faixa etaria esta
descrita na tabela 3. Do total de 55 pacientes pediatricos, 26 (47,3%) tinham até de
28 dias de vida (recém-nascidos), 21(38,2%) possuiam peso ao nascimento inferior
ou igual a 15009 e 29 (52,7%) tinham idade gestacional inferior ou igual a 37
semanas (prematuros). Entre os adultos, a faixa dos pacientes com idade superior a
60 anos abrangeu o maior numero de casos (22/59, 37,3%).

Candidemia ocorreu em média 22 dias (mediana de 20 dias) ap6s a admissao
hospitalar (variando entre de 0 a 85 dias). O tempo médio entre coleta e a
positividade da hemocultura foi de 3 dias.

No momento do diagnéstico da candidemia, 34 (29,8%) pacientes estavam
hospitalizados na UTI neonatal, 30 (26,3%) no CTI adulto, 14 (12,3%) na clinica
médica, 11 (9,6%) no CTI pediatrico, 9 (7,9%) na clinica cirurgica I, 7 (6,2%) na
clinica pediatrica, 3 (2,6%) na clinica cirargica Il, 2 (1,8%) na oncologia, 2 (1,8%) na
unidade coronariana. Um caso (0,9%) foi registrado no bercario e outro na
enfermaria de doencas infecto-parasitarias. Entre os pacientes pediatricos (< 12
anos), uma crianga estava internada na oncologia e outra com 12 anos no CTI
adulto.

As principais doencas de base e comorbidades encontradas neste estudo
estdo descritas na tabela 4. Um paciente adulto estava infectado pelo HIV. Outro
caso de imunodeficiéncia n&o relacionada ao HIV foi observado em paciente com 3
anos. Neste estudo ndo houve caso em que o paciente tenha sido submetido a
transplante. Entre os pacientes com doenca renal, 21 (18,4%) tinham insuficiéncia
renal aguda (IRA) e 11 (9,6%) insuficiéncia renal crénica (IRC).
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As principais manifestagdes clinicas apresentadas no dia da coleta da
hemocultura descritas pelo corpo clinico nos prontuarios dos pacientes foram: febre
(72, 63,2% casos), hipotensao (50, 43,9%), taquicardia (44, 38,6%), dispnéia (37,
32,5%), anasarca (24, 21,1%) e diarréia (14, 12,3%). Houve episédios de convulsao
em 10 casos (8,8%), destes, 9 eram criancas (4 recém-nascidos).

Todos os pacientes foram submetidos a algum tipo de procedimento invasivo,
conforme demonstrado na tabela 4. Entre as condicbes apresentadas pelos
pacientes citam-se o uso prévio de antibioticos (100%), presenca de cateter venoso
central (82,5%), internacdo em UTI/CTI (65,8%), uso de bloqueadores H, (64,0%),
nutricdo parenteral (57,2%), colonizacao prévia (56,1%), ventilagdo mecénica
(52,6%), uso de corticoide (30,7%) e cirurgia abdominal (29,8%).

Um total de 46 (40,4%) pacientes foram submetidos a procedimento cirargico
até 30 dias antes do episédio de candidemia. Destes, 34 foram cirurgias abdominais,
3 foram ortopédicas, 6 toracicas, uma bidpsia de ganglio, um debridamento de
escara e outra cirurgia para drenagem de abscesso. Quatro pacientes receberam
prétese (3 ortopédicas e outra valvular cardiaca).

Anterior ao episodio de candidemia, pelo menos 78 (68,4%) pacientes ja
estavam colonizados por Candida spp em um ou mais sitios anatdmicos. As
leveduras estavam presentes na cavidade oral em 38 (33,3%) e em lesdes de pele
em 13 (11,4%) pacientes. Em 27 (23,7%) pacientes Candida spp foi isolada em
urocultura e em 24 (21%,) culturas de ponta de cateter.

Analisando o hemograma dos doentes, 58 (50,9%) tinham leucocitose, 10
(8,8%) tinham leucopenia, 5 (4,4%) apresentaram neutropenia severa (<500
celulas/mm?®) e plaquetopenia em 50 (43,9%) casos.

Nos dias que precederam os episddios de candidemia, todos os pacientes
estavam utilizando antimicrobianos e receberam em média cinco antibidticos cada.
Entre esses, os mais utilizados foram: cefalosporinas de terceira e quarta geragéao
em 95 (83,3%) casos, vancomicina em 72 (63,2%), carbapenémicos em 50 (43,9%),
gentamicina em 38 (33,3%), clindamicina em 32 (28,1%), cefalotina em 29 (25,4%) e
metronidazol em 25 (21,9%) casos. Oito pacientes (7,0%) estavam em tratamento
quimioterapico.

Quanto a etiologia, Candida albicans foi o fungo mais frequentemente
isolado (47,4%, 54 casos), seguido de Candida parapsilosis (32,5%, 37 casos),
Candida tropicalis (14,0%, 16 casos), Candida glabrata (5,3%, 6 casos) e Candida
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krusei (0,9%, 1 caso). A freqliéncia das espécies de Candida isoladas da corrente
sanguinea segundo a faixa etaria dos pacientes pode ser observada na tabela 5 e
figura 7. As cepas de Candida nao-albicans representaram 52,6% (60/114) do total
das ocorréncias. A distribuicdo anual do numero de isolamento de C. albicans e
Candida nao-albicans esta ilustrada na figura 8.

Candidemia devido a C. tropicalis foi significativamente mais prevalente em
pacientes com leucemia (p:0,020) e com neutropenia (p<0,001). Comparado com
candidemia devido a C. albicans, candidemia por C. glabrata é mais provavel de
ocorrer em pacientes que passaram por cirurgia abdominal (p:0,039, 25,9% versus
83,3%).

Segundo a evolucéao clinica, 68 (59,6%) dos 114 pacientes com candidemia
foram a Obito, 36 eram adultos e 32 criancas. A tabela 3 descreve a evolugao clinica
segundo a faixa etaria. Maior mortalidade foi observada entre os RNs (76,9%) e em
pacientes com idade superior a 60 anos (81,8%, p:0,0042). Vinte e sete enfermos
morreram antes ou no dia do isolamento do agente, 7 foram a 6bito em até 3 dias da
hemocultura positiva, 8 com até 7 dias, 26 morreram com 15 dias ou mais apés
hemocultura positiva. A frequéncia de 6bito segundo faixa etaria e agente etiolégico
envolvido estd ilustrada nas figuras 9 e 10.

Candida albicans foi isolada em 47,1% (32/68) dos enfermos que evoluiram a
obito, C. parapsilosis 29,4% (20/68), C. tropicalis 16,2% (11/68) e C. glabrata 7,4%
(5/68). O unico paciente em que foi isolado C. krusei sobreviveu ao episédio de
candidemia. Entre os pacientes adultos, destacou-se o numero de A&bitos
relacionados com C. albicans quando comparados com as outras espécies. Dos 25
pacientes em que este agente foi isolado, 18 evoluiram a ébito (72,0%, p:0,032).
Entre os pacientes pediatricos observou-se que dos 17 casos de candidemia em que
foi isolado C. parapsilosis 13 foram a o6bito (76,5%) e nos casos envolvendo C.
albicans 48,3% (14/29) morreram. Segundo o setor de internacéo, 82,4% (28/32) dos
pacientes que estavam internados na UTI neonatal evoluiram a ébito, 0 mesmo
ocorreu com 77,8% (7/9) dos enfermos que estavam hospitalizados na CCl, 76,7%
(23/30) dos casos do CTI adulto, 35,7% (5/14) da clinica médica, 33,3% (1/3) da
CCll, 28,6% (2/7) da clinica pediatrica, CTI pediatrico 18,2% (2/11) (p: 0,0002).

Um total de 81 pacientes (71,1%) recebeu tratamento antifungico sistémico,
destes, 47 (58%) morreram. Entre os 33 pacientes nao tratados, 21(63,8%) foram a
obito (p: 0,6). Analisando os pacientes tratados (81/114), 49 (60,5%) iniciaram
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tratamento antes do resultado positivo da hemocultura (tratamento empirico; 24
pacientes foram tratados antes da obtencdo da amostra de sangue e 25 receberam
antifangico no periodo entre a coleta e a positividade da hemocultura). Os outros 32
enfermos receberam tratamento antifiUngico ap6s o diagnéstico de candidemia (19
iniciaram tratamento no mesmo dia em que a hemocultura positivou, 5 passado um
dia, outros 4 passado 2 dias; os restantes (n:4) foram tratados apés 4, 7, 13 e 25
dias da hemocultura positiva). Dos 49 pacientes que foram tratados antes do
isolamento do agente (tratamento prévio/tratamento empirico), 31 (63,3%) foram a
Obito e entre os 32 tratados apds a detecgédo da levedura, 16 (50%) morreram (p:
0,3).

Dos 33 (28,9%) pacientes que nao receberam antifingico, 18 (54,6%) foram a
Obito antes ou no dia em que a hemocultura positivou. Em 8 casos nao foi
encontrado laudo de candidemia no prontuario, em 2 o tratamento foi restrito a
retirada do cateter (provavel fonte de infeccdo), em 3 casos houve relato de infecgcéao
da corrente sanguinea mas optou-se por nao tratar (um evoluiu a ébito), em 1 caso o
resultado do exame foi liberado ap6s o 6bito em outro o resultado foi liberado 4 dias
antes do obito mas foi anexado ao prontuério apés a morte.

Analisando os 27 (23,7%) pacientes que morreram antes do diagnéstico de
candidemia, 18 (66,7%) nao haviam recebido tratamento antifungico. Desta forma a
freqUéncia de 6bito antes da positividade da hemocultura foi cerca de 3 vezes maior
entre os pacientes que nao trataram do que os que receberam tratamento entre a
coleta e o isolamento do agente (razédo de prevaléncia: 3,1; p<0,0001).

Entre os pacientes tratados (81/114), o fluconazol foi a droga de primeira
escolha em 79,0% (64/81) dos casos e anfotericina B em 21%(17/81). O fluconazol
foi mantido até o final do tratamento de 35 pacientes. Nao houve mudanca de droga
para os pacientes que iniciaram o tratamento com anfotericina B. Houve troca de
antifingico em 29 casos, sendo a mudanca mais freqiente (27/29) a de fluconazol
por anfotericina B. Nos outros dois casos o tratamento foi iniciado com fluconazol,
realizou-se a troca por anfotericina B e posteriormente retomou-se o uso do
fluconazol. O tempo médio de tratamento com anfotericina B foi de 17 dias (variando
de 2 a 36 dias) e com fluconazol de 12 dias (variando de 1 a 66 dias).

Dos 24 pacientes que iniciaram tratamento previamente a coleta da
hemocultura, 21 receberam o fluconazol como droga de escolha e 3 receberam

anfotericina B. Tratamento antifungico empirico precedente a confirmacao
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laboratorial da candidemia foi introduzido nos setores: CTI adulto (8 casos), UTI
neonatal (7 casos), CTI pediatrico (3 casos), clinica médica (3 casos), clinica
pediatrica (1 caso), unidade coronariana (1 caso) e clinica de doencas infecto-
parasitarias (1 caso).

Nao foi observada uma padronizacdo na dosagem de fluconazol para o
tratamento de pacientes adultos e pediatricos. A maioria dos adultos tratados com
fluconazol (20/29) recebeu uma dose de 200mg por dia (variando de 100mg a
400mg). Entre os pacientes tratados com fluconazol e internados na UTlneo (21/34),
a dose habitual de fluconazol foi de 6mg/Kg por dia (11/21, variagdo de 4 a
8mg/Kg/dia). Outras 20 criangas tratadas com fluconazol receberam diferentes
doses do antifungico, sendo a dosagem mais comum a de 6mg/Kg/dia (8 casos). Os
pacientes adultos que foram tratados com anfotericina B receberam diferentes doses
da droga e os pediatricos utilizaram doses diarias de 0,5 a 1,0 mg/Kg/dia (18
receberam 1mg/Kg/dia e 8 wusaram 0,5mg/Kg/dia). Nao foi considerada
estatisticamente significante a diferenca entre a mortalidade segundo a droga
utilizada e dose de antifungico.

Foi realizado teste de susceptibilidade frente a trés drogas antifUngicas
sistémicas em 103 isolados de Candida. A tabela 6 mostra as variagdes das CIM
segundo as espécies e classifica como S (sensivel), SDD (sensivel dose
dependente) e R (resistente). As espécies com menor susceptibilidade estao
destacadas na tabela 7.

A resisténcia ao fluconazol ocorreu somente em um caso no qual o agente
envolvido foi C. krusei e em outro caso foi isolada uma C. glabrata classificada como
SDD (94,2% de todas as espécies apresentaram CIM < 2 ug/mL). A maioria das
cepas de C. albicans (42/46, 91,3%), C. parapsilosis (22/35, 62,9%) e C. tropicalis
(10/15, 66,7%) resultaram em CIM < 0,5 pug/mL. Se estendermos o CIM para < 2
Hug/mL veremos que 100% das C. albicans e C. tropicalis estavam neste intervalo,
assim como 94,3% das C. parapsilosis. Entre as espécies de C. glabrata, 83,3% das
cepas resultaram em CIM = 2 ug/mL (p<0,001).

Resisténcia ao itraconazol foi observada em um caso (1,0%) e outras 9 cepas
foram consideradas SDD (8,7%, 0,25 < CIM < 0,5 pg/mL). O restante das leveduras
(90,3%, 93/103) apresentaram CIM < 0,125 pg/mL (sensivel). Considerando a CIM <
0,125 pg/mL, 97,8% das cepas de C.albicans ficaram nesta faixa, bem como 93,3%
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das C. tropicalis e 88,6% das C. parapsilosis, contrapondo com 33,3% dos isolados
de C. glabrata (p<0,001).

Todas os isolados apresentaram CIM < 1 pg/mL para anfotericina B, (66,7%
CIM 0,5 pug/mL, 33,3% 0,5 > CIM < 1 ug/mL) sendo considerados sensiveis (tabela
6). Considerando as CIMs de acordo com as espécies, verificou-se que quando
analisamos a freqiéncia de cepas com CIM < 0,5 pug/mL 91,4% das C. albicans
ficam neste intervalo, seguido de 70,3% das C. parapsilosis, 53,3% das C. tropicalis
e 33,3% das C. glabrata.
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Tabela 3 - Relacao entre a freqiiéncia de casos e numero de ébitos segundo a faixa
etaria de pacientes com candidemia internados no HU-UFMS entre 1998-

2007.
Faixa de idade Numero total Numero de Numero de
de casos obitos sobreviventes
(% total) (% faixa) (% faixa)
0 — 28 dias 26 (22,8%) 20 (76,9%)* 6 (23,1%)
29 dias — <1 ano 16 (14,0%) 9 (56,3%) 7 (43,8%)
> 1 ano — <12 anos 13 (11,4%) 3(23,1%) 10 (76,9%)
>12 — <25 anos 8 (7,0%) 4 (50,0%) 50,0%
>25 - < 40 anos 10 (8,8%) 3 (30,0%)

> 40 - <60 anos
> 60 anos
Total

19 (16,7%)
22 (19,3%)
114 (100%)

11 (57,9%)
18 (81,8%)*
68 (59,6%)

42,1%

)
70,0%)
)
18,2%)

46 (40,4%)

. *p:0,0042
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Tabela 4 - Dados demograficos, clinicos e condicoes de risco relacionadas a
episddios de candidemia ocorridos em pacientes internados no HU-

UFMS, 1998-2007.

Variavel

Mediana da idade adulta
(variacao anos)
Mediana da idade
criancas (variacao dias)
Idade <1 ano

Idade < 28 dias
Idade > 60 anos
Mediana dos dias entre
internacao-candidemia
Obito geral

Obito entre adultos
Obito entre criancas
Obito entre RNs
Doencas de base
Doenga pulmonar
Doenca renal
Doenga gastrintestinal
Cancer
Tumor sélido
Leucemia
Doenca cardiaca
Diabetes
Doenca hepética
Doenca neurologica
Fatores de risco
Cateter venoso central
Sonda naso/orogastrica
Transfusao
Internacao UTI/CTI
Anti-&cidos estomacais
Nutricdo Parenteral
Colonizagéo prévia
ITU fangica
Ventilagdo mecéanica
Sonda vesical
Cirurgia

Cirurgia abdominal
Hospitalizacao prévia
Corticoide

Tratamento prévio com

antifangicos
Dreno
Dialise
Tragueostomia
Quimioterapia
Imunossupressao

Plaquetopenia

Leucocitose

Leucopenia

Neutropenia

Numero de
casos

n: 114 (%)
53 (15-92)

36
(6-4482)
42 (36,8)
26 (22,8)

2(19,3)

20(0-85)
68 (59,6)
36 (61,0)
32 (58,2)
20 (76,9)
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0,726

0,620
0,705

0,418
0,032*
0,229
0,685

0,386
0,298
0,161
0,007*
0,474
0,020*
0,058
0,267
0,911
0,674

0,144
0,292
0,481
0,689
0,539
0,125
0,699
0,456
0,599
0,719
0,074
0,039*
0,623
0,264

0,768

0,867
0,555
0,471
0,046
0,003*
0,133
0,063
0,005*

<0,001*

Obs: Nio foi listado 1 caso de C. krusei
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Tabela 5 - Frequéncia de espécies de Candida isoladas da corrente sanguinea
segundo a faixa etaria de pacientes internados no HU-UFMS, 1998-

2007.

Espécies % (n) de % (n) casos % (n) casos % (n) casos % (n) casos
casos pacientes pacientes >28 pacientes pacientes
totais recém- dias- <1 ano >1-12 anos > 12 anos

nascidos (adultos)
C. albicans 47,4 (54) 50 (13) 43, 8 (7) 69,2 (9) 42,4 (25)
C. parapsilosis 32,5 (37) 38,5 (10) 31,3 (5) 15,4 (2) 33,9 (20)
C. tropicalis 14,0 (16) 11,5 (3) 18, 8 (3) 7,7 (1) 15,3 (9)
C. glabrata 5,3 (6) - 6,3 (1) - 8,5 (5)
C. krusei 0,9 (1) - - 7,7 (1) -
Total 100 (114) 100 (26) 100 (16) 100 (13) 100 (59)




65

Tabela 6 - Perfil de susceptibilidade in vitro frente aos antifungicos de Candida spp

isoladas de pacientes internados no HU-UFMS de janeiro de 1998 a

dezembro de 2007.
Espécie n Antifungico Variacao CIM Sensivel SDD Resisténcia
(ng/mL) n n n
(%) (%) (%)
C. albicans 46 Anfotericina B 0,125-2 46 (100) - -
Fluconazol 0.125-2 46 (100) - -
ltraconazol 0,015-0,25 45 (97,8) 1(2,2) -
C. parapsilosis 35 Anfotericina B 0.25-1 35 (100) - -
Fluconazol 0,125-8 35 (100) - -
Itraconazol 0,03-0,5 31 (89,7) 4 (10,3) -
C. tropicalis 15 Anfotericina B 0.25-1 15 (100) - -
Fluconazol 0,125-2 15 (100) - -
ltraconazol 0,015- 0,25 14 (93,8) 1(6,2) -
C. glabrata 6 Anfotericina B 0,5-1 6 (100) - -
Fluconazol 0,25-16 5(83,3) 1(16,7)
Itraconazol 0,06 - 1 2 (33,3) 3 (50,0) 1(16,7)
C. krusei 1 Anfotericina B 1 1 (100) - -
Fluconazol 32 - 1(100)*
Itraconazol 0,125 1 (100) - -
Total 103

*As espécies de C. krusei sao intrinsecamente resistentes in vivo ao fluconazol, independente da

CIM.
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Tabela 7 - Perfil de susceptibilidade in vitro das leveduras com menor sensibilidade

isoladas como agentes de candidemia, HU-UFMS 1998 - 2007.

Espécie

C. parapsilosis

C. parapsilosis

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. krusei

Antifungico

Anfotericina B
Fluconazol
ltraconazol

Anfotericina B
Fluconazol

ltraconazol
Anfotericina B

Fluconazol

ltraconazol

Anfotericina B
Fluconazol

ltraconazol

Anfotericina B

Fluconazol

ltraconazol

Anfotericina B

Fluconazol

ltraconazol

CIM
(ug/mL)

0,5
4

0,25

16

0,5

32

0,12

Classificacao

Sensivel
Sensivel
Sensivel Dose

Dependente

Sensivel
Sensivel

Sensivel

Sensivel
Sensivel
Sensivel Dose

Dependente

Sensivel
Sensivel

Resistente

Sensivel
Sensivel Dose
Dependente
Sensivel Dose

Dependente

Sensivel
Sensivel Dose
Dependente

Sensivel

Idade
(anos)

25

24

96

15

30

Evolucao

alta

alta

obito

Obito

obito

alta
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Figura 7 - DistribuicAo dos casos (n:144) de candidemia segundo os agentes
etioldgicos e faixa etaria de pacientes internados HU-UFMS ,1998-2007.
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Figura 8 - FreqUéncia anual de Candida albicans e Candida nao albicans isoladas da
corrente sanguinea de pacientes internados no HU-UFMS entre 1998-
2007.
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Figura 9 - Evolucéo clinica de pacientes adultos segundo a espécie responsavel pela
candidemia em internados no HU-UFM, 1998-2007.
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Figura 10 - Evolucéo clinica de pacientes pediatricos (< 12 anos) segundo a espécie
responsavel pela candidemia em internados no HU-UFM, 1998-2007.
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5 DISCUSSAO

Candida spp sao os agentes mais frequentes de infeccdes fungicas em todo o
mundo (ASMUNDSDOTTIR et al., 2002; PAPPAS et al., 2004; ARENDRUP et al.,
2005; HORN et al., 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2007). O aumento na sua incidéncia
como patégeno hospitalar tem acompanhado o crescente nimero de pacientes
imunocomprometidos submetidos a condicdes de risco predisponentes como quebra
das barreiras anatbmicas e a supressao da microbiota em favorecimento do
aumento da populacao microrganismos oportunistas (LACAZ et al., 2002; MARTIN et
al., 2003; GALBAN; MARISCAL, 2006).

No presente estudo nado foi observada diferenca significativa na distribuicao
da freqUéncia dos casos de candidemias quanto ao sexo, corroborando com outros
estudos que relatam que cerca da metade dos episddios ocorre em pacientes do
sexo masculino e outra do feminino (PAPPAS et al., 2003; MORRELL et al., 2005;
COLOMBO et al., 2006). Este fato difere dos resultados encontrados por Rennert et
al. (2000) e Péman et al. (2002) onde foi maior a ocorréncia de candidemia em
homens adultos (62% e 66,7% respectivamente).

Foi observada alta proporcao de pacientes pediatricos entre aqueles que
apresentaram ICS por Candida (48,2%) se comparado com outras séries publicadas
em 2006 por Colombo et al. (32%) e em 2003 por Pappas et al. (9%). Frequéncias
similares (40%) foram observadas por Franca et al. (2008) em um hospital
universitario da cidade de Curitiba e por Pasqualotto et al. (2005) no Rio Grande do
Sul (40,8% dos casos ocorreram em pacientes pediatricos). A diferenca na
freqiéncia de casos segundo a faixa etaria pode ser explicada pelas variacdes de
especialidades dos hospitais envolvidos.

Do total dos casos, 36,8% ocorreram em criangas com idade igual ou inferior
a 1 ano, valor esse superior ao encontrado em estudo envolvendo 11 hospitais
universitarios brasileiros (21%)(COLOMBO et al., 2006). Por outro lado foi inferior ao
descrito na regidao Sul do Brasil onde se obteve 52% (COLOMBO et al., 2006;
FRANCA et al., 2008). Faz-se importante destacar no presente estudo que entre os
pacientes pediatricos, muitos eram recém-nascidos (47,3%) e prematuros (52,7%), o
que pode justificar a mediana das idades entre os pacientes pediatricos de 36 dias.
Em recente estudo realizado em Mato Grosso do Sul por Chang et al. (2008), entre
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43 pacientes pediatricos com candidemia 20 (46,5%) eram RNs e 24 (55,8%)
prematuros. Entre esses, 19 tinham peso inferior a 1500 gramas ao nascimento. A
elevada incidéncia de ICS por Candida em criangas com menor idade gestacional e
baixo peso ao nascer ja foi relatada por outros autores (SAIMAN et al., 2001; LOPEZ
SASTRE et al., 2003; PAPPAS et al., 2003; BENJAMIN et al., 2006; FRIDKIN et al.,
2006; XAVIER et al., 2008). Baseado em estudos prévios costuma-se inferir que a
incidéncia de candidemia entre RNs ¢é inversamente proporcional a idade
gestacional e ao peso ao nascimento (BENJAMIN et al., 2003; HAQUE et al., 2004;
FRIDKIN et al., 2006; MANZONI; FARINA; GALLETTO et al., 2007).

A mediana de idades entre os pacientes adultos foi de 53 anos, sendo que a
maioria dos casos de ICS ocorreu naqueles com idade superior a 60 anos (37,3%).
Faixa etaria essa também destacada por varios autores (COLOMBO et al., 1999;
LELEU et al., 2002; HAJJEH et al., 2004; CHENG et al., 2005; COLOMBO et al.,
2006; FRANCA et al., 2008). Acredita-se que a razao para a maior freqiéncia dos
casos ocorrer em pacientes com idades extremas (RNs e idosos) pode ser atribuida
a imaturidade e/ou fragilidade do sistema imune e do organismo como um todo, além
da necessidade de intervengdes médicas mais agressivas nesses pacientes
(KALTENBACH et al., 2002; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ALMIRANTE et al.,
2005; FRIDKIN et al., 2006; GALBAN; MARISCAL, 2006).

Este aspecto também foi comentado por Almirante et al. (2005) em um estudo
envolvendo 341 casos de ICS por Candida spp entre 2002 e 2003, ocorridos em 14
hospitais de Barcelona. Neste trabalho, a incidéncia entre criangas com idade inferior
a 1 ano e idosos com idade superior a 65 anos foi cerca de 9 e 3 vezes maior,
respectivamente, se comparado com o total dos casos.

Candidemia foi geralmente uma complicacdo tardia durante o periodo de
internacdo, ocorrendo em média, 22 dias (mediana de 20 dias) apds a admissao
hospitalar (variando entre de 0 a 85 dias). Outras investigacdes também afirmam
que as ICS por Candida spp ocorrem na maioria das vezes em pacientes que ja
estdo internados por um periodo prolongado, em média 20 dias apds internacao
(GUDLAUGSSON et al., 2003; ALMIRANTE et al, 2005). Leleu et al. (2002)
verificaram que pacientes internados em unidades intensivas sdo mais expostos a
fatores de risco que aumentam cerca de duas vezes o periodo de internacédo e o
risco relativo de morte se comparado com grupo controle (p= 0,001).
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Em geral, as doencas de base e condi¢des de risco identificadas neste estudo
foram similares a outros relatos documentados na América Latina, Europa e EUA
(PEMAN et al., 2002; TORTORANO et al., 2002; HAJJEH et al., 2004; FRANCA et
al., 2008). Entre as condicdes de risco apresentadas pelos pacientes destacaram-se:
0 uso de antibi6ticos prévios (100%), presenca de cateter venoso central (82,5%),
internacdo em UTI/CTI (65,8%), uso de bloqueadores H, (64%), uso de nutricdo
parenteral (57,2%), colonizacao prévia por cepas de Candida spp (56,1%), uso de
ventilagdo mecanica (52,6%) e realizagao de cirurgia abdominal (29,8%).

Neste estudo, a classe de antibidtico mais utilizada foi a das cefalosporinas de
terceira e quarta geracdo. Numerosos relatos tém considerado esses antibiéticos
como importante fator de risco para candidemia por ocasionarem alteracées na
microbiota dos pacientes suprimindo a populacao de bactérias em favorecimento da
proliferacao fungica, principalmente C. albicans e C. parapsilosis (SAIMAN et al.,
2001; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HUANG; WANG, 2003; BENJAMIN et al.,
2006; GALBAN; MARISCAL, 2006; FRANCA et al., 2008; COTTEN et al., 2009).
Segundo alguns autores o uso de antibidticos potentes como vancomicina e o0s
carbapenémicos estéo relacionados a ICS por espécies de CNA, pois as mesmas,
ao contrario da C. albicans, necessitam de uma maior supressdo da microbiota
bacteriana para sua proliferagcédo no hospedeiro (WINGARD et al., 1991; KRCMERY
et al., 1999; VISCOLI et al., 1999; MARR et al., 2000; REX et al., 2000; SAFDAR et
al., 2001; HOPE et al., 2002; KRCMERY; BARNES, 2002; LIN et al., 2005;
HAUTALA et al., 2007).

No que diz respeito a utilizacao de cateter, dados da literatura referem que as
leveduras podem ser a primeira causa de infecgdo neste tipo de dispositivo
intravascular (GIUSIANO et al., 2006). Cerca de 5 a 37% das candidemias tem como
foco de infeccao o cateter venoso central (DIMICK et al., 2001; SEIFERT et al.,
2003) o que corrobora com os dados desta pesquisa onde em 21% dos casos foi
isolada levedura em cultura de ponta de cateter. Embora ndo se tenha parametros
para sustentar a associacado entre as leveduras isoladas em culturas de ponta de
cateter e as encontradas na corrente sanguinea, foi evidente que um numero
significativo (82,5%) de pacientes utilizou esse dispositivo intravascular neste
estudo. Com intuito de melhorar a resposta terapéutica aos antifungicos nos casos
de candidemia, tém sido sugerido a pronta retirada do cateter apds o diagnéstico de
candidemia (KARLOWICZ et al.,, 2000; RAAD et al., 2004; PAPPAS et al., 2009).
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Nao foi possivel avaliar esta informagao neste trabalho devido a escassez de dados
nos prontuarios médicos.

Com relacao a unidade de internacao dos pacientes, na presente investigacao
65,7% estavam internados em unidades de terapia intensiva. Sob este prisma,
outros autores também tém relatado que enfermos internados em CTI e/ou UTI
constituem populacao de risco para a ocorréncia de candidemia pela alta incidéncia
com que sao acometidos (RANGEL-FRAUSTO et al.,, 1999; BLUMBERG et al.,
2001; AL-JASSER; ELKHIZZI, 2004; COLOMBO et al., 2007). Rangel-Frausto et al.
(1999) verificaram alta taxa de incidéncia de ICS devido a Candida spp entre
pacientes internados em CTI (9,8/1.000 admissbes) e em UTI neonatal (12,3/1.000
admissdes). Ainda sob o mesmo contexto, Luzzati et al. (2000) observaram que em
sua casuistica mais de dois tercos dos pacientes com ICS por Candida estavam
internados em CTI/UTI. Evidéncias demonstram que a gravidade do caso, a
utilizagdo de procedimentos médicos invasivos e 0 amplo uso de antibiéticos podem
justificar a maior freqiiéncia de isolamento nestes pacientes criticos (OSTROSKY-
ZEICHNER, 2003; FRIDKIN et al., 2006; PICAZO et al., 2008).

Outro fato relevante foi a grande freqiéncia (64%) na utilizacdo de antiacidos
estomacais (bloqueadores H2 e inibidores da bomba de prétons). A utilizacdo de
bloqueadores H2 surge como novo fator de risco tanto entre criangas como adultos,
pois aumentam o pH estomacal e tornam mais favoravel a colonizagao deste sitio
por leveduras (SAIMAN et al, 2000; PASQUALOTTO et al., 2005). Em estudo
brasileiro 57% dos pacientes com infeccdo hematogénica por Candida utilizaram
esse tipo de droga (FRANCA et al., 2008)

Quanto ao uso de nutricdo parenteral, se observa que por ocasiao do
isolamento da Candida spp da corrente sanguinea 57,2% dos pacientes estavam
recebendo este tipo de alimentacdo. Alguns autores relatam a associacao entre o
uso de nutricdo parenteral (principalmente as solucées glicosadas) com a formacgao
de biofilmes nos cateteres por espécies de Candida, sendo significativamente mais
frequente sua producéo entre as cepas de C. parapsilosis. Esta capacidade reflete o
alto potencial patogénico destes isolados ao causar fungemias relacionadas a
cateter de nutricao parenteral (SHIN et al., 2002; KOJIC; DAROUICHE, 2004).

Como ja foi dito anteriormente, leveduras do género Candida podem fazer
parte da microbiota transitéria em mucosas de pessoas saudaveis (HELJIC et al.,

2005). Porém, em se tratando de pacientes debilitados, a colonizacdo prévia por
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Candida pode ser um fator de risco importante que precede o episédio de
candidiase hematogénica (CHARLES et al., 2005; MANZONI; FARINA; GALLETTO
et al., 2007). Vale lembrar que cerca de 5 a 15% dos pacientes internados ja estao
colonizados com Candida spp a admissao, durante a internacdo essas leveduras
podem a chegar a colonizar 60% dos enfermos hospitalizados por longos periodos
em unidades de terapia intensiva (EGGIMANN et al., 2003a; CHENG et al., 2006;
SINGHI et al., 2008).

Neste estudo foi observado que pelo menos 68,4% dos pacientes estavam
colonizados por Candida antes do seu isolamento em hemocultura. A existéncia da
translocacdo destas leveduras presentes principalmente do TGl para corrente
sanguinea é reconhecida como a principal fonte endbégena de infeccao de
candidemia (MELLADO et al., 2000; NUCCI; ANAISSIE, 2001; TAYLOR et al., 2003).

Outra condicao de risco observada em nossos pacientes foi a utilizacdo de
ventilagdo mecanica em 52,6% dos casos. Segundo a avaliacdo de alguns autores,
a ventilagcdo mecanica constitui um veiculo para que as leveduras adentrem na
corrente sanguinea e também reflete o estado critico do paciente (BLUMBERG et
al., 2001; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Cerca de 40% dos pacientes avaliados no presente estudo realizaram cirurgia
até 30 dias antes do diagnéstico de candidemia, destes, 74% foram submetidos a
cirurgia abdominal. Os principais motivos para a realizacao de cirurgia envolveram
doencas no TGI. Investigacbes revelam a ocorréncia de ICS por Candida em
pacientes submetidos a cirurgia é elevada, constituindo um fator de risco importante
principalmente quando envolve o TGl onde a colonizagdo por leveduras € maior
(BLUMBERG et al., 2001; LELEU et al., 2002; SWOBODA et al., 2003; COLOMBO
et al., 2007; JORDA-MARCOS et al., 2007; MAGILL et al., 2009).

Ja esta estabelecido na literatura que as manifestacées clinicas apresentadas
pelos pacientes com candidemia sédo inespecificas onde a febre costuma ser o sinal
mais freqlente, presente em cerca de 60-80% dos enfermos (COLOMBO et al.,
1999; GOLDANI; MARIO, 2003; SWOBODA et al., 2003; CHENG et al., 2005;
MOREIRA-OLIVEIRA et al., 2005; MEAN et al., 2008). A persisténcia de febre em
pacientes mesmo com ampla cobertura com antibidticos, pode ser um indicativo de
infeccdo fungica. Hipotensdo e taquicardia também sao sinais verificados nestes
pacientes (COLOMBO et al, 1999; ALONSO-VALLE et al, 2003; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; CHENG et al., 2005). LesOes de pele e mucosas podem ser
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observados em 10% a 15% dos casos (BODEY; LUNA, 1974; MATSUMOTO;
NISHIMOTO, 2003). Em relacédo aos resultados obtidos, podemos observar que as
principais manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes foram as mesmas
encontradas em casos de sepse: febre (63,2% casos), hipotensdo (43,9%),
taquicardia (38,6%), dispnéia (32,5%) e anasarca (21,1%) (PERES BOTA et al.,
2004; ASMUNDSDOTTIR et al., 2005; MOREIRA-OLIVEIRA et al., 2005; COLOMBO
et al., 2006).

Quanto ao agente etiologico, aproximadamente 90% das infecgdes fungicas
invasivas no ambiente hospitalar tém sido atribuidas a cinco espécies: C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (PFALLER; DIEKEMA, 2007). As
variagdes nas freqiéncias das espécies de Candida obtidas da corrente sanguinea
difere segundo a localizacdo geografica e populacdo estudada (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; PFALLER; DIEKEMA, 2007). No mundo, apesar de C. albicans
continuar sendo a espécie mais frequentemente isolada como agentes de ICS (30%
a 80% das ocorréncias), alguns autores descrevem uma tendéncia para o aumento
do numero de infeccbes invasivas por espécies de CNA, com destaque para a
importante emergéncia de C. glabrata nos EUA e C. parapsilosis e C. tropicalis na
América Latina e Europa (SANDVEN, 2000; TORTORANO et al., 2004; COLOMBO
et al., 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007; COLOMBO et al., 2008).

Neste estudo podemos observar que C. albicans foi a espécie mais
frequentemente isolada (54/114, 47,4%), freqiiéncia similar a encontrada por Passos
et al. (2007) em que 48,5% dos casos de candidemia ocorreram por esta espécie.
Maior freqiiéncia de isolamento de C. albicans (62%) em ICS foi verificada por
Colombo et al. (2007) avaliando 4 hospitais terciarios de Sao Paulo e por
Asmundsdottir et al. (2002) em estudo de 20 anos na Islandia (64 % eram C.
albicans).

Com base nos resultados apresentados na tabela 5 e figura 7 pode-se
concluir que C.albicans foi a espécie mais frequentemente isolada tanto entre
criangcas quanto adultos. Em série norte americana onde foram estudados 1447
casos de candidemia ocorridos em adultos e 144 em criangas verifica-se a mesma
afirmacao, C. albicans foi a espécie mais comum entre adultos e criancas (45% e
49%) (PAPPAS et al., 2003). Entre os 26 neonatos, 13 (50%) tiveram candidemia
por C. albicans, 10 (38,5%) por C. parapsilosis e 3 (11,5%) por C. tropicalis.
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Frequéncia similar foi observada por outros autores (ROILIDES et al., 2004;
FRIDKIN et al., 2006).

Especificamente no Brasil, C. albicans pode ser encontrada em freqiéncias
que variam de 15% a 59% (média de 41%) do total das candidemias, C. parapsilosis
de 9,0% a 36,0% (média 25%), C. tropicalis de 6,1% a 48,5% (média 20%), C.
glabrata de 0 a 9,0% (média 4,2) e C. krusei 0 a 2,0% (média 0,7%) (NUCCI;
SILVEIRA et al., 1998; ANTUNES et al., 2004; BARBERINO et al., 2006; COLOMBO
et al., 2006; MEDRANO et al., 2006; PASSOS et al., 2007; CHANG et al., 2008;
FRANCA et al., 2008). Alguns estudos se destacaram pela maior freqiiéncia com
que determinadas espécies foram isoladas: a maior proporcao de C. glabrata (9%)
em territorio nacional foi encontrada por Hinrichsen et al. (2008) em Recife, elevada
frequéncia de C. tropicalis, 48,5% dos casos de candidemia, foi observada em
pacientes com cancer por Nucci et al. (1998) e de C. parapsilosis (36%) em hospital
do nordeste por Medrano et al. (2006).

As espécies de CNA foram responsaveis por mais da metade (52,6%) dos
casos de candidemia na presente casuistica. Segundo a freqléncia entre C.
albicans e Candida nao-albicans, observa-se a semelhanca dos resultados obtidos
neste estudo com outros nacionais e internacionais nos quais as cepas de CNA
foram agentes de mais de 50% do total dos casos (COLOMBO et al., 1999; GODOY
et al., 2003; COLOMBO et al., 2006; FRANCA et al., 2008; HORN et al., 2009).

A elevada prevaléncia de C. parapsilosis e C. tropicalis no Brasil e na América
do Sul tem sido reportada em outras investigacdées (COLOMBO et al., 1999; GODOY
et al., 2003; ANTUNES et al., 2004; RODERO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006;
HINRICHSEN et al., 2008). Em contraste com o encontrado nos EUA onde C.
glabrata é reconhecida como segundo agente mais freqlente nas candidemias,
neste estudo esta espécie foi o responsavel por somente 5,3% das ocorréncias, por
outro lado, C. parapsilosis e C. tropicalis responderam por 46,5% (HAJJEH et al.,
2004; PFALLER; DIEKEMA, 2007; COLOMBO et al., 2008). O uso indiscriminado de
fluconazol foi apontado como o principal fator determinante da selecdo de C.
glabrata devido a capacidade desta espécie de desenvolver resisténcia secundaria
(adquirida) ao ser exposta a este antifungico (WINGARD, 1994).

Analisando a figura 8, pode-se observar uma tendéncia ao aumento na
freqiéncia de isolamento de espécies de CNA a partir de 2004, fato que nao foi

relacionado com o uso de antifungicos prévios ou ao aumento da frequéncia de
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isolamento de C. glabrata. Em alguns hospitais brasileiros e latino-americanos onde
0 uso de antifungicos ainda é limitado devido aos altos custos, ndo tem sido
observado aumento consideravel da frequéncia de C. glabrata (COLOMBO et al.,
1999).

Em relacdo ao agente etiologico e as condicdes de risco, os presentes dados
revelaram significativa associacao entre o isolamento de C. glabrata e a realizagao
de cirurgia abdominal. Comparando candidemia devido a C. albicans e por C.
glabrata, tem-se que o estabelecimento da infeccdo devido a C. glabrata é mais
provavel de ocorrer em pacientes que passaram por cirurgia abdominal (p:0,039,
25,9% contra 83,3%). Analisando a tabela 5 e o gréafico 7 também pode-se verificar
maior frequéncia de isolamento de C. glabrata entre pacientes adultos. Em suma,
acredita-se que o isolamento de C. glabrata em pacientes com mais de 60 anos e
naqueles que realizaram cirurgia abdominal pode ser atribuido a maior colonizagéao
do TGl nesta idade por C. albicans seguido de C. glabrata (LOCKART et al., 1999).

Semelhante a outros estudos brasileiros, na presente investigacdo C.
parapsilosis é a espécie de CNA mais frequentemente isolada, computando como o
segundo agente mais comum nas ICS por Candida spp (COLOMBO et al., 1999;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003; AQUINO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006).
Estudos realizados na regido nordeste do Brasil ttm demonstrado maior frequéncia
desta espécie, sendo encontrada como o principal agente de candidemia, superando
C. albicans (MEDRANO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008).

Na Espanha, Almirante et al. (2006) observaram que 51% das candidemias
devido a C. parapsilosis tiveram associacdo com cateter. Os autores referem ainda
que as populacdes de risco associadas ao acometimento por esta espécie foram:
recém-nascidos, transplantados, pacientes que estavam recebendo nutricdo
parenteral e previamente tratados com antifungico, principalmente fluconazol. Em
estudo nacional foi relatado que esta espécie foi significativamente mais prevalente
que C. albicans em pacientes que estavam recebendo nutricdo parenteral
(COLOMBO et al., 1999).

No Brasil, Brito et al. (2006), realizaram um estudo com 282 casos de
candidemia a fim de se caracterizar a epidemiologia desta infeccdo ocasionada por
espécies de C. parapsilosis. A ICS por C. parapsilosis foi associado a neutropenia

(p:0,005), uso de cateter venoso central (p:0,005), quimioterapia (p:0,03) e a
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presenca de cateter venoso central (risco relativo 3,71). Em outro estudo o risco
relativo na presenca de cateter venoso foi de 3,91(ABI-SAID et al., 1997).

Neste estudo nao foi possivel estabelecer associacao entre C. parapsilosis e
fontes exdgenas de infecgcdo como nutricao parenteral e cateteres (tabela 4).

Candida tropicalis conjuntamente com C. parapsilosis e C. glabrata sao as
trés espécies de CNA mais frequentemente isoladas em hemoculturas (COLOMBO
et al., 1999; KRCMERY; BARNES, 2002). A emergéncia de C. tropicalis como
importante agente etiolégico de candidemia tem sido relatada por alguns autores
(KRCMERY; BARNES, 2002; GOLDANI; MARIO, 2003; NUCCI; COLOMBO, 2007).
No presente estudo, C. fropicalis foi a terceira espécie mais isolada. Resultado
similar foi obtido em estudo envolvendo outros 6 hospitais universitarios (COLOMBO
et al., 1999).

Na presente proposta, as candidemias devido a C. tropicalis foram
significativamente mais prevalentes em pacientes com leucemia (p:0,020) e
neutropénicos (p<0,001). Em todos os casos onde foi detectado neutropenia grave
(2500 celulas/mm®) os pacientes estavam em tratamento quimioterapico. Estudos
tém demonstrado a predominancia de espécies de CNA em pacientes com cancer,
com destaque para a C. tropicalis. (WINGARD, 1995; NUCCI; SILVEIRA et al., 1998;
MULLEN et al., 2003; NUCCI; ANAISSIE, 2005; COLOMBO et al., 2006; NUCCI;
COLOMBO, 2007).

Comparando com dados nacionais recentes publicados por Colombo et al.
(2006), pode-se observar a concordancia entre os resultados ao afirmar a
associacdo de candidemia devido a C. ftropicalis a pacientes com cancer e
neutropenia (p: 0,007 e p: <0, 001, respectivamente), apesar de a freqiiéncia global
ser maior de C. albicans. Isso vem ao encontro de que a epidemiologia das
candidemias em pacientes com céancer no Brasil parece ter se mantido constante
com o passar dos anos (NUCCI; SILVEIRA et al., 1998; VELASCO et al., 2000;
ANTONIADOU et al., 2003; GOLDANI; MARIO, 2003; COLOMBO et al., 2006).

Analisando independentemente tumor sélido e leucemia, foi observada
associagao significante somente entre C. tropicalis e leucemia. Wingard em 1995
também verificou maior freqiéncia de C. tropicalis entre pacientes com leucemia se
comparando com outros com tumor sélido (WINGARD, 1995).

Outro estudo analisou 924 casos de candidemia, destes, 20% foram
causados por C. tropicalis, caracterizando C. tropicalis como o segundo agente mais
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isolado em adultos e idosos, e o terceiro entre criangas e neonatos. Foi ainda mais
frequente em pacientes com cancer, neutropenia e diabetes. Esses dados sugerem
carater oportunista desta levedura (NUCCI; COLOMBO, 2007 ).

Na presente casuistica, C. krusei foi isolada em somente um caso em que o
paciente, devido a uma imunodeficiéncia primaria, ja havia utilizado o fluconazol para
o tratamento de candidemias repetitivas relacionadas a outros tipos de Candida. A
utilizacdo deste triazolico provavelmente esta associada com a selegcdo desta
espécie no paciente em questao. No ambito nacional, a semelhanca da C. glabrata,
a freqiéncia de C. krusei é pequena em relacéo a estudos norte-americanos devido
principalmente ao infrequente uso de fluconazol na pratica médica (HORN et al.,
2009).

Com relacao a evolugao clinica, a elevada taxa de letalidade global observada
neste estudo (59,6%) é semelhante a encontrada por Gudlaugsson et al. (2003) e
Colombo et al. (2007) de 61% (GUDLAUGSSON et al., 2003; COLOMBO et al.,
2007). Em se tratando de pacientes hospitalizados, € esperado uma taxa de
letalidade maior que 50% (EGGIMANN et al., 2003a; GUDLAUGSSON et al., 2003).

Segundo Colombo et al. (1999) a frequéncia de 6bitos varia de acordo com a
espécie envolvida. Os autores observaram que 63% dos pacientes com candidemia
devido a C. tropicalis morreram, para C. albicans a taxa foi de 52% e C. parapsilosis
28%, o que foi significativamente importante (p:0,009).

Nao houve diferenga significativa na freqliiéncia de Obito entre pacientes
adultos e pediatricos, 58,2% das criancas e 61,0% dos adultos evoluiram a ébito. Ao
analisar as faixas etarias, verificamos um maior indice de letalidade entre os RNs
(76,9%) e pacientes com idade superior a 60 anos (81,8%, p=0,0042). Nucci e
Colombo (2007) observaram em seu estudo que a letalidade varia significativamente
entre as idades, sendo que o menor numero de 6bitos ocorreu entre as criancas
(27,6%), entre os neonatos foi de 46,2%, em adultos foi de 59,6% e entre idosos
86% (p<0,001) (NUCCI; COLOMBO, 2007)

Neste trabalho, Candida albicans estava envolvida na maioria dos casos de
Obito (47,1%) devido a maior freqténcia com que foi isolada. Contudo, analisando a
letalidade entre cada espécie individualmente foi observado que 83,3% dos
pacientes com ICS por C. glabrata morreram, entre os que desenvolveram
candidemia por C. tropicalis 68,8% evoluiram a oObito, com C. albicans 59,3% e C.

parapsilosis 54,1%. Outros autores ja relataram a menor letalidade quando o agente
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isolado é C. parapsilosis (COLOMBO et al., 1999; GUDLAUGSSON et al., 20083;
ALMIRANTE et al, 2006). Costa et al. (2000) e Gudlaugsson et al. (2003)
encontraram valores semelhantes para C. tropicalis: 70% dos pacientes infectados
com esta levedura foram a o6bito. A letalidade de 68,8% em nossos pacientes
associada a C. tropicalis € semelhante ao encontrado por Nucci et al. (2007) em 12
hospitais brasileiros e superior ao observado em outros estudos onde a variagao foi
de 33 a 50% (GOLDANI; MARIO, 2003; PAPPAS et al., 2003; TORTORANO et al.,
2004). A taxa de letalidade associada a C. glabrata varia de 10 a 73%, este alto
indice pode ser decorrente da associacao da infeccao por C. glabrata e a gravidade
dos pacientes que acomete (estagios terminais de cancer e pacientes internados em
UTI) (COLOMBO et al, 1999; KRCMERY; BARNES, 2002). Em outro estudo a
letalidade foi maior nos pacientes com Candida glabrata (60%) e C. tropicalis (75%)
em comparagao com 44% mortes em individuos com infec¢cdo por C. albicans
(SAFDAR et al., 2004). Em sintese, a letalidade entre as espécies de CNA tem
menores taxas quando relacionadas com C. parapsilosis € maiores quando 0s
isolados séo C. tropicalis e C. glabrata (40-70%). A letalidade envolvendo C. krusei é
similar ao encontrado para C. albicans (20-40%) (KRCMERY; BARNES, 2002)..

Apesar de 71,1% dos pacientes terem recebido tratamento antifungico, nao
houve significativa diferenca entre a letalidade geral de 59,6% e aquelas
encontradas entre os pacientes tratados de 58,0% e nao tratados de 63,6%. Franca
et al. (2008) observaram resultados semelhantes e relacionaram este alto indice de
letalidade, mesmo sob tratamento especifico, a gravidade das doencas de base,
idade, susceptibilidade in vitro, espécie de Candida envolvida e internacdo em CTI
(FRANCA et al., 2008). Um dos motivos do insucesso das terapias pode ser a
demora na instituicio da terapia antifUngica por falta de sinais e sintomas
especificos da doenca (GAREY et al., 2006). Na grande maioria das vezes, pensa-
se primeiramente em infec¢do bacteriana e somente quando ocorre um agravamento
do quadro clinico suspeita-se de sepse fungica.

Neste e em estudo de Gudlaugsson et al. (2003) ndo houve associacao
significativa entre dbito e categoria de sensibilidade ao fluconazol (S, SDD ou R)
(GUDLAUGSSON et al., 2003). De outro lado, 76,7% dos pacientes que estavam
internados no CTI adulto e 82,6% dos que estavam na UTI neonatal foram a ébito.
Estes dados revelam que a maior gravidade dos casos destes pacientes influencia
na evolugao clinica. Segundo Falagas et al. (2006) a gravidade das doencas de
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base em pacientes com candidemia contribuem para maior letalidade (FALAGAS et
al., 2006).

Em estudo grupo-controle realizado por Takakura et al (2006) em um hospital
universitario japonés foi possivel determinar o impacto da intervengéo clinica no
tratamento e evolugdo da doenca. O estudo revela que naqueles pacientes em que
foram retirados os cateteres venosos centrais e avaliados individualmente quanto ao
melhor tipo de droga, bem como a dosagem e tempo de tratamento ideais segundo
peso, idade, funcdo renal, espécie envolvida e resultados do antifungigrama, o
indice de letalidade (44%) foi menor se comparado com aqueles tratados
convencionalmente e que nao receberam tais intervencdes (78% evoluiram a ébito).
Desta forma, o autor afirma que ndo se deve associar a alta letalidade nas
candidemias somente com a gravidade das doencas de base e gravidade do caso, a
diferenca de tratamento entre os dois grupos semelhantes revelou uma grande
diferenca na evolugao clinica.

Ainda em relacdo a terapéutica, evidencias mostram que a mortalidade entre
pacientes que sao tratados prontamente ao diagnostico € menor do que naqueles
tratados tardiamente (VIUDES; PEMAN; CANTON; UBEDA et al, 2002;
ASMUNDSDOTTIR et al., 2005). No presente trabalho, ficou evidente a instituicao
imediata da terapéutica antifungica apés o conhecimento da presenca do fungo na
hemocultura. Isso foi possivel pela pronta comunicacéo do laboratério de micologia
ao médico assistente do paciente. Neste levantamento, verificou-se que o 6bito
antes da positividade da hemocultura foi cerca de 3 vezes mais prevalente entre os
pacientes que nao estavam em tratamento do que os estavam em tratamento do os
que receberam antifungico neste periodo (razdo de prevaléncia: 3,1, p<0,0001). A
demora no inicio da terapia em pacientes hospitalizados com candidemia aumenta
significativamente a mortalidade (GAREY et al., 2006).

Cerca de 30% dos pacientes avaliados neste estudo nao receberam
tratamento antifingico sistémico, na maioria das vezes em consequéncia do ébito
antes do diagnéstico (18/33 nao tratados). A inexisténcia de tratamento pelo
desconhecimento da etiologia fungica ocorreu em 8 casos. Uma justificativa pode ser
a mudanca do paciente para outro setor do hospital e conseqliente extravio dos
resultados ou mesmo erros de identificacdo ao solicitar ou digitar os resultados do

exame.
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Sota et al. (1999) avaliaram 165 casos de fungemia, neste estudo 92% dos
pacientes receberam tratamento antifungico, em 93 casos o tratamento comegou no
dia da coleta da hemocultura e em 45 casos ap6s dois dias. O tempo médio para a
administragao do antifungico foi de 1,5 dias e a duracao do tratamento de 14,6 dias.
O fluconazol foi a droga mais utilizada (54,4%), seguido da anfotericina B (41,9%).
Em outro estudo americano foi observado que 56% dos pacientes tratados recebem
como droga de primeira escolha a anfotericina B e 44% o fluconazol, o tempo médio
de tratamento foi de 16,5 dias (SOTA et al., 1999; GUDLAUGSSON et al., 2003).

Apesar de nao existir diferenca na mortalidade entre pacientes tratados com
anfotericina B ou fluconazol neste estudo e em outros trabalhos (KRCMERY;
BARNES, 2002; ALMIRANTE et al., 2006; BRITO et al., 2006), o guia americano de
tratamento das candidiases invasivas recomenda a utilizacdo de fluconazol como
droga de primeira escolha para o tratamento de candidemias entre os pacientes nao
neutropénicos e de anfotericina B entre os neonatos. As equinocandinas
(caspofungina, micafungina e anidulafungina) sdo indicadas em casos de
neutropenia, isolamento de leveduras com perfil de susceptibilidade reduzida ao
fluconazol como a C. glabrata e em outros casos onde o paciente esta severamente
doente ou que teve exposicao prévia recente a algum azdlico (PAPPAS et al., 2009).

Embora ndo se tenha observado uma padronizacao do uso de fluconazol no
HU-UFMS, a maioria dos pacientes adultos foi tratada diariamente com 200mg desta
droga por via endovenosa. Esta dosagem é inferior ao recomendado pelo recente
guia americano onde foi determinado que as ICS por Candida devem ser combatidas
com dose de ataque de 800mg e manutencdo com 400mg/dia durante duas
semanas (PAPPAS et al, 2009). Entre os pacientes pediatricos tratados com
fluconazol a dose habitual foi de 6mg/Kg por dia, também inferior ao recomendado
pelo guia americano (12 mg/Kg) como alternativa a anfotericina B. Embora seja
recomendado o uso de anfotericina B para os neonatos, neste estudo somente 3
recém-nascidos utilizaram como droga de primeira escolha. Todas as 28 criancas
que trataram com anfotericina B receberam doses (0,5 a 1,0 mg/Kg/dia)
recomendadas por Pappas et al. (2009).

Apesar de que as dosagens sejam menores que as recomendadas por
Pappas et al. (2009), a relacao entre dose administrada de fluconazol e CIM foi na
maioria das vezes foi superior a 50, 0 que segundo Clancy et al. (2005) é significado

de bom prognéstico da infeccao.
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Neste estudo a preferéncia pelo tratamento do fluconazol pode ser observada
pela freqiéncia com que a terapéutica foi iniciada com esta droga (79% contra 21%
com anfotericina B). A mudanca do tratamento de fluconazol para anfotericina B
ocorreu em 42% dos casos onde o0 mesmo foi administrado como droga de primeira
escolha. Esta alteracdo ocorreu principalmente nos casos onde o fluconazol estava
sendo usado previamente ao isolamento da levedura. Nao houve troca associada a
espécie identificada a ndo ser em um caso onde foi isolada C. krusei e comunicado
ao médico da resisténcia inata da espécie em questao.

O tempo médio de tratamento com anfotericina B foi de 17 dias (variando de 2
a 36 dias), fluconazol 12 dias (variando de 1 a 66). A grande variacao entre dias de
tratamento (1 a 66) se deve aos Obitos ocorridos no periodo de tratamento e
gravidade das consequéncias da disseminacdo da levedura. Segundo Pappas et al.
(2009) o tempo de tratamento para o fluconazol em adultos ndo neutropénicos é de
duas semanas apdés a negatividade da hemocultura e resolucao dos sintomas.

Na ultima década, conjuntamente com o aumento do consumo de antifingicos
houve a emergéncia de leveduras com susceptibilidade reduzida ou mesmo
resistentes (SILVA et al., 2002). Tal fato pode ser evidenciado pelo crescente
nuamero de infeccdes invasivas causadas por espécies de CNA resistentes (C. krusei
e C. glabrata) ao fluconazol e a reducao da freqiiéncia de isolamento de cepas mais
sensiveis (C. albicans e C. tropicalis), tornando-se um problema no ambito hospitalar
(SILVA et al., 2002; PASSOS et al., 2007). Diante disso, é necessario que se tenha
conhecimento do perfil de susceptibilidade das espécies de Candida para o
estabelecimento de uma terapia apropriada. O rapido isolamento do agente
infeccioso, a correta identificacado da espécie e o conhecimento de seu perfil de
susceptibilidade sdo fundamentais para o bom prognéstico da doenca.

A resisténcia aos antifungicos pode ser classificada como resisténcia clinica e
resisténcia in vitro. A resisténcia clinica é conseqliente do baixo nivel do antifingico
no sangue ou ao grau de imunocomprometimento do paciente. A resisténcia in vitro
revela a susceptibilidade primaria ou adquirida (SILVA et al., 2002).

A busca pelo esclarecimento das possiveis causas de falha na terapéutica
antifungica originou a necessidade da padronizacdo de um teste para avaliar a
susceptibilidade das leveduras. Somente em 2002 o atual CLSI prop6s a primeira
padronizacdo deste teste de sensibilidade. Atualmente o antifungigrama tornou-se
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uma ferramenta importante para a terapeutica de candidiases invasivas, pois revela

as possibilidades de tratamento desta enfermidade grave.

A tabela a seguir resume, segundo Pappas et al. (2009), os padrdes de

susceptibilidade das espécies de Candida frente aos antifungicos:

Tabela 8 - Padrdes gerais de susceptibilidade das espécies de Candida.

Espécie de Candida Fluconazol Itraconazol Anfotericina B
C. albicans Sensivel Sensivel Sensivel
C. tropicalis Sensivel Sensivel Sensivel
C. parapsilosis Sensivel Sensivel Sensivel
C. glabrata Sensivel dose Sensivel dose Sensivel a
dependente a dependente a intermediario
resistente resistente
C. krusei Resistente Sensivel dose Sensivel a
dependente a intermediario
resistente
C. lusitaniae Sensivel Sensivel Sensivel a resistente

Analisando a tabela acima podemos observar que é esperado um padrao de
sensibilidade reduzida para as espécies de C. glabrata e C. krusei frente aos
antifungicos azdlicos e C. lusitaniae a anfotericina B.

Varios autores ja tém relatado uma maior freqiiéncia de resisténcia entre os
isolados de C. glabrata ao fluconazol, cerca de 7 a 14% nos EUA e de 3,7 a 40% na
Europa sao resistentes. (DIEKEMA; MESSER et al., 2002; OSTROSKY-ZEICHNER
et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; CUENCA-ESTRELLA et al., 2005; TORTORANO
et al., 2006; DA MATTA et al., 2007). No Brasil, Matta et al. (2007) verificaram que
entre 1995-1999 e 2000-2003 a sensibilidade das cepas de C. glabrata isoladas de
ICS frente ao fluconazol era de 100% e 89,3% respectivamente. Aquino et al. (2003)
reportaram a resisténcia ao fluconazol em 3% dos isolados de Candida, o maior
indice observado até o momento em nosso pais (COLOMBO et al, 20083;
COLOMBO et al., 2007; PASSOS et al., 2007; FRANCA et al., 2008).
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No Brasil, assim como em outros paises, os isolados de C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis apresentam alto grau de sensibilidade aos antifungicos
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; COLOMBO et al., 2006; DA MATTA et al.,
2007; PASSOS et al., 2007; FRANCA et al., 2008; PAPPAS et al., 2009). Estudos
nacionais revelam que a sensibilidade entre todas as espécies frente ao fluconazol
varia de 97% a 100%. Em relacéo ao itraconazol a variacao foi de 100% a 94%. Nao
houve relato de resisténcia a anfotericina B (COLOMBO et al., 1999; ANTUNES et
al., 2004; AQUINO et al., 2005; COLOMBO et al., 2006; DA MATTA et al., 2007;
PASSOS et al., 2007; FRANCA et al., 2008).

No presente estudo foi realizado teste de susceptibilidade frente ao
fluconazol, itraconazol e anfotericina B em 103 isolados de Candida. Entre todas as
espécies a reducao da sensibilidade aos antifingicos foi rara.

Todos os 46 isolados de C. albicans, cuja susceptibilidade a antifiungicos foi
testada, apresentaram sensibilidade ao fluconazol e anfotericina B, somente uma
cepa foi sensivel dose dependente ao itraconazol. A resisténcia entre cepas de C.
albicans € baixa. Hajjeh et al. (2004) evidenciaram que somente 1,2% eram
resistentes ao fluconazol. Os casos pontuais de resisténcia envolvendo C. albicans
estdo relacionados ao uso constante de fluconazol em altas doses em tratamentos
empiricos e profilaticos (MARR et al.,, 2000; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003;
GOLDMAN et al., 2004)

Neste estudo, os isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis
mostraram-se mais sensiveis ao fluconazol e ao itraconazol quando comparados
com os de C. glabrata. Todas as cepas de C. albicans e C. tropicalis e 94,3% das
cepas de C. parapsilosis tiveram CIM < 2 ug/mL ao fluconazol, demonstrando o alto
grau de sensibilidade destas leveduras em nossa casuistica. Entre as espécies de C.
glabrata, 83,3% das cepas resultaram em CIM = 2 ug/mL (p<0,001), contudo, ndo
houve caso de resisténcia relacionado a esta espécie frente ao fluconazol, somente
um isolado foi sensivel dose dependente (16 pg/mL). Apesar da Unica cepa de C.
krusei ter apresentado CIM de 32 pg/mL e ser classificado in vitro como sensivel
dose dependente ja se sabe que in vivo todas as espécies sao resistentes.

Os dados apresentados corroboram com os apresentados por Da Matta et al.
(2007) em um amplo estudo envolvendo 1000 isolados de Candida da corrente
sanguinea, onde somente 0,2% foram resistentes ao fluconazol e outros 1,9% foram

sensivel dose dependente. Todas as cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C.
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tropicalis foram sensiveis ao fluconazol. Os casos de resisténcia foram atribuidos a
espécie de C. glabrata (4,5% dos isolados de C. glabrata foram resistentes ao
fluconazol)(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; DA MATTA et al., 2007). Em outra
importante série americana na qual foi avaliada a susceptibilidade de 2000 isolados
de Candida provenientes de hemoculturas a taxa de resisténcia ao fluconazol foi de
6%. A maior freqiéncia de C. krusei encontrada no estudo justifica o resultado
apresentado. Colombo et al. (2006) observaram que 6% dos isolados de C. glabrata
foram resistentes ao fluconazol.

Em relacdo ao itraconazol, resisténcia foi observada em um caso (1,0%) no
qual foi isolada C. glabrata. Outras 9 (8,7%) cepas (1 isolado de C. albicans, 1 de C.
tropicalis, 3 de C. glabrata e 4 de C. parapsilosis, €) foram consideradas SDD. O
restante das leveduras (90,3%, 93/103) apresentaram CIM < 0,125 pg/mL e foram
classificadas como sensiveis. Considerando a CIM < 0,125 pg/mL, 97,8% das cepas
de C.albicans ficaram nesta faixa, bem como 93,3% das C. tropicalis e 88,6% das C.
parapsilosis, contrapondo com 33,3% dos isolados de C. glabrata (p<0,001).

Alguns autores ja tém relatado a menor sensibilidade dos isolados de C.
glabrata frente ao itraconazol, a freqiiéncia de resisténcia a esta droga varia de 6 a
51%(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; COLOMBO et al., 2006; DA MATTA et al.,
2007; FRANCA et al, 2008). Evidéncias demonstram que entre as leveduras
isoladas da corrente sanguinea a porcentagem de resisténcia ao fluconazol € menor
que ao itraconazol (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; HAJJEH et al., 2004;
COLOMBO et al., 2006; DA MATTA et al., 2007; FRANCA et al., 2008).

A resisténcia a anfotericina B (CIM = 1ug/mL) é rara, Hajjeh et al. (2004)
verificou sua ocorréncia em 1,7% dos isolados de Candida da corrente sanguinea.
Contudo, alguns autores tém relatado a ocorréncia em cepas de Candida com CIM
que chegam a 4 - 12ug/mL (HAJJEH et al., 2004; PASSOS et al., 2007). Em outro
trabalho Ostrosky-Zeichner et al. (2003) detectaram resisténcia a anfotericina B em
0,8% dos casos, as espécies envolvidas foram C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. Krusei.

Na presente casuistica, todos os isolados apresentaram CIM < 1 pg/mL para
anfotericina B, (66,7% CIM < 0,5 pg/mL, 33,3% 0,5 > CIM < 1 ug/mL) sendo
considerados sensiveis. Analisando as CIMs verificou-se que as espécies de C.
albicans e C. parapsilosis foram mais sensiveis "a anfotericina do que de as de C.



86

tropicalis e C. glabrata, dado confirmado em outros estudos (YANG et al., 2005;
ALVES et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

Em sintese, a epidemiologia das candidemias no HU-UFMS é similar ao
encontrado em outros hospitais em muitos aspectos: ocorreram principalmente em
pacientes severamente debilitados, submetidos a procedimentos invasivos e cirurgia
de grande porte, que utilizaram antibiéticos de amplo espectro e permaneceram
internados por longos periodos. As faixas etarias mais acometidas foram as de RNs
e adultos com idade superior a 60 anos. As ICS por Candida no HU-UFMS estao
associadas a alta letalidade, tém como agente mais freqiiente a C. albicans, mas
existe o predominio de espécies de Candida néao-albicans, o que nao esta
relacionado ao uso prévio de fluconazol. Contudo, as espécies apresentaram alto
grau de sensibilidade frente aos antifungicos testados (fluconazol, itraconazol e
anfotericina B) e foram raras as cepas com sensibilidade reduzida.

As principais condi¢cdes de risco foram: uso prévio de antibiéticos, presenca
de cateter venoso central Internacdo em UTI/CTI, uso de blogueadores H2, nutricao
parenteral, colonizacdo prévia e ventilacdo mecéanica. Foi observada importante
associacao entre cirurgia abdominal e 0 acometimento por C. glabrata. Assim como
leucemia e neutropenia com C. tropicalis

Levando em consideracao as mudancas na freqtiéncia e susceptibilidade dos
agentes de candidemia ocorridos no mundo ao longo dos tempos, novos estudos
epidemiologicos serdo realizadas por nosso grupo com a finalidade de se realizar a
vigilancia e identificar mudancas nas infec¢des hospitalares no HU-UFMS.

Por fim acredita-se que o presente estudo podera servir como parametro para
comparacoes com futuras vigilancias epidemioldgicas nos hospitais de Mato Grosso
do Sul, bem como de outras regides do Brasil.
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APENDICE A - Formulario para coleta de dados do prontuario médico.

Projeto Candidemia HU-UFMS

Cepa: Espécie: Setor de internacao:

Data coleta (micro):  / / Data da hemocultura+: / [/

RG - HU:

Nome:

Sexo: ( )Masc ( ) Fem Idade(época da coleta): Data nascimento: / /
Data Internacdo:_ / / APGAR:_ / Idade gestacional: semanas

Peso:

Procedéncia: Naturalidade:

Causa/diagnostico na internagao:

Doenca/infec¢ao atual:

Dias entre internacdo e hemocultura +:

Evolucao: () alta: dias de internacao () dbito: dias de internacao

Dias entre hemocultura + e dbito:

Doenca de base (que pode ter contribuido para ocorrer a candidemia):

( ) HIV positivo ( ) Céncer (tumor solido) ( ) Leucemia ( )Diabetes
( ) Doenga cardiaca: ( )Doenga Membrana Hialina

( ) Doenca pulmonar: ( ) Doenca hepatica:

( ) Doenga neuroldgica: ( ) Insuficiéncia renal:

( )Transplante: ( )Outra:

()

Doenca auto-imune:
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Condicgoes clinicas na ocasiao do episodio da candidemia:

() Febre(=37,8°C) ( ) Dispnéia  ( )Diarréia ( ) Lesao de pele(envolvendo Candida)
( ) Candidiase oral ( ) Convulsao ( ) Anasarca () Hipotensao (sistélica <90mm)
() Infecg@o urinaria por Candida ( )Mialgia ( )Taquicardia ( )Pneumonia
()

Outro tipo de infecgao por Candida (retinite, meningite, osteomelite):

Condicgoes de risco anteriores a candidemia:

) Uso de corticdide(dexametasona e outros) ( ) Neutropenia (<500 neutréfilos)  ( )Plaquetopenia
Leucocitose ( ) Leucopenia ( )Internado em UTI/CTI ( )Dialise

Ventilagdo mecénica  ( ) Sonda vesical ( ) Colonizacao prévia por levedura/Candida

Cateter venoso central () Nutricdo Parenteral total ( )ySonda nasogastrica/orogéstrica

(
()
()
()
( )Dreno () Cirurgia (até 30 dias antes da hemo +) ( )Cirurgia abdominal ( )Vancomicina
( )Cateter umbilical ( ) Carbapenémicos (imipenem, meropenem) ( ) Ocluséao intestinal

( )Quimioterapia  ( ) Cefalosporinas 32 e 4 2 geracao (ceftriaxona, ceftazidima, cefepime)

() Protese ( )Tragueostomia ( ) Hospitalizagao prévia ( )Imunossupressao ( )Colostomia

( )Anti-retrovirais  ( )Transfusdo ( )Bloqueadores H2(cimetidina, ranitidina) ( )Omeprazol

Tratamento ANTIFUNGICO: ( )SIM ( )NAO, ( )Obito antes ou no dia da hemocultura +

( )Obito até 3 dias da hemocultura +

Tratamento sistémico PREVIO (48 hrs antes) a candidemia: ( ) SIM ( )NAO
Antifdngico prévio Inicio Término Dose (mg/dia Dias de
tratamento
Uso de Micostatin e/ou Nistatina: ( ) NAO  ( )SIM, Inicio: Término:

Tratamento antifungico APOS a coleta:

Antifiingico Inicio Término Dose (mg/dia) Dias de tratamento

Antifungico de primeira escolha: ( )Fluconazol ( ) Anfotericina B ( ) Intraconazol ( )Outro:

Troca de antifungico: ( ) Fluco por AnB () AnB por Fluco () Outra:
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Combinacao de antifungicos sistémicos: ( )SIM ( ) NAO

Dias entre hemocultura positiva e tratamento:

Antifungigrama:

Antifungico MIC (ng/mL) Resultado

Anfotericina B

Fluconazol

ltraconazol

Antibioticos utilizados ANTES da coleta da hemocultura: NuUmero de antibioticos:

1) Inicio: Término:
2) Inicio: Término:
3) Inicio: Término:
4) Inicio: Término:
5) Inicio: Término:
6) Inicio: Término:
7) Inicio: Término:
8) Inicio: Término:

Provavel fonte de infeccado (Candidemia):

( ) Cateter Venoso Central ( ) Trato gastrointestinal ( )Outro:

Justificativa:

Hemograma (mais proximo do dia da coleta da hemocultura):

Hemacias: Hemoglobina: Hematocrito: ( ) Anemia
Leucécitos totais: ( )Leucopenia ( ) Leucocitose
Metamielécitos:_~ Bastonetes:.  Segmentados: % totais  Eosindfilos:
Linfécitos: Mondcitos:_~~ Plaquetas:

Obs:
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ANEXO A - Limites recomendados para CIMs de 24 e 48 horas para duas cepas de

controle de qualidade para microdiluicdo em caldo.

Organismo Agente Faixa 24 horas % Faixa 48 horas % dentro
Antifangico dentro da Faixa
da Faixa
Candida Anfotericina B 0,25-2,0 0,5 97 0,5-4,0 2,0 92
parapsilosis Fluconazol 0,5-4,0 2,0 98 1,0-4,0 2,0 99
ATCC® 22019 Itraconazol 0,12-0,5 0,25 96 0,12-0,5 0,25 98
Candida krusei  Anfotericina B 0,5-2,0 1,0 100 1,0-4,0 2,0 100
ATCC® 6258 Fluconazol 8,0-64 16 100 16-128 32 100
Itraconazol 0,12-1,0 0,5 96 0,25-1,0 0,5 100

Fonte: Documento M27-A2, NCCLS, 2002.

ANEXO B - Diretrizes de interpretacao dos testes de sensibilidade in vitro das

espécies de Candida.

Sensivel Sensivel Dose Resistente
Antifungico (ng/mL) Dependente (ng/mL)
(ng/mL)
Fluconazol <8 16-32 =264
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 =1

Fonte: Documento M27-A2, NCCLS, 2002.
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ANEXO C — Carta de aprovacgéao pelo comité de ética em pesquisa.

AN

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul ﬁf%f&%

Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS ‘3{‘“
N

Carta de Aprovacdo

A minka assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1401 da
Pesquisadora Maina de Oliveira Nunes intitulado “Epidemiologia e perfil de
susceptibilidade das leveduras do género Candida isoladas de hemoculturas de pacientes
internados no NHU/UFMS’, foi revisado por este comité e aprovado em reunido
ordindria no dig 07 de maio de 2009, encontrando-se de acordo com as resolugoes

normativas do Ministério da Saiide.

1 ]
|1 A\ i
LIRS

Prof. Paulo Q{o&e%to Haidamus de Oliveira Bastos
Coordenador em e}(erc{cio do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS
Campo Grande, 08 de maio de 2009.
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