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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo contribuir para o conhecimento dos
agentes de candidemia menos freqlientes, i.e. ndo-Candida albicans e nao-
Candida tropicalis, em hospitais do Estado de Sao Paulo. Cento e sessenta
e seis isolados, obtidos entre 2005 a 2008 de onze unidades hospitalares,
foram avaliados quanto a frequéncia de espécies e fenoétipos de resisténcia
(CLSI e AFST-EUCAST). A distribuicdo observada para as espécies foi:
Candida parapsilosis (70%). C. glabrata (23%), C. krusei (4%), Pichia
anomala (Candida pelliculosa), C. famata, C. lusitaniae, C. kefyr, C.
guilliermondii (0,6% cada). Fluconazol (FCZ), itraconazol (ITZ), voriconazol
(VCZ) e anfotericina B (AMB) mostraram alta eficacia frente todos os
agentes de candidemia avaliados, com excecdo de C. krusei, espécie
comprovadamente resistente ao FCZ. AMB foi a droga mais ativa, nao
sendo encontrado nenhum fendétipo de resisténcia a droga, seguida de FCZ
e VCZ; a droga menos eficaz foi ITZ. O unico isolado de P. anomala (C.
pelliculosa) apresentou menor sensibilidade a FCZ e ITZ na metodologia
EUCAST. Candida krusei, com comprovada resisténcia intrinseca ao
fluconazol, foi S-DD a ITZ (EUCAST) na maioria dos isolados, mas sensivel
ao VCZ e a AMB. Resisténcia a VCZ foi observada com maior freqiéncia
no método EUCAST do que no CLSI, devido aos distintos breakpoints.
Resisténcia cruzada entre azéis foi encontrada neste estudo em cepas de
C. glabrata e C. parapsilosis. Estes dados contribuem para a consolidagao
de banco de dados sobre as espécies causadoras de candidemia e para
delineamento e monitoramento do perfil de resisténcia aos antifungicos de

uso corrente em hospitais brasileiros.



ABSTRACT

This paper aims to contribute to the knowledge of less frequent candidemia
agents, ex. non-Candida albicans and non-Candida tropicalis, in hospitals in the
State of Sao Paulo. One hundred and sixty-six isolates obtained between 2005
to 2008 from eleven hospital units, were evaluated for the frequency of species
and resistance phenotypes (CLSI and AFST-EUCAST). The distribution
observed for the species were: Candida parapsilosis (70%). C. glabrata (23%),
C. krusei (4%), Pichia anomala (Candida pelliculosa), C. famata, C. lusitaniae,
C. kefyr, C. guilliermondii (0.6% each). Fluconazole (FCZ) itraconazole (ITZ),
voriconazole (VCZ) and amphotericin B (AMB) showed high efficacy against all
agents of candidemia evaluated, with the exception of C. krusei, species with
proved resistant to FCZ. AMB drug was more active, not being found any
phenotype drug resistance, followed by FCZ and VCZ; the less effective drug
was ITZ. The only strain of P. anomala (C. pelliculosa) showed lower sensitivity
to FCZ and ITZ for AFST-EUCAST methodology. Candida krusei, with
demonstrated intrinsic resistance to FCZ, was S-DD to ITZ (EUCAST) for most
isolates, but sensitive to VCZ and AMB. Resistance to VCZ was observed more
frequently in the EUCAST method than in the CLSI, due to different
breakpoints. Cross-resistance between azoles was found in this study on
strains of C. glabrata and C. parapsilosis. These data contribute to the
consolidated database on the species that causes candidemia and for
delineation and monitoring of resistance profile to antifungal drugs in current

use in Brazilian hospitals.
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1 INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo de organismos eucariotos, sem
mobilidade prépria, heterotroficos, aerébios e com limitada capacidade
anaerdbica que podem sintetizar lisina pela via biossintética do acido L-alfa-
aminoadipico. Esses microrganismos acumulam glicogénio como material de
reserva, sdo desprovidos de clorofila e possuem nucleo rodeado por
membrana nuclear. Fungos reproduzem-se por meio de esporos,
apresentam parede celular rigida e quitinosa, tém reticulo endoplasmatico,
mitocondrias semelhantes as de células vegetais e animais, além de
vacuolos, microtubulos e ribossomos. A membrana plasmatica contém
ergosterol, rRNA 80s e microtubulos compostos de tubulina; o aparelho de
Golgi nem sempre estd presente. Fungos podem ser unicelulares, ou

multicelulares, e podem ser divididos em dois grandes grupos: filamentosos

(bolores ou mofos) e leveduras, conforme sua morfologia (Ferreira et al.,
2002) (Figuras l1a e 1b).

Figuras la. leveduras; 1lb. fungos filamentosos (cedidas gentilmente por

Dulcilena de Matos, Nucleo de Micologia IAL — SP).
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As leveduras sao fungos que nao apresentam grande variagao na
estrutura micromorfolégica e, por isso, sua identificacdo em género e
espécie, tem como base provas fisiologicas e bioquimicas e, algumas vezes,
analise molecular. A estrutura basica das leveduras € unicelular e esse
grupo de fungos se reproduz por gemulacdo, ou brotamento, de células
denominadas blastoconidios. Alguns géneros, como Candida spp. tém a
capacidade de producéo de hifa, seja a partir dos blastoconidios, no caso de
hifa verdadeira, seja pela conjuncdo de varios brotos que se mantém
ligados, no caso de pseudo-hifa. Alguns géneros, em especial, um de grande
interesse em micologia médica — Cryptococcus spp. -, apresentam como
caracteristica principal, cdpsula de natureza mucopolissacaridica (Ferreira et
al., 2002).

Leveduras, assim como fungos filamentosos, sao seres
ubiquitarios e importantes na decomposicdo de material organico e sao
encontrados em inumeros nichos na natureza. O papel patogénico de
leveduras ha muito foi demonstrado por Langenbeck (1839) que, pela
primeira vez, observou a mais importante levedura patogénica ao homem,
hoje conhecida como Candida albicans, em aftas bucais de paciente com
tifo, tendo considerado, erroneamente, esse microrganismo como agente
etiologico da doenca. Mais tarde, em 1842, David Gruby definiu a candidiase
oral e classificou esse microrganismo no género Sporotrichum. Em 1846,
Berg estudou detalhadamente o microrganismo, estabelecendo
definitivamente a sua relagdo com candidiase oral. Alguns anos mais tarde,
em 1853, Charles Robin denominaram esse microrganismo de Oidium
albicans, renomeado por Zopf, em 1890, de Monilia albicans. Somente em
1923, Berkhout transferiu essa espécie para o género Candida e criou a
espécie Candida albicans (Sidrim et al., 1999). Essa levedura foi descrita, no
decorrer da historia, sob distintas denominac¢des, em numero superior a 111,
as quais se encontram descritas no livro The Yeasts (Kreger van Rij, 1984).
Até 1963 eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida como
causadoras de doencas em humanos, incluindo C. albicans, C. parapsilosis,

C. tropicalis, C. stellatoidea (C. albicans var. stellatoidea) e C. guilliermondii.
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Atualmente, s@o conhecidas cerca de dezessete espécies de Candida
causadoras de micoses superficiais ou invasivas em seres humanos (Pfaller
et al., 2007a).

As principais espécies de interesse clinico sdo: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida guilliermondii e Candida lusitaniae. Entretanto, nimero progressivo
de casos de doencas superficiais e invasivas relacionadas e espécies
emergentes de Candida é descrito, como: Candida dubliniensis, Candida
kefyr, Candida rugosa, Candida famata, Candida utilis, Candida lipolytica,
Candida norvegensis, C. zeylanoides e Candida inconspicua, justificando

sua acurada identificacao (Pfaller et al., 2007a; Jung et al., 2010).
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1. 1 Candidemia

Dentre as infeccbes causadas por espécies de Candida, as de
corrente sanguinea, ou candidemias, tém grande significado dado sua alta
mortalidade (40 a 50%) e aumento de custo hospitalar para seu controle,
ainda que, um recente estudo norte-americano tenha mostrado que a taxa
de mortalidade diminuiu ligeiramente ao longo do periodo de 1991 a 2003
(Patel et al., 2005; Pfaller & Diekema, 2007b). Vale ressaltar que delinear a
gravidade dessas infeccdes € tarefa ardua, desde que a maioria dos casos
de candidemia apresenta uma ou mais doengas co-existentes que
determinam o desfecho clinico, sendo por isso dificil isolar a variavel mais
significativa para a ma evolucéo dos casos (Pfaller & Diekema, 2007b).

O aumento progressivo na frequéncia de ICS (infeccao de
corrente sanguinea) por leveduras do género Candida foi observado em
muitos paises que monitoram esse evento. O fato ocorre, particularmente,
entre pacientes que estdo recebendo antibiéticos, terapia imunossupressiva,
nutricdo parenteral, bem como, aqueles expostos a procedimentos médicos
invasivos (da Matta et al., 2007). Dados do Sistema Nacional de Controle de
Infeccbes Nocosomiais do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) dos Estados Unidos mostraram que, durante a década de 90, os
fungos foram agentes de 7,9% do total de infeccbes nosocomiais, em
hospitais de grande e pequeno porte, e a incidéncia desses quadros
aumentou para 9% de 1990 a 1996, emergindo como o quinto patégeno
nosocomial. Entre os microrganismos que causam ICS, os fungos ocuparam
0 quarto lugar, a frente de outros microorganismos tdo comuns como
Escherichia coli. As espécies do género Candida causaram 78% das
infeccbes fangicas em pacientes imunocomprometidos, ou gravemente
enfermos, com taxa de mortalidade superior a 55%; a incidéncia de
candidemia aumentou aproximadamente em 500% em hospitais de alta
complexidade (Abid-Said et al., 1997; Diekema et al., 2002b; Pfaller &
Diekema, 2002; Pfaller et al., 2000).
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Estudos mais recentes tém estimado que 6-11% de todas as
infeccbes invasivas nosocomiais podem ser atribuidas a Candida spp.
(Wisplinghoff et al., 2004; Pfaller et al., 2007). Estudo realizado na ltalia,
para descrever a epidemiologia de infec¢cdes de corrente sanguinea (ICS)
por Candida spp., avaliou 9558 hemoculturas obtidas de 4390 pacientes, de
1998 a 2004. Destas, 538 (13%) foram de casos de sepse, sendo 168 (13%)
atribuidos a fungos, dentre os quais 155 por Candida e os demais 13
pacientes apresentaram por outras espécies de fungos (Caggiano et al.,
2007).

As taxas de incidéncia sao variadas na populacéo hospitalizada,
com valores médios de 43 casos por 100.000 admissbes de pacientes
pediatricos e de 30 casos por 100.000 admissdes de adultos em hospitais
dos Estados Unidos (Zaotis et al., 2005). Wisplinghoff et al. (2004) em amplo
estudo de vigilancia norte-americano mostrou que, por mais de sete anos, a
presenca de Candida spp. foi relatada na mesma incidéncia (4,6 casos por
10.000 admissbes). Deve-se ressaltar que a incidéncia varia, de modo
consideravel, nas diversas regides do globo e segundo o tipo de hospital e
populacdo atendida, como pode ser apreciado em estudos europeus. A
Dinamarca, por exemplo, demonstrou ter a maior incidéncia (11,0
casos/100.000 admissbes/ano) quando comparada a Finlandia (1,9
cas0s/100.000 admissbes/ano) (Arendrup et al. 2005; Poikonen et al., 2003).

Para paises desenvolvidos existem varios dados publicados
confirmando a magnitude do problema de espécies de Candida como agente
de ICS. Além de maior quantidade de informacdo sobre ocorréncia de
candidemia, os dados desses paises trazem detalhes sobre a distribuicdo de
espécies e suscetibilidade a antifingicos, porém, esse ndao é o caso ainda,
da América Latina, na qual os estudos sdo bons, mas insuficientes para
descrever a epidemiologia dessa grave infec¢cdo nessa regidao (Gonzalez et
al., 2008; Colombo et al., 2006; Bruder-Nascimento et al, 2010).

No Brasil, os dados de incidéncia da candidemia ainda sao
escassos e inconsistentes, havendo poucos estudos de tendéncias. A

importancia da candidemia como problema de Saude Publica no Brasil €,
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ainda, dificil de ser avaliada, jA que, muitas unidades hospitalares néo
notificam oficialmente sua ocorréncia. O estado de Sdo Paulo € um dos
poucos que possui um sistema organizado de notificacbes com,
aproximadamente, 600 hospitais informando ao sistema publico de vigilancia
a ocorréncia de infec¢des hospitalares (Centro de Vigilancia Epidemioldgica,
2010). De acordo com os ultimos informes do Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica do Estado de S&o Paulo, sobre os microrganismos isolados
em hemoculturas em Unidades de Terapia Intensiva, Candida spp. foi de
terceiro a quinto agente isolado, com freqiéncia préxima de 5%, no periodo
de 2004 a 2008 (Centro de Vigilancia Epidemioldgica, 2010).

Ainda que raros, os estudos nacionais contribuem, de modo
significativo, para o conhecimento da frequiéncia de candidemias. Colombo
et al. (2006) relataram, no periodo de marco de 2003 a dezembro de 2004,
0s casos de candidemia ocorridos em 11 hospitais terciarios, situados em 9
cidades brasileiras, com incidéncia de 2,49 casos por 1,000 admissdes e
0,37 casos por 1,000 pacientes-dia. Em recente estudo de Pereira et al
(2010) foi observado incidéncia semelhante (2,4/1000 admissbes) em um
hospital pablico terciario no estado de Sdo Paulo. Outros estudos, realizados
entre maio de 2002 e fevereiro de 2003, relataram 7.038 episodios de
candidemia em quatro hospitais da cidade de S&o Paulo, com taxa um
pouco mais baixa (1,66 epis6dios/1000 admissdes) (Colombo et al., 2003;
Brito et al., 2006). Um dos poucos estudos realizados na regido nordeste foi
publicado por Hinrichsen et al. (2008) e indicou maior taxa de incidéncia (3,9

epis0dios/1000 admissdes) em hospital terciario de Recife (PE).

1. 2 Agentes de candidemia

Candida albicans permanece como a espécie mais comumente

isolada de ICS, mas alguns estudos mostraram alteragéo na distribuicdo das

espécies, com aumento de leveduras diferentes de Candida albicans
(Pfaller, 1996; Abid-Said et al., 1997; Sandven et al. 2000; Pfaller et al. 2001;
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Diekema et al., 2002a; Pfaller et al., 2000; Pfaller et al., 2002; Patel et al.,
2005; Donelli, 2006; Sobel, 2006).

Entre os agentes ndo-C. albicans de candidemia, os mais comuns
sdo: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida
spp. (Nakamura & Takahashi, 2006; Pfaller et al., 2004). O conjunto dessas
espécies e de Candida albicans sdo responsaveis por cerca de 95% de
casos de candidiase invasiva em paises da Europa, Estados Unidos e Asia
(Nakamura et al., 2006; Ruan et al., 2008). Outras espécies sao
responsaveis por taxas de 1% a 5%, incluindo: C. guilliermondii, C. krusei, C.
rugosa, C. lusitaniae, C. lipolytica, C. intermedia, C. famata e C. dubliniensis
(Pfaller et al., 2001).

Em recente estudo multicéntrico na Franca, denominado
AmarCand (Analyse Du Management en Anesthésie et Réanimation dés
Candidoses Invasives), do qual participaram 101 unidades de cuidado
intensivo (outubro/2005 a maio/2006), foram avaliados episodios de
candidemia ocorridos em 271 pacientes. Desse grupo, 305 amostras foram
identificadas, resultando em 57% de C. albicans, 16,7% de C. glabrata, 7,5%
de C. parapsilosis, 5,2% de C. krusei, 4,9% de C. tropicalis e 3,6% C. kefyr.
Um aspecto diferente nesse estudo, em relacdo a outros semelhantes, esta
na incidéncia de C. tropicalis que, em regra, € maior com taxas em torno de
10% (Leroy et al., 2009).

Horn et al. (2009) estudaram populacdo de 2019 pacientes com
infeccdo invasiva, pediatricos e adultos (2004-2008) internados em 23
centros norte-americanos. A proporcdo de C. albicans foi de 45,6%, porém
predominando espécies nao-C. albicans (54,4%), sendo: C. glabrata (26%),
C. parapsilosis (15,7%), C. tropicalis (8,1%) e C. krusei (2,5%).

No Programa Internacional de Vigilancia Antimicrobiana
(SENTRY) para as Américas, o relato do periodo entre 1997 e 1999, das
espécies causadoras de ICS, ressaltou a maior proporcado de C. tropicalis
em paises da América Latina do que em paises do hemisfério norte (Pfaller
et al.,, 2001). A ultima publicacdo do Programa SENTRY informou mudanca

na distribuicdo relativa das espécies na América Latina, sendo que a ordem,
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em 2006 e 2007, era: C. albicans > C. tropicalis > C. parapsilosis > C.
glabrata, mas recentemente, C. parapsilosis esta ocupando o segundo lugar
(Messer et al., 2009).

Um estudo realizado no Meéxico englobou 398 isolados de
Candida obtidos em cinco hospitais universitarios terciarios na cidade de
Monterrey (México) de 2004 a 2007 (Gonzalez et al., 2008). Nesse estudo a
frequéncia de episddios referentes a espécies ndo-C. albicans representou
68% do total. As espécies encontradas foram: C. parapsilosis (37,9%), C.
albicans (31,9%), C. tropicalis (14,8%), C. glabrata (8%) e outras (7,4%).

No periodo de 1999 a 2000, foi conduzido um estudo em cidades
da América Latina com cinco hospitais terciarios, de onde foram isoladas
103 amostras de Candida spp. A espécie mais freqlente isolada foi C.
albicans, seguida de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata (Godoy et al.,
2003). Silva et al (2004 a, b), observaram C. tropicalis em terceiro lugar em
frequéncia no Chile e Argentina.

A maioria das pesquisas realizadas no Brasil e em outros paises
da América do Sul (Godoy et al., 2003; Silva et al, 2004a; Silva et al 2004b;
Ruiz et al., 2005; Regonaschi, 2006; Medrano et al., 2006) confirmam que C.
albicans supera o conjunto de outras espécies, ainda que em taxas distintas.
Em trabalho de revisdo, Melhem (2004) ressaltou que as taxas nacionais de
prevaléncia de C. albicans sdo muito variadas, desde 13% a 60%, e isso
pode ser atribuido a diversos fatores, entre eles, metodologias de isolamento
e identificacdo, tipo de hospital, populacédo atendida, faixa etaria e unidade
hospitalar.

Em estudos realizados em hospitais terciarios brasileiros,
incluindo o de Chang et al (2008) em Campo Grande (MS), abrangendo 96
casos, e 0 de da Matta et al. (2007) em Sao Paulo, com 1000 amostras de
isolados de ICS, C. albicans foi agente, respectivamente de 45,8% e 40%
dos casos. Também em S&o Paulo, Colombo et al. (2006) publicaram
trabalho com 712 isolados de Candida, sendo 40,9% amostras de C.
albicans. Na cidade de Botucatu, estado de Sdo Paulo, Ruiz et al. (2005)

em 75 amostras de leveduras causadoras de ICS confirmaram Candida
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albicans (38,7%) como espécie prevalente. Do mesmo modo, Goldani &
Mario (2003) em Porto Alegre, observaram em 101 casos de candidemia, C.
albicans em 33%. Em estudo de 200 casos de candidemia realizado no
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Séao Paulo, foi observado frequiéncia de 49% de C. albicans (Colombo et al
2003). Taxa semelhante foi observada em 4 hospitais terciarios da cidade de
Sao Paulo, nos quais C.albicans foi agente de 38% de 282 casos de
candidemia, estudados por Brito et al. (2006). Pasqualoto et al. (2005) no
Rio Grande do Sul, descreveram a menor taxa de C. albicans, 22% em 79
casos de candidemia, em relacdo a outras espécies.

Nos trabalhos brasileiros com maior nimero de amostras, pode-
se verificar que C. tropicalis é o segundo agente etioldgico de ICS. Em onze
hospitais terciarios do Brasil (Colombo et al., 2006) descreveram C. albicans
como responsavel por 40,9% dos casos seguida de C. tropicalis (20,9%). No
estudo de da Matta et al. (2007) C. tropicalis situou-se também em segundo
lugar, com frequéncia de 24,3%.

A importancia do conhecimento da prevaléncia relativa das
distintas espécies de Candida e ocorréncia de outros géneros de leveduras,
além de Candida spp., esta nos diferentes perfis de sensibilidade a
antifingicos e nas caracteristicas epidemioldgicas das infec¢cdes causadas
pelos distintos agentes (Cawley et al., 2000; Falk et al., 2003; Perniola et
al., 2006; Lunardi et al., 2006).

Apesar de ser parte da microbiota de humanos, o género esta
relacionado a infeccbes humanas. Candida tropicalis, por exemplo, esti
relacionada a infeccbes enddgenas poOs-cirdrgicas pois habita o trato
intestinal. Candida parapsilosis, sendo comensal da pele humana e menos
de superficies mucosas, esta associada a ICS por manipulacdo do paciente,
sendo bem conhecida por causar infeccbes em criancas e neonatos (Pfaller
et al.,, 2007a). Est4, quase sempre relacionada a presenca de cateteres e
sua grande habilidade em formar biofilmes favorece a patogénese. Candida
parapsilosis considerada espécie unica €, desde os anos 90, considerada

um complexo englobando trés espécies: C. parapsilosis (strictu sensu), C.
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metapsilosis e C. orthopsilosis (Tavanti et al., 2005). Candida glabrata, por
sua vez, também estad hoje muita relacionada a outras duas espécies (C.
bracarensis e C. nivariensis), separadas, apenas, por analise molecular do
DNA e assimilagdo de trealose. A ocorréncia de C. glabrata é associada ao
uso prévio de fluconazol e sua frequéncia é maior em populacdo acima de
60 anos (Diekema et al., 2002a; Bishop et al., 2008; Guery et al., 2009).
Candida guilliermondii faz parte da microbiota normal da pele e superficies
mucosas humanas, sendo recuperada mais freqientemente de pacientes
imunocomprometidos. E uma espécie com potencial de causa de infeccdo
de corrente sanglinea, particularmente, em pacientes com neoplasias
hematoldgicas e internados em unidades de terapia intensiva (Wingard et al.,
1995; Mardani et al., 2000). Estas infec¢gbes sao, clinicamente, similares as
causadas por C. parapsilosis, desde que, invasdo sangilinea pelas suas
espécies esta intimamente relacionada a presenca de cateter.

A importancia na tipagem molecular destas novas espécies
permite melhor definicdo da prevaléncia, distribuicdo e susceptibilidade
antifingica dos agentes de infec¢des invasivas. Outras espécies como C.
kefyr e Pichia anomala sdo descritas em taxas variaveis conforme a regiao
(Cuenca-Estrella et al., 2006).

A causa possivel para alteracdo da proporcao entre as espécies
poderia estar associada ao uso amplo de fluconazol, profilatico ou empirico.
Esta hipdtese é plausivel para paises do hemisfério norte, mas néo é factivel
com a realidade de paises em desenvolvimento como o Brasil, que também
parece apresentar essa alteracdo, mas nos quais a profilaxia e terapia
empirica ainda sdo praticas onerosas (Girmenia et al. 1996; Magill et al.,
2006). No entanto, esse argumento para explicar o aumento consideravel de
infeccBes por espécies antes menos freqientes, ndo € compartilhado por
todos os especialistas, 0os quais consideram que a utilizacdo ampla de
fluconazol nao foi proporcional ao aumento pequeno de espécies resistentes
a droga (Marr et al.,, 2000; Kaufman et al. 2001). Para estes e outros
estudiosos, o aumento de espécies ndo-C. albicans é resultante do uso

crescente de procedimentos invasivos hospitalares com artefatos que, a

22



partir de fontes abidticas ou méaos de profissionais, veiculam esses agentes
para a corrente sanglinea de pacientes internados (Gudlaugsson et al.,
2003). De fato, desde muito tempo o0 uso de cateteres € considerado um
fator de risco para infeccao de corrente sanguinea por leveduras do género
Candida (Girmenia et al., 1996).

1.3 Drogas antifungicas

Com o advento da quimioterapia sulfamidica, por Domagk em
1935, e apos a descoberta da penicilina por Fleming (1929), ambos Prémio
Nobel de Medicina, comecaram a surgir, por sintese organica ou
biossintese, numerosas drogas ou farmacos com atividade antifingica,
atuando por via topica ou sisttmica em diversas micoses, superficiais ou
profundas (Lacaz et al., 2002).

As drogas antifungicas, para tratamento de micoses cutaneas e
profundas, podem ser divididas em: l-aquelas que alteram a membrana
celular, 2-as que atuam intracelularmente interrompendo processos celulares
vitais, como sintese de RNA, DNA ou proteinas e, 3- aquelas que agem na
parede celular. As mais utilizadas sdo os derivados poliénicos, imidazdlicos,
pirimidinicos, sulfamidicos, benzofurénicos e outros compostos como
iodetos, tiossulfatos, sulfetos e tolnaftatos, com grau variavel de sucesso.

Para o tratamento de infec¢fes fungicas invasivas existem quatro
principais classes de antifingicos: os polienos (por ex. anfotericina B), os
azois (fluconazol, voriconazol, itraconazol, posaconazol), as pirimidinas (5-
fluorcitosina) e as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina,

micafungina) (Pappas et al., 2003; Pappas et al., 2009).
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1.3.1 Derivados azdélicos

Fluconazol, itraconazol e voriconazol séo derivados azdlicos,
especificamente, triazélicos e, como tais, inibem a enzima esterol 14-a-
demetilase de um sistema de enzimas microssdmicas dependentes do
citocromo P450 (Figuras 2, 3 e 4). O citocromo P-450, alvo de todos os
azois, possui papel vital na sintese e no metabolismo dos acidos graxos,
esterdides, glicoesterdides, etc (Lacaz et al., 2002). Por conseguinte, a
inibicdo da enzima esterol 14-a-demetilase, impede a biossintese do
ergosterol, lipideo que da rigidez & membrana citoplasmatica dos fungos e
leva ao acumulo de 14-a-metilesteréis. Esses metilesterdis podem
desagregar o arranjo compacto das cadeias aciclicas dos fosfolipidios,
comprometendo as funcdes de determinados sistemas enzimaticos ligados a
membrana, como a ATPase e enzimas do sistema de transporte de elétrons,
inibindo, assim, o crescimento do fungo (Goodman & Gilman, 2003).

Fluconazol tem sido utilizado, amplamente, no tratamento de
infeccbes por Candida spp., sendo efetivo em infec¢coes causadas por C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. A droga néao € efetiva no tratamento
de C. krusei, por ser naturalmente resistente. A resposta a essa droga, em
infeccbes causadas por C. glabrata é varidvel (Rodriguez-Tudella et al.,
2008).

Entre os azois, o fluconazol tem maior penetracdo no liquor
(LCR) e corpo vitreo, alcancando concentracdes de ao menos 50% da
concentracdo no soro. Na urina alcanca concentracfes de 10 a 20 vezes
mais do que no soro. O itraconazol é utilizado, principalmente, em pacientes
com candidiase em mucosa, em geral aqueles que ndo responderam ao
tratamento com fluconazol (Pappas et al., 2009).

O voriconazol € um novo triazol com atividade de amplo espectro,
sendo utilizado contra Candida spp., Cryptococcus neoformans, Aspergillus
spp. e outros fungos oportunistas. O FDA (U.S. Food and Drug
Administration) aprovou o0 uso de voriconazol para o tratamento de

candidiase invasiva, incluindo candidemia, em pacientes ndo-neutropénicos,
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e também para o tratamento de candidiase esofagica, aspergilose invasiva,
infeccbes sérias causadas por Fusarium spp. e Scedosporium apiospermum
em pacientes intolerantes ou com infeccdo refrataria a outros antifingicos.
Indicacdes similares para o uso de voriconazol foram aprovadas na Europa,
incluindo o uso no tratamento de casos com resisténcia ao fluconazol. Seu
uso clinico tem sido, principalmente, em terapias orais para pacientes com
infecgao para isolados de C. krusei e C. glabrata resistentes a fluconazol e
sensiveis a voriconazol. A biodisponibilidade oral do voriconazol é superior a
90%, nao sendo afetada pelo pH gastrico, mas diminuindo quando o farmaco

€ administrado com alimentos (Pappas et al., 2009).

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de fluconazol

Fonte: http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=3365
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Figura 3. Estrutura quimica da molécula de itraconazol
Fonte:http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=55283&lo

c=ec_rcs

F

Figura 4. Estrutura quimica da molécula de voriconazol
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5231054&loc=e

c_rcs

26



1.3.2 Anfotericina B

Anfotericina B é um derivado poliénico que foi isolado pela primeira
vez, em 1956, de Streptomyces nodosus. E uma droga que se liga a
membrana citoplasmatica dos fungos celular de forma irreversivel; porém é
toxica, pois da mesma forma, interage com a célula humana. Formulacdes
coloidais e lipossomais de anfotericina B foram desenvolvidas na década de
90, como encapsulamento com base lipossdmica, formas lipidicas e
coloidais resultaram na diminuicédo da toxicidade (Fillipin et al., 2006).

Os poliénicos combinam-se com esterdides da membrana,
ergosterol na célula fungica e colesterol na humana. Essa ligacéo resulta no
rompimento da membrana o que a torna incapaz de efetuar suas funcdes
normais. Seguem-se alteracbes na permeabilidade celular e perda de
constituintes essenciais das células como potéssio, acucares, proteinas,
fosfatos inorganicos, acidos carboxilicos e ésteres de fosfatos. A
sensibilidade de um organismo aos derivados poliénicos esta estreitamente
relacionada com a presenca de esterGis na sua membrana e, portanto,
guanto menor o conteudo de esterol, maior sera a sua resisténcia a estes
compostos (Trabulsi, 2005).

Apesar de sua alta poténcia, a forma tradicional de desoxicolato
da anfotericina B tem a nefrotoxicidade como o maior efeito adverso, que
resulta em insuficiéncia renal aguda em até 50% dos pacientes. Isso torna
restrito 0 uso dessa formulacdo, para a qual existe uma nova, lipidica,

menos téxica (Pappas et al., 2009).
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Figura 5. Estrutura quimica da molécula de anfotericina B
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5231054

&loc=ec_rcs

1.4 Resisténcia de agentes de candidemia a antifing icos e

métodos para sua determinacao

A preocupacao do risco associado ao controle de candidemias,
desde que, as condigbes subjacentes contribuem para a gravidade do
quadro € grande. Soma-se a isso, o0s relatos, desde a década de 90, da
ocorréncia de cepas de leveduras resistentes aos antifungicos tradicionais e
Nnovos .

A resisténcia aos antifungicos pode ser classificada em
resisténcia microbiolégica e resisténcia clinica. A resisténcia clinica é
definida, classicamente, como persisténcia ou progressdo de uma infeccéo,
mesmo com a administracdo do tratamento antifingico adequado.
Resisténcia microbiologica, por sua vez, € um fendmeno verificado in vitro,
no qual o agente etiolégico consegue se desenvolver na presenca de
concentracdes terapéuticas da referida droga (Perea & Patterson, 2002).

A resisténcia microbiolégica subdivide-se em trés tipos: intrinseca

ou inata, primaria e secundaria ou adquirida. A intrinseca é dita quando
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nenhum membro de uma espécie é sensivel ao antifingico. Resisténcia
primdria € quando dentro de uma espécie normalmente sensivel a
determinado antifingico, encontra-se uma cepa com resisténcia natural
contra 0 mesmo, sem necessidade de haver estado em contato com a
droga. Denomina-se resisténcia secundaria, ou adquirida, quando uma cepa,
previamente sensivel desenvolve resisténcia a droga ap0s a exposicao a ela
que pode ser devido a alteracdes fenotipicas, ou genotipicas, que se
manifestam de forma estavel ou transitoria (Mellado et al., 2002; Melhem,
2004).

A determinacéo de resisténcia em laboratorio € feita por testes de
sensibilidade a antifingicos que visam a correlacdo entre atividade in vitro e
evolucéo clinica do caso tratado com a droga. Além disso, os testes visam a
comparacdo da eficacia relativa de duas ou mais drogas e, ainda, dar
parametros para monitorar o aparecimento de cepas resistentes (Melhem,
2004).

Para determinacédo da sensibilidade o parametro mais utilizado é
a concentragdo inibitéria minima (CIM). O CIM é definido como a menor
concentracdo de um agente antifingico que inibe o crescimento do fungo (E
Def 7.1, 2008). Diversos grupos dedicaram-se ao tema, em especial, o
subcomité para testes de sensibilidade a antifungicos do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, até 2005 denominado National Committee for
Clinical Laboratory Standards, NCCLS). Este instituto publicou uma série de
documentos para testes com leveduras (M27) e fungos filamentosos (M38).
O mais recente deles (M27-A3, com suplemento M27-S3) traz o protocolo de
referéncia para andlise de leveduras do género Candida e Cryptococcus
frente a diversas drogas. A interpretacao de resultados , ou seja a definicao
de breakpoints ndo existe para Cryptococcus, mas somente para Candida,
sendo: sensivel, sensibilidade dependente da dose (azois)/intermediaria (5-
fluorcitosina), resistente ou ndo-sensivel (caspofungina).

O subcomité europeu (AFST-EUCAST) publicou, por sua vez, a
partir de 2002, notas técnicas sobre antifiungicos e métodos de determinacao

de resisténcia. O mais recente documento E. Def. 7.1 (2008) descreve
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método de microdiluicdo para leveduras fermentadoras de glicose, como é o
caso de espécies de Candida. Esta metodologia apresenta algumas
alteracdes em relacdo ao método de referéncia do CLSI e é, atualmente,
também considerado referéncia, sendo usado em varios paises europeus
(Cuenca-Estrella et al., 2002a). As modificacbes propostas no documento
europeu, sado: maior concentracdo de células para inoculo da levedura, meio
de cultura com 2% de glicose, uso de placas de microtitulacdo de fundo
plano e leitura em espectrofotbmetro, que permite maior objetividade na
leitura dos resultados e menor tempo de incubacdo da reagdo (AFST-
EUCAST E Def 7.1, 2008, disponivel em www.eucast.org, acessado em
2/2/2010). Breakpoints para os isolados analisados por este método estao
propostos, por enquanto, apenas para fluconazol e voriconazol. Além disso,
somente trés espécies podem ser classificadas: C. albicans, C. tropicalis e
C. parapsilosis.

A despeito das metodologias, norte-americana e européia, serem
consideradas de referéncia para leveduras, os resultados dos testes com
anfotericina B ndo tém interpretacéo precisa, ndo havendo breakpoints para
esta droga e a correlagdo com a clinica ainda esté por ser definida.

Estudos realizados com metodologia de referéncia e publicados
em todo o mundo demonstram que C. albicans tem alta sensibilidade né&o
somente a fluconazol, mas também a outras drogas azolicas (Hajjej et al.,
2004). Os raros casos de resisténcia estdo associados ao uso prévio de
fluconazol em pacientes com doencas hematoldgicas (Ostrosky-Zeichner et
al.,, 2003). Resisténcia a fluconazol em isolados de Candida spp. é
encontrada, quase que exclusivamente em espécies de Candida nao-
albicans (Pfaller et al., 2004). De modo particular, Candida krusei possui
resisténcia intrinseca ao fluconazol. Alta sensibilidade ao fluconazol de
isolados de C. tropicalis provenientes de hemoculturas é descrita em
distintos estudos, sendo as taxas de resisténcia, muito baixas e inferiores a
12% (Diekema et al., 2002a; Hajjej et al., 2004; Ostrosky-Zeichner et al.,
2003). C. parapsilosis é, em regra, sensivel a todas as drogas azélicas e a

anfotericina B (Pfaller et al., 2004; Magill et al., 2006). A rapidez com que C.
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glabrata desenvolve resisténcia in vivo desperta a atencdo e preocupacéao de
especialistas em todo o mundo e, este fendbmeno foi demonstrado por
ensaios in vitro. Dados mundiais apontam C. guilliermondii como um agente
com prevaléncia estavel, porém, com tendéncia ao aumento de taxas de
resisténcia a fluconazol (Pfaller et al., 2006; Pfaller et al., 2007a). Candida
lusitaniae é, também, agente incomum de fungemia que, no entanto, ganha
destaque pelo seu potencial em desenvolver resisténcia a anfotericina B
(Pfaller et al., 1994; Pfaller & Diekema, 2002).

Diferencas acentuadas na distribuicdo de espécies e
susceptibilidade as drogas antifingicas entre isolados de diferentes
paises, ressaltam a necessidade de vigilancia continua em cada pais
para acompanhar as tendéncias da distribuicdo de patdgenos e
suscetibilidade de drogas (Zepelin et al 2007). O monitoramento
temporal em cada regido do globo é de igual importancia pelo alerta de
emergéncia de cepas resistentes a antifungicos (Jones et al., 2001; Pfaller &
Diekema, 2007b)
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para o conhecimento dos agentes menos frequentes de
candidemia, n&o-C. albicans e nao-C. tropicalis, em hospitais do estado de
Séo Paulo, no periodo de 2005 a 2008.

2.2 Especificos

2.2.1 Determinar as espécies causadoras de infeccdo de corrente
sangiinea, excluindo-se Candida albicans e Candida tropicalis;

2.2.2 Avaliar resisténcia frente ao fluconazol, itraconazol,
voriconazol e anfotericina B;

2.2.3 Investigar ocorréncia de resisténcia cruzada dos isolados a
mais de um farmaco da classe dos azdis;

2.2.4 Comparar as taxas de resisténcia obtidas segundo as duas
metodologias de referéncia: norte-americana CLSI e européia AFST-
EUCAST .
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem das amostras

As amostras de espécies ndo-Candida albicans e nao-Candida
tropicalis foram obtidas da Micoteca da Secédo de Micologia do Instituto
Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo. As amostras estavam armazenadas em
freezer, a temperatura de -20C, contidas em flaconetes com micangas
plasticas imersas em meio semi-solido contendo infusdo cérebro-coracéo
(BHI), adicionado de glicerol a 30%. Os isolados de hemocultura foram
provenientes de pacientes internados, entre janeiro de 2005 a dezembro de
2008, em hospitais da Rede Nacional para Monitoramento de Resisténcia
Microbiana no pais, area do estado de Sao Paulo e outros hospitais que tém
no IAL sua referéncia para exames de micologia, perfazendo total de onze

unidades de atendimento.

3.2 Processamento e identificacdo das amostras

As amostras foram retiradas do freezer e duas a trés micangas
foram semeadas em agar ChromAgar Candida (Difco) distribuidos em placa
de Petri para confirmacéo de sua pureza (Figura 6), a partir do aspecto e cor
indicativas de espécie. As colbnias que apresentaram contaminacao foram
purificadas por repiques sucessivos em outras placas de Petri contendo o
mesmo agar e analisadas por microscopia ap0s coloracdo de Gram e/ou
adicao de corante azul de lactofenol (Mendes-Giannini & Melhem, 2001).

As colbnias puras foram transferidas para agar Sabouraud,
contendo cloranfenicol, distribuidas em tubos de ensaio e re-identificadas,
em género e espécie, por caracteristicas macromorfologicas e

micromorfologicas. Realizada a identificacdo, foi feito um repique em &agar
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Sabouraud sem cloranfenicol para a realizacéo dos testes de sensibilidade a

antifangicos.

3.3 Testes de Sensibilidade a Antifungicos

A sensibilidade das leveduras foi determinada in vitro, pelo
método de microdiluicdo em caldo (Figura 7), segundo procedimentos do
documento M27-A3 (CLSI, 2008) e, também, pelo método descrito no
documento E. Def. 7.1 (EUCAST, 2008).

O método de microdiluicdo avaliou a sensibilidade do isolado
frente a distintas concentracfes, preparadas em série, de um determinado
agente antifingico. O indculo do isolado conteve numero padréo de células e
foi incubado por um periodo prescrito junto com o antifungico. O objetivo
deste método foi a determinagéo da CIM.

Foram utilizados os antifungicos anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e voriconazol sob forma de p6 p.a. A solugcdo-mae de fluconazol
(FCZ), com concentragdo de 5120 ug/mL, foi preparada em agua destilada
estérii e as solugcdes-mae de voriconazol (VCZ), itraconazol (ITZ) e
anfotericina B (AMB), com concentracado de 1600 uyg/mL, foram preparadas
em dimetilsulféxido (DMSO). As solucbes foram mantidas em freezer a -70°
C e aliquotadas em flaconetes contendo 2mL por periodos de até 6 meses.

Os antifungicos foram diluidos em 10 concentracdes diferentes,
conforme documentos M-27 A3 (CLSI, 2008) e E. Def 7.1 (EUCAST, 2008) e
distribuidos em placas de microtitulacdo contendo 96 orificios. As placas
contendo os antifungicos diluidos foram embaladas, identificadas e
congeladas a -70C. Na hora do teste, as placas foram descongeladas e
adicionadas dos inoculos de leveduras.

Trés controles de qualidade foram realizados em cada teste: 1-
controle positivo ou de crescimento, preparado somente com inéculo em
meio de cultura, sem adicdo de antifungico; 2-Controle-negativo ou de
esterilidade, realizado com meio de cultura, servindo também como branco

do espectrofotobmetro; 3- controle interno de qualidade para verificar a
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atividade de cada antifungico, sendo utilizadas duas cepas-padrao de
referéncia: Candida krusei (ATCC 6258), resistente a fluconazol e Candida
parapsilosis (ATCC 22019), sensivel a fluconazol, cujos valores de CIM para
diversos antifungicos sdo conhecidos e estdo publicados nos documentos de
referéncia.

Adicionados os indculos e preparados os controles de qualidade,
foi iniciada a reacdo de inibicdo que teve tempo de incubacdo de 48h para o
meétodo do CLSI e de 24h para o método de AFST-EUCAST. Para ambos os
métodos a temperatura foi de 35T. A sensibilidade aos azéis foi baseada na
analise da CIM dos antifingicos sobre o crescimento das leveduras. Para
CLSI os resultados foram analisados a olho-na, segundo graus de inibic&o
definidos em cruzes, variando de zero a 4 cruzes. Os resultados foram
expressos em densidade 6tica (d.o.) e registrados em fita impressa,
diretamente do espectrofotdmetro, para método AFST-EUCAST (figura 8).
Em testes com azéis a CIM foi considerada aquela capaz de inibir o
crescimento do inéculo em padrdo denominado 2 cruzes (CLSI) ou 50%
(ICs0) ou mais (AFST-EUCAST) em relagao ao controle-positivo. Para AMB
foi considerada a CIM aquela que inibir grau zero equivalente a 100% (IC100)
(CLSI) de inibicdo e 90% (ICgq0) (AFST-EUCAST), ou mais, do crescimento.

A partir do valor de CIM, o isolado é classificado segundo
breakpoints estabelecidos pelos comités internacionais. Os breakpoints sao
valores especificos de CIM que permitem a caracterizacdo do fungo em
categorias clinicas, i.e. Sensivel, intermediario, sensibilidade dependente da
dose e resistente (Cuenca-Estrella et al., 2002b; Rodriguez-Tudela et al.,
2007; CLSI, 2008; Cuesta et al., 2009).

A tabela 1 mostra os valores de breakpoints adotados neste
estudo. Para itraconazol, ndo existe breakpoint no AFST-EUCAST e,
portanto, foi adotado critério interpretativo do CLSI, considerado: sensivel
CIM <0,125ug/mL, S-DD CIM de 0,25-0,5 pg/mL e R CIM > 1ug/mL.

Para anfotericina B, ndo existe proposta de breakpoint nos

métodos de referéncia, sendo considerados valores elevados de CIM >
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2ug/mL. Este breakpoint foi considerado neste estudo para classificar
amostras resistentes (Nolte et al, 1997; Pfaller et al., 1994).

Para fluconazol e voriconazol os valores de breakpoints foram
adotados conforme o método empregado (CLSI ou AFST-EUCAST).

Tabela 1. Valores de breakpoints para quatro antifingicos segundo duas

metodologias de referéncia

Antiftingico Fonte Sensivel S-DD/Intermediério Resistente
(hg/mL) (Hg/mL) (hg/mL)

AFST-EUCAST* <2 4 >4

Fluconazol CLSI** <8 16-32 264

Itraconazol CLSI <0,125 0,25-0,5 =1
AFST-EUCAST* <0,125 - >0,125

Voriconazol CLSI <1 2 >4
Nolte et al., 1997

Anfotericina B | Pfaller et al., 1994 - - >2

AFST-EUCAST, European Commitee for Antifungal Susceptibility Testing;
CLSI, Clinical Laboratory Standard Institute; S-DD, sensibilidade dependente da dose

(*) breakpoints aplicaveis apenas para C. albicans, C. parapsilosis

e C. tropicalis; (**) breakpoint ndo aplicavel para C. krusei
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Figura 7. Procedimento de inoculacdo das placas no método de
microdiluicdo em caldo (AFST-EUCAST ou CLSI).
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Figura 8. Espectrofotbmetro utilizado na leitura dos resultados da
metodologia AFST-EUCAST
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4. FORMA DE ANALISE DE RESULTADOS

Os resultados foram analisados segundo freqiéncia das espécies
e valores de CIM para cada antifungico, além das categorias segundo
metodologia. Os resultados de CIM em termos de valores brutos e
categorias de sensibilidade (sensivel, sensibilidade dependente da
dosel/intermediaria e resistente). Foi avaliada a resisténcia a mais de um
farmaco, em um Unico isolado, a saber: 1l)resistente a todos os azéis e
sensivel a anfotericina B; 2) resistente a apenas um ou dois azéis e sensivel
a anfotericina B; 3) resistente a um ou mais azois e resistente a anfotericina
B. Os parametros de valor médio, valor modal, CIMsy, e ClMg, definidos,
respectivamente, como a concentracdo do farmaco necessaria para inibir
50% e 90% das amostras analisadas também foram calculados. Foi
calculada correlacdo (r?, Pearson) por programa Prisma versdo 5
(GraphPad) e concordancia (%) entre os resultados obtidos pelos métodos
CLSI e AFST-EUCAST. O nivel de significancia foi p< 0,05.
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5. RESULTADOS

Cento sessenta e seis isolados de ICS de espécies outras que C.
albicans e C. tropicalis foram analisadas neste estudo. De acordo com a
pesquisa no banco de dados da Micoteca, as hemoculturas foram
provenientes de hospitais do Estado de S&o Paulo, sendo sete na cidade de
Sao Paulo, trés situados na Grande S&o Paulo e um na cidade de
Campinas.

Os hospitais, segundo o tipo de instituicdo foram: universitario
(n=2), infantil (n=1), especializado em doencas infecciosas (n=1) e geral
(n=7). C. parapsilosis foi prevalente em todos os tipos de hospitais. O Unico
isolado de Pichia anomala (C. pelliculosa) foi obtido de paciente internado
em hospital geral.

ApoOs a identificacdo morfolégica e bioguimica a distribuicdo das
espécies ficou demonstrada no Quadro 1 sendo: C. parapsilosis (70%), C.
glabrata (23 %), C. krusei (4%), C. guilliermondii (0,6%), Pichia anomala (C.
pelliculosa) (0,6%), C. lusitaniae (0,6%), C. famata (0,6%), C. kefyr (0,6%).
(Apéndice 1).
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Quadro 1 - Distribuicdo das espécies de leveduras agentes de
candidemia em 166 amostras de hemoculturas, periodo de 2005 a 2008,

obtidas de onze hospitais no estado de S&o Paulo.

Espécies NUmero (%)
C. parapsilosis 116 (70)
C. glabrata 38 (23)
C. krusei 7 (4)
C. lusitaniae 1(0,6)
C. famata 1(0,6)
C. pelliculosa 1(0,6)
C. guilliermondii 1(0,6)
C. kefyr 1(0,6)
Total 166 (100)

Os testes para 166 isolados frente aos quatro antifungicos, pelas
duas metodologias de referéncia: AFST-EUCAST e CLSI, perfizeram total de
1328 testes, que realizados em duplicata somaram 2656 procedimentos.

A sensibilidade aos antifangicos fluconazol, itraconazol,
voriconazol e anfotericina B, de cada isolado consta do Apéndice 1. Os
valores de CIM, avaliados sob os parametros de intervalo, moda, média,
CIMsp e CIMgp, estdo expressos na Tabela 2.

O perfil de sensibilidade, frente ao fluconazol, analisado por
AFST-EUCAST e CLSI, das 166 amostras, indicou respectivamente,
intervalo de CIM de 0,12pg/mL-64pg/mL, moda 0,50pug/mL e 0,25ug/mL,
média 3,04pg/mL e 2,82ug/mL, CiMso 1pg/mL e 0,5ug/mL, CIMgp 4ug/mL.

Para itraconazol, os valores correspondentes a CIM, foram:
intervalo 0,015ug/mL-8ug/mL e 0,015ug/mL-4ug/mL para AFST-EUCAST e
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CLSI, respectivamente, moda 0,06pug/mL e 0,03pg/mL, média 0,17ug/mL e
0,11pg/mL, CIMso 0,06pg/mL e 0,03ug/mL, CIMgy 0,25ug/mL para as duas
metodologias.

Frente ao voriconazol em relacdo as metodologias AFST-
EUCAST e CLSI, respectivamente, os resultados foram: intervalo
0,015pg/mL-0,2pug/mL e 0,015pg/mL-4pg/mL, moda 0,02ug/mL para as
duas metodologias, média 0,08ug/mL e 0,06pug/mL para metodologia AFST-
EUCAST e CLSI, CIMsp 0,015ug/mL, CIMgo 0,12ug/mL e 0,06ug/mL.

Frente a anfotericina B os valores de CIM foram: intervalo
0,03pg/mL-1pg/mL, moda 0,5ug/mL, média 0,48ug/mL e 0,68ug/mL para as
duas metodologias, CIMsy, 0,5pug/mL e CIMgy 1pg/mL, para as duas
metodologias.

Para os 166 isolados de hemocultura foi observada concordancia de
98,2% para fluconazol, de 99,4% tanto para itraconazol, quanto para
voriconazol e de 99,2% para anfotericina B.

A correlagdo entre os meétodos para fluconazol, itraconazol,
voriconazol e anfotericina B para os 166 isolados de hemocultura, constam
nas figuras 9, 10, 11, 12.

As correlagcbes entre as metodologias AFST- EUCAST e CLSI, foram:
r’ = 0,9179 e p < 0,0001 para fluconazol; r* = 0,8538 e p < 0,0001 para
itraconazol; r= 0,7243 e p < 0,0001 para voriconazol e para anfotericina B r?
=0,07922 e p = 0,0002.

De acordo com esses resultados a maior correlacdo foi observada
para fluconazol. E o valor da hipo6tese (p < 0,001) frente aos farmacos azéis
utilizados é significativo.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos valores de concentracao inibitoria minima (CIM)

de farmacos antifungicos frente a 166 agentes de candidemia, em relacao a

dois métodos de referéncia

CIM (pg/mL)
Desvio
Padréo
Método Antiflngico Moda Meédia (3)) Intervalo CIM 59 ClIMgq
Fluconazol 0,5 3,04 8,50 0,12 - 64 1 4
AFST-
EUCAST Itraconazol 0,06 0,17 0,37 0,015-8 0,06 0,25
Voriconazol 0,02 0,08 0,19 0,015-2 0,015 0,12
Anfotericina B 0,5 0,48 0,23 0,03-1 0,5 1
Fluconazol 0,25 2,82 8,88 0,12 - 64 0,5 4
CLSI Itraconazol 0,03 0,11 0,85 0,015-4 0,03 0,25
Voriconazol 0,02 0,06 0,31 0,015-4 0,015 0,06
Anfotericina B 0,5 0,68 0,29 0,03-1 0,5 1

AFST-EUCAST, European Commitee for Antifungal Susceptibility Testing; CLSI, Clinical

Laboratory Standard Institute



FCZ

CLSI

AFST-EUCAST

r2=0,9179
p < 0,001

Figura 9. Correlacédo entre as metodologias,AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao fluconazol, para os 166 isolados de hemocultura.
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Figura 10. Correlacdo entre as metodologias,AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao itraconazol, para os 166 isolados de hemocultura.



VvCZ

1-

0.54

0.25-

0.125-¢$

0.0625 °
0.03125}

0.015625 o —

<z§f9 N

CLSI

b

7‘?5‘.& o0
%

06‘-0

7

)

Y -

¢

AFST-EUCAST

r2 =0,7243
p < 0,0001
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a anfotericina B, para os 166 isolados de hemocultura.
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Os valores de CIM dos quatro antifungicos frente aos 166 isolados
permitiram a classificagdo em categorias de sensibilidade (Tabela 3). Essa
andlise permitiu verificar em C. parapsilosis frente a fluconazol: um isolado
(1468 SP3-07) resistente (AFST-EUCAST) e S-DD (CLSI) e outro isolado
(22315 1/8) com sensibilidade intermediaria (AFST-EUCAST). Frente ao
voriconazol, dois isolados de C. parapsilosis (1220 SP3-07; 1468 SP3-07)
foram resistente (AFST-EUCAST). Um desses isolados (1468 SP3-07) foi S-
DD (CLSI) para itraconazol e outro isolado (1464 SP3/07) também
apresentou essa mesma classificagéo.

Em C. glabrata, frente ao fluconazol, foram identificados dois isolados
(72267 1/8; 1394 SP3-07) resistentes por metodologia CLSI. E um isolado
(1471 SP3/07) classificado como S-DD a fluconazol por CLSI. Ao
voriconazol foi encontrada resisténcia em um isolado (1394 SP3/07) por
CLSI. Ao itraconazol, foram observados doze isolados com S-DD por CLSI
(1214 SP/07; 1221 SP3/07; 1234 SP3/07; 1133 SP3/07; 1167 SP3/07; 1192
SP3/07; 1245 SP3/07; 1454 SP3/07; 174 H/06; 60694 1/8; 69694 2-08; 1471
SP3/07). Um isolado de C. glabrata (1394 SP3/07) foi resistente a todos os
trés azodis e sensivel a anfotericina B em testes por CLSI. Um isolado
(72267 1/8) foi resistente a fluconazol e itraconazol por CLSI.

Entre os isolados de C. kruseli, foi encontrado quatro isolados (1229
SP3/07; 1442 SP3/07; 1477 SP3/07; 183 H/06) com S-DD por CLSI a

itraconazol.
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Tabela 3- Sensibilidade de 166 amostras de agentes de
candidemia em onze hospitais do Estado de S&o Paulo, a quatro

antifingicos, segundo meétodo utilizado.

Método AFST-EUCAST*

Antifungico Sensivel SDD/I Resistente
Fluconazol 114 1 1
Itraconazol 116 0 0
Voriconazol 114 - 2

Anfotericina B 116 - 0

Método CLSI

Fluconazol 156** 1 2
Itraconazol 145 19 2
Voriconazol 165 0 1

Anfotericina B 166 - 0

AFST-EUCAST, European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing;
CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute.

(*) Breakpoints apenas para C. parapsilosis, excluidos isolados de C. krusei, C.
glabrata, Pichia anomala,C. kefyr, C. guilliermondii, C. famata. C. lusitaniae que
ndo sdo passiveis de classificacdo por AFST-EUCAST.

(**) Excluidos isolados de C. krusei

A maior frequéncia de C. parapsilosis e C. glabrata, em relagdo as
outras espécies estudadas, justificou a apresentacdo, em separado, da
sensibilidade destas duas espécies.

O perfil de sensibilidade, analisado por AFST-EUCAST e CLSI, das
amostras de C. parapsilosis (n = 116), pode ser observado na Tabela 4. As
correlagcdes entres as duas metodologias e seus respectivos farmacos

podem ser observada nas Figuras 13,14,15,16 .
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Os resultados frente ao fluconazol para C. parapsilosis indicaram
respectivamente, intervalo de CIM de 0,12pug/mL- 16pg/mL e 0,12 pg/mL a
32 pg/mL, moda 0,50 pg/mL e 0,25 pg/mL, média 0,95 pg/mL e 0,85 pg/mL,
CIMso 0,5 pg/mL e 0,25 pg/mL, CIMgy 2ug/mL nas duas metodologias
empregadas.

Para o itraconazol, os valores correspondentes frente a C.
parapsilosis, foram: intervalo 0,015pg/mL — 0,12pug/mL e 0,015pg/mL —
0,25ug/mL, moda 0,03pg/mL, média 0,04pg/mL, CIMso 0,03pug/mL e ClMgg
0,06ug/mL, para ambas metodologias.

Ainda para C. parapsilosis frente ao voriconazol, AFST-EUCAST e
CLSI, o intervalo de CIM 0,015ug/mL — 0,25ug/mL, moda 0,02ug/mL, média
0,03ug/mL e 0,02ug/mL, ClMsg 0,015ug/mL e CIMgo 0,06pug/mL e 0,03ug/mL,
para as duas metodologias.

Em relacdo a anfotericina B para AFST-EUCAST E CLSI, os valores
de CIM frente a C. parapsilosis, foram: intervalo 0,06pug/mL - 1ug/mL, moda
0,5ug/mL e 1ug/mL, média 0,46ug/mL e 0,71ug/mL, ClMsg 0,5ug/mL e ClMgg
0,5ug/mL e 1pg/mL.

Essa analise permitiu verificar em C. parapsilosis frente a fluconazol:
um isolado (1468 SP3/07) resistente (AFST-EUCAST) e S-DD (CLSI) e outro
isolado (22315 1/8) com sensibilidade intermediaria (AFST-EUCAST). Frente
ao voriconazol, dois isolados de C. parapsilosis (1220 SP3/07; 1468 SP3/07)
foram resistente (AFST-EUCAST). Dois isolados (1464 SP3/07, 1468
SP3/07) foram S-DD (CLSI) para itraconazol.

As correlacbes entre as metodologias AFST- EUCAST e CLSI, na
analise de 116 isolados de C. parapsilosis foram: r? = 0,9095 e p < 0,0001
para fluconazol; r = 0,1771 e p<0,0001 para itraconazol; r’ = 0,3544 e p <
0,0001 para voriconazol e para anfotericina B, r> = 0,1058 e p = 0,0004.
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Tabela 4- Distribuicdo dos valores de concentracao inibitoria minima (CIM)

de quatro farmacos antifungicos frente a 116 amostras de C. parapsilosis

agentes de candidemia

CIM (pg/mL)
Desvio
Método e Padrdo
Antiftingico Moda Média (1) Intervalo  CIM 5o CIMgg
Fluconazol 0,5 0,95 1,52 0,12 -16 0,5 2
AFST- Itraconazol 0,03 0,04 0,03 0,015-0,12 0,03 0,06
EUCAST Voriconazol 0,02 0,03 0,04 0,015-0,25 0,015 0,06
Anfotericina B 0,5 0,46 0,21 0,06 -1 0,5 0,5
Fluconazol 0,25 0,85 2,97 0,12 -32 0,25 2
Itraconazol 0,03 0,04 0,04 0,015 -0,25 0,03 0,06
Voriconazol 0,02 0,02 0,03 0,015-0,25 0,015 0,03
CLSI Anfotericina B 1 0,71 0,29 0,06 -1 0,5 1

AFST-EUCAST, European Commitee for Antifungal Susceptibility Testing; CLSI, Clinical

Laboratory Standard Institute
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Figura 13. Correlacao entre as metodologias,AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao fluconazol, para os 116 isolados de C. parapsilosis.
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O perfil de sensibilidade, analisado por AFST-EUCAST e CLSI,
das amostras de C. glabrata (n= 38), pode ser observado na Tabela 5 e
suas correlacdes podem ser observadas nas figuras 17,18,19,20 .

Candida glabrata frente ao fluconazol resultou, intervalos de CIM
de 0,12pg/mL-64ug/mL, moda 1pg/mL, média 2ug/mL e 5,74pg/mL, ClMsg
2ug/mL e 1 pg/mL, ClMg 16pg/mL e 4pg/mL.

Para os testes com itraconazol e C. glabrata, por metodologias
AFST-EUCAST e CLSI, os valores de CIM foram: intervalo 0,03pug/mL -
8ug/mL e 0,015ug/mL - 4pg/mL, moda 0,25ug/mL e 0,03pg/mL, média
0,58ug/mL e 0,31pg/mL, CliMso 0,12pg/mL, CiMgg 0,5ug/mL.

Candida glabrata frente ao voriconazol, em relagcdo as
metodologias, AFST-EUCAST e CLSI, respectivamente: intervalo
0,015pug/mL - 2ug/mL e 0,0015pg/mL-4pg/mL, moda 0,12ug/mL e
0,06pg/mL, média 0,23ug/mL e 0,17ug/mL, CIMsy 0,12pug/mL e 0,06ug/mL,
CIMgo 0,5ug/mL e 0,12ug/mL.

Para anfotericina B e C. glabrata avaliada segundo AFST-
EUCAST e CLSI respectivamente, foram obtidos os seguintes resultados:
intervalo  0,03pug/mL-1pg/mL, moda 0,5ug/mL, média 0,51pug/mL e
0,64ug/mL, CIMso 0,5ug/mL e CliMgo 1ug/mL.

Essa analise permitiu verificar que em C. glabrata, frente ao
fluconazol, foram identificados dois isolados (72267 1/8; 1394 SP3/07)
resistentes e um isolado (1471 SP3/07) S-DD por CLSI. Frente ao
itraconazol, foram identificados 12 isolados (1214 SP3/07, 1221 SP3/07,
1234 SP3/07, 1133 SP3/07, 1167 SP3/07, 1192 SP3/07, 1245 SP3/07, 1454
SP3/07, 174 H/06, 60694 1/8, 60694 2-08, 1471 SP3/07) com S-DD por
CLSI. Dois isolados de C. glabrata ( 1394 SP3/07, 72267 1/8) resistentes a
itraconazol por CLSI. O isolado (1394 SP3/07) apresentou resisténcia aos 3
azois, porém foi sensivel a anfotericina B na metodologia CLSI. O isolado
(72267 1/8) apresentou resisténcia a FCZ e ITZ na metodologia CLSI.

As correlacdes para os 38 isolados de C. glabrata entre os métodos
foram: fluconazol (r* = 0,9058 e p < 0,0001), itraconazol (r* = 0,8627 e p <
0,0001), voriconazol (r*= 0,7766 e p < 0,0001) e anfotericina B (r* = 0,08118
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e p = 0,0829). De acordo com os dados a maior associacdo foi para
fluconazol e a menor associacdo foi para anfotericina B. Para verificar uma
possivel reacdo cruzada entre os azois fluconazol e voriconazol, foram
realizadas mais duas analises com as metodologias AFST-EUCAST (1 =
0,6742 e p < 0,0001) e CLSI (r* = 0,5371 e p < 0,0001), que podem ser
observados nas figuras 21 e 22.
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Tabela 5 - Distribuicdo dos valores de concentracao inibitoria minima (CIM)

de quatro farmacos antifungicas frente a 38 amostras de C. glabrata agentes

de candidemia

CIM (pg/mL)
Desvio
Método . Padréo
Antifdngico  Moda Média () Intervalo  CIM s, CIMgo
Fluconazol 1 2 14,42 0,12 - 64 2 16
AFST-
EUCAST Itraconazol 0,25 0,58 1,78 0,03-8 0,12 0,5
Voriconazol 0,12 0,23 0,35 0,015-2 0,12 0,5
Anfotericina B 0,5 0,51 0,24 0,03-1 0,5 1
Fluconazol 1 5,74 14,82 0,12 - 64 1 4
CLSI Itraconazol 0,03 0,31 0,7 0,015-4 0,12 0,5
Voriconazol 0,06 0,17 0,64 0,015-4 0,06 0,12
Anfotericina B 0,5 0,64 0,28 0,03-1 0,5 1

AFST-EUCAST, European Commitee for Antifungal Susceptibility Testing; CLSI, Clinical

Laboratory Standard Institute
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Figura 17. Correlacdo entre as metodologias,AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao fluconazol, para os 38 isolados de C. glabrata.
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Figura 18. Correlacdo entre as metodologias, AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao itraconazol, para os 38 isolados de C. glabrata.
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Figura 19. Correlacao entre as metodologias,AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao voriconazol, para os 38 isolados de C. glabrata.
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Figura 20. Correlacdo entre as metodologias,AFST-EUCAST e CLSI, frente

ao anfotericina B, para os 38 isolados de C. glabrata.
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Figura 21. Correlacdo entre os farmacos fluconazol e voriconazol pela
metodologia AFST-EUCAST, para os 38 isolados de C. glabrata.
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Figura 22. Correlacdo entre os farmacos fluconazol e voriconazol pela

metodologia CLSI, para os 38 isolados de C. glabrata.
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Os valores de CIM de fluconazol para C. krusei (h= 07) ndo podem
ser interpretados, desde que, esta espécie é intrinsicamente resistente a
esta droga. Em relac&o ao itraconazol, foram encontrados 4 isolados ( 1229
SP3/07, 1442 SP3/07, 1477 SP3/07, 183 H/06) com S-DD na metodologia
CLSI.

Para a unica amostra de C. famata foram observados valores de CIM
(AFST-EUCAST/CLSI) para fluconazol, itraconazol, voriconazol e
anfotericina B, respectivamente, de: 0,5/0,5ug/mL, 0,12/0,06pg/mL,
0,015/0,015pg/mL, 0,5/0,5ug/mL.

O isolado Unico de C.guilliermondii apresentou valores de CIM (AFST-
EUCAST/CLSI) para fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B,
respectivamente, de: 4/4ug/mL, 0,25/0,25pg/mL,  0,12/0,12ug/mL,
0,25/0,5ug/mL.

A Unica amostra de C. kefyr apresentou valores de CIM (AFST-
EUCAST/CLSI) para fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B,
respectivamente, de: 1/0,5ug/mL, 0,06/0,06pg/mL, 0,015/0,015ug/mL,
1/1pg/mL.

Para a unica amostra de C. lusitaniae foram observados valores de
CIM (AFST-EUCAST/CLSI) para fluconazol, itraconazol, voriconazol e
anfotericina B, respectivamente, de: 0,5/0,25ug/mL, 0,03/0,06pg/mL,
0,015/0,015pg/mL, 025/0,5ug/mL.

O unico isolado de P. anomala (C. pelliculosa) apresentou altos
valores de CIM frente a FCZ e ITZ na metodologia AFST-EUCAST e
sensivel aos outros antifUngicos por ambas metodologias. Os isolados
anicos de C. kefyr, C. famata e C. lusitaniae foram sensiveis aos

antifingicos testados (Apéndice 1) .
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6. DISCUSSAO

Candida albicans e C. tropicalis sdo as espécies de maior prevaléncia
em infecgdes invasivas humanas, segundo os maiores estudos nacionais
(Colombo et al., 2003; Colombo et al., 2006; da Matta et al., 2007). Apesar
de sua importancia nas taxas de morbidade, a alta sensibilidade in vitro
dessas espécies as drogas azllicas e a anfotericina B, podem predizer boa
resposta a terapia. Por outro lado, existem evidéncias de que infec¢bes
invasivas por outras espécies representam um problema crescente.

Na Europa, alguns estudos mostram que, apesar de C. albicans ainda
ser a mais freqlente, outras espécies estdo em ascensao em alguns paises,
sendo que a sua posicao relativa € distinta nos diversos paises (Voss et al.,
1996; Cuenca-Estrella et al., 2005; Almirante et al., 2005). Na Italia,
Caggiano et al. (2007) publicaram estudo que mostra essa tendéncia, com
aumento proporcional da incidéncia de espécies nao-C. albicans, de 63,2%
(1999) para 76,9% (2004), como agentes de candidemia.

Um longo estudo realizado por Mokaddas et al. (2007) de 1996 a
2005 com isolados de Candida de corrente sangiliinea, em hospitais
terciarios no Kuwait, mostrou dentre 607 isolados, C. albicans (40%), C.
parapsilosis (31%), C. tropicalis (12%), C. glabrata (6%), C. krusei (2%) e
outras espécies (11%). Os autores observaram que a relacdo de isolados de
C. albicans e nao-C. albicans, nos dois periodos de estudo (1996-2000 e
2001-2005), foi de 59:139 e 181:228, respectivamente. O aumento
significativo, maior do que o dobro, no segundo periodo do estudo de
isolados ndo—C. albicans pode ser uma prova da tendéncia de seu aumento.

O programa americano SENTRY, que avalia os agentes de
candidemia em distintos paises, permitiu observar no periodo de 2006 a
2007 que, dentre 1448 isolados de Candida spp., os agentes foram: C.
albicans (53,2%), C. parapsilosis (16,4%), C. glabrata (13,9%), C. tropicalis
(10,8%), C. krusei (2%) e outras espécies de Candida spp (3,5%). A
distribuicAo das espécies foi semelhante a descrita na série anterior,

referente a 1997 até 1999 (SENTRY). Porém, na Europa houve alteracao
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importante na ordem das quatro espécies mais comuns (C. albicans, C.
glabrata, C.parapsilosis, C. tropicalis). C. glabrata passou do terceiro para
segundo lugar e C. parapsilosis passou ao terceiro. Desse modo, a posi¢ao
das espécies européias, segundo a frequéncia, ficou igual a das norte-
americanas (Messer et al., 2009). No entanto, estudo espanhol verificou C.
tropicalis na terceira posicao de frequéncia naquele pais (Cuenca-Estrella et
al 2002a).

Na Asia, C. albicans também é a espécie mais comumente
isolada de casos de candidemia, seguida de C. tropicalis, C. glabrata e C.
parapsilosis (Tan et al., 2008).

Pfaller et al. (2007a) ressalta a importancia de C. parapsilosis no
continente americano, cuja freqiiéncia como agente de infec¢des invasivas
aumentou nos ultimos anos, com maior evidéncia na América Latina.

No Brasil, no maior estudo sobre etiologia de candidemia, da
Matta et al. (2007) avaliaram isolados de periodo de 9 anos, em que as
taxas de C. parapsilosis subiram de 19% (1995) para 25% (2003) e
ressaltam a importancia de monitorar as taxas de freqtiéncia dessa espécie.
Pereira et al., (2010) observaram que C. albicans (18%) néo foi a espécie
prevalente como agente de candidemia em hospital publico terciario,
situando-se depois de C. parapsilosis (26%) e C. tropicalis (26%). Ainda
mais relevante foi o fato desses autores ndo encontrarem isolados de C.
albicans no ultimo ano do estudo, realizado entre 2004 e 2008, em que foi
objeto do estudo. Em outro estudo brasileiro, realizado também em hospital
publico terciario, mas no estado de Ceard, Medrano et al. (2006)
observaram que C. parapsilosis foi 0 agente mais encontrado (64%) como
agente de candidemia. A posicdo de destaque de C. parapsilosis, (34,4%),
logo apos C. albicans (45,8%) dentre os agentes de candidemia, foi
ressaltada também por Chang et al. (2008), em hospital publico terciario no
estado de Mato Grosso do Sul, com 96 casos (55,2% adultos e 44,8%
criangas), ocorridos entre 1998 e 2006. No estado de Goias, C. parapsilosis
teve frequéncia de 24,2%, seguindo C. albicans (48,5%) (Passos et al.,

2010). O mais recente estudo do Brasil, segundo literatura consultada,
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confirma também a importancia de C. parapsilosis, como a espécie nao-C.
albicans mais prevalente (76,5%) em 102 casos de candidemia na cidade de
Botucatu, interior de S&o Paulo (Bruder-Nascimento et al., 2010).

Todos estes estudos nos fornecem informacdes valiosas sobre a
etiologia das candidemias, desde que, dados oficiais s&o inexistentes, em
Nnosso pais e, em particular, no estado de S&o Paulo. O problema é sério,
tendo em vista 0 numero de hospitais existentes (~900) neste estado
segundo o CVE-SP (2010). Destes, apenas 600 hospitais notificaram, em
2008, a incidéncia (17%) de infeccdo de corrente sanguinea, tanto
bacteriana quanto fungica. Dentre os patégenos, leveduras referidas como
Candida foram responsaveis por cerca de 5% dessas infec¢des.

O Instituto Adolfo Lutz, como laboratorio de referéncia Estadual de
Saude Publica, recebe a grande maioria das amostras de leveduras isoladas
na rede hospitalar do estado de S&o Paulo, tanto para confirmagédo da
identificacdo de espécie, quanto para avaliar a sua sensibilidade a
fluconazol. Este estudo foi desenvolvido no sentido de descrever o possivel
aparecimento de novas espécies e a distribuicdo dos agentes menos
frequentes de candidemia, i.e. ndo—-C. albicans e néo-C. tropicalis, em 11
hospitais do Estado de S&o Paulo. Além disso, teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de fendtipos de resisténcia a drogas antifungicas. Os resultados
deste estudo podem contribuir para a formacdo de banco de dados sobre
freqliéncia de espécies e fenotipos de resisténcia, de modo a permitir um
monitoramento das candidemias no Estado de S&ao Paulo.

O estudo das frequéncias das espécies permitiu observar que
Candida parapsilosis ocupou o primeiro lugar (70%) dentre as espécies
analisadas, seguida de C. glabrata (23%), C. krusei (4%), C. famata, C.
lusitaniae, C. kefyr, C. guilliermondii e Pichia anomala (C. pelliculosa) (0,6%
cada). Este estudo descreveu essas oito espécies, também prevalentes em
trabalhos anteriores, mas nao identificou algumas espécies raras
emergentes, como, C. lipolitica, C. rugosa e C. zeylanoides, ja descritas em
publicacdes nacionais recentes (da Matta et al. 2007; Pereira et al., 2010;
Passos et al., 2010).
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Assim como neste estudo, da Matta et al. (2007), Colombo et al
(2003) e Colombo et al (2006) também descreveram C. parapsilosis como a
espécie, ndo-C. albicans e ndo-C. tropicalis, mais frequente com taxas altas
(respectivamente 67%, 59% e 54%) relativas as demais espécies,
aproximadas a encontrada neste estudo.

O estudo de sensibilidade dos 166 isolados de hemocultura
permitiu verificar alta correlacao entre os resultados das duas metodologias
empregadas neste estudo. Para fluconazol a concordancia foi de 98,2%,
para itraconazol e voriconazol foi de 99,4% e para anfotericina B de 99,2%.
De fato, desde 2005, sabe-se que 0os métodos sédo correspondentes nos
valores de CIM, mas estudos com cepas brasileiras ainda carecem dessa
conclusao. Esta pesquisa contribui também para esse conhecimento.

A discordancia pequena observada nos resultados de fluconazol
deveu-se, exclusivamente, a testes com C. glabrata. Para itraconazol
observou-se discordancia em apenas um isolado de C. parapsilosis e para
voriconazol a discordancia foi verificada para C. glabrata . Para anfotericina
B os resutlados discordantes foram vistos em testes com duas cepas,
incluindo C. glabrata e C. parapsilosis.

A sensibilidade de C. parapsilosis frente ao fluconazol foi alta,
independente do método utilizado na microdiluicdo. Estes dados confirmam
achados prévios (Pfaller et al., 2004). Encontrou-se apenas um isolado
(1468 SP3/07) classificado como resistente e outro como intermediario
(22315 1/8) por AFST-EUCAST. Apesar de serem raros os relatos de cepas
resistentes em C. parapsilosis, destaca-se o de Magill et al. (2006). A
resisténcia por AFST-EUCAST do primeiro isolado foi comprovada por CIM
de 16 pg/mL, valor equivalente a 32 pug/mL observado por método CLSI. Se
0 breakpoint de FCZ adotado por CLSI fosse idéntico ao do AFST-EUCAST,
o0 isolado seria resistente pelos dois métodos. No entanto, por CLSI o valor
de CIM situa o isolado na categoria S-DD. Importante notar que esse isolado
nao foi sensivel em testes pelos dois métodos.

O isolado de C. parapsilosis (22315 1/8) classificado como
sensibilidade intermediaria (CIM 4ug/mL) por AFST-EUCAST, foi sensivel no
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CLSI (CIM 1 pg/mL). Os valores de CIM observados nos dois métodos nao
apresentam diferenca importante (< 2 diluigbes). A diferenca da categoria do
isolado deve-se aos distintos breakpoints dos métodos. Todos esses
achados comprovam a alta correlagéo (r? = 0,9095; p < 0,0001) entre AFST-
EUCAST e CLSI para analise de C. parapsilosis e fluconazol.

Analise da sensibilidade ao fluconazol das 116 amostras de C.
parapsilosis revelou ClIMgy de 2ug/mL. Este valor foi igual ao encontrado em
estudo brasileiro de Matsumoto et al., 2007 e maior ao descrito (CIMg, de
1lpug/mL) em estudos espanhdis de Almirante et al., 2005 e Cuenca-Estrella
et al., 2005. Os resultados de sensibilidade obtidos (CIMg, de 2ug/mL) com
metodologia CLSI, foram idénticos aos verificados por Jung et al. (2010), da
Matta et al (2007) no Brasil e Odds et al. (2007) na Escécia. O valor de
CIMgo, encontrado neste estudo por ambas as metodologias, encontra-se no
limite superior daquele relatado para esta espécie (0,125 pug/mL a 2 pg/mL)
na base de dados do site europeu (www.eucast.org).

Os resultados referentes a itraconazol (CIMsy de 0,03pg/mL) neste
estudo foi equivalente ao obtidos por Matsumoto et al. (2007) no Brasil e
Cuenca-Estrella et al. (2005). O valor de MICgy, (0,06 [1g/mL) foi idéntico ao
descrito por Cuenca-Estrella et al. (2005) e um pouco menor do que o obtido
por Matsumoto et al. (2007) e Pereira et al. (2010) que também utilizaram
AFST-EUCAST como metodologia, nao relataram cepas resistentes ao
itraconazol. Para os testes feitos segundo CLSI o resultado de CIMsg
(0,03pg/mL) coincide com aquele encontrado por Colombo et al. (2006) e da
Matta et al. (2007), no Brasil, e por Godoy et al. (2003) para isolados obtidos
em diversos paises da América Latina, indicando auséncia de fendtipos
resistentes para itraconazol.

Do mesmo modo a sensibilidade de C. parapsilosis foi alta frente ao
voriconazol. Somente dois isolados (1468 SP/07; 1220 SP3/07) foram
resistentes ao farmaco no método AFST-EUCAST. Ainda que no método
CLSI um deles tenha apresentado valor idéntico de CIM nos dois métodos
(0,25ug/mL), quando este valor é interpretado segundo breakpoint o isolado

e classificado em grupos distintos, sendo sensivel pelo CLSI e resistente
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pelo AFST-EUCAST. Vale lembrar que esse isolado mostrou resisténcia
cruzada entre voriconazol e fluconazol no método AFST-EUCAST. Para
itraconazol o isolado foi classificado como S-DD. No segundo isolado (1220
SP3/07) o valor de CIM para voriconazol foi equivalente nas duas
metodologias, respectivamente, 0,25 pg/mL para AFST-EUCAST e 0.06
pug/mL para CLSI. No entanto, o isolado também foi classificado como
sensivel pelo CLSI e resistente pelo AFST-EUCAST. Para fluconazol e
itraconazol o isolado foi sensivel, sem reacao cruzada, portanto.

Para C. parapsilosis os valores de CIMsg 0,015pug/mL e ClMg
0,06pg/mL, pelo método AFST-EUCAST, foram idénticos aqueles descritos
por Matsumoto et al. (2007) e superior a descrita por Cuenca-Estrella et al.
em 2005 (CIMgp 0,03 pg/mL). Interessante foi o encontro de um isolado
(isolado 1220 SP3/07) para o qual CIM de voriconazol foi 0,25 pg/mL, o que
a classifica segundo breakpoint de AFST-EUCAST, na categoria de
resistente. De acordo com os dados disponiveis no site de AFST-EUCAST,
apenas 1,2% das cepas de C. parapsilosis foi comunicado como resistentes
a essa droga. (www.eucast.org). Vale ressaltar que o isolado foi sensivel a
fluconazol (CIM 1 pg/mL) e ao itraconazol (CIM 0,03 pg/mL). Para
resultados obtidos pela metodologia CLSI, os dados mostraram também alta
sensibilidade dessa espécie (C. parapsilosis) frente ao voriconazol (CIMso de
0,015pug/mL e CIMgo de 0,03pg/mL) assim como descrito por Jung et al.
(2010) e Matta et al. (2007) De fato, os valores de CIM de voriconazol, tanto
por AFST-EUCAST quanto CLSI, frente a cepas de C. parapsilosis, situam-
se entre 0,008 pg/mL e 0,125 pg/mL (www.eucast.org).

Importante citar que, particularmente, para voriconazol o tempo de
leitura deve ser realizado, obrigatoriamente, somente as 48 h, visto que
resultados incorretos podem decorrer de leituras de 24 h, conforme descrito
por Espinel-Ingroff et al. (2009).

A alta sensibilidade a anfotericina B foi verificada neste estudo,
em concordancia com o de Pereira et al. (2010). O resultado de CIMg

0,5ug/mL foi menor ao encontrado (CIMgg 1pg/mL) por Matsumoto et al.
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(2007) e maior ao relatado (CIMgo 0,25ug/mL) por Cuenca-Estrella et al.
(2005).

O valor de CIMgy 1 [1g/mL para anfotericina B obtido por CLSI foi
igual ao encontrado por Colombo et al. (2003), Godoy et al. (2003) e
Colombo et al. (2006) no Brasil, por Gonzalez et al. (2008) no México e por
Messer et al. (2009) no programa americano SENTRY, englobando diversos
paises. O valor de CIMso 0,5ug/mL, foi também o mesmo verificado (Godoy
et al.2003).

Todos esses valores de anfotericina B classificam as cepas de C.
parapsilosis como sensiveis ao polieno, como extensivamente citado em
literatura. Raras excec¢des da ocorréncia de cepas resistentes como a
descrita por Bruder-Nascimento et al. (2010) e Passos et al. (2010), mostram
isolados (Unicos) de C. parapsilosis resistente a anfotericina B.

Dentre as demais espécies analisadas neste estudo, Candida
glabrata (23%) foi observada em taxa semelhante a descrita por Hinrichsen
et al. (2008) no Brasil e por Jung et al. (2010) na Coréia do Sul (20% x
27%). No entanto, este valor é alto se comparado aos de estudos realizados
no Brasil. Nos trabalhos de Chang et al. (2008), Colombo et al. (2006) e da
Matta et al. (2007) as frequéncias dessa espécie foram menores (13%,
12,5% e 12%, respectivamente). Trabalhos de Pereira et al. (2010), Medrano
et al. (2006) e Ruiz et al. (2005) mostram porcentagens ainda menores de C.
glabrata (8%, 7% e 2,4% respectivamente), em relacdo as outras espécies
nao-C. albicans e ndo C. tropicalis. Interessante notar que poucos estudos,
como os de Bruder-Nascimento et al. (2010) e Ruiz et al. (2005) mostrou a
posicdo de C. glabrata atras de C. guilliermondii dentre os isolados menos
frequentes.

A posicéo relativa de C. glabrata, como agente de candidemia,
varia consideravelmente em diferentes regibes geograficas. Recentemente,
foi publicado um grande estudo realizado em hospitais da Coréia do Sul em
que C. glabrata foi responsavel por taxas de 26,5% entre as espécies nao-C.
albicans e nao-C. tropicalis (Jung et al., 2010). Dentre todas as espécies é

descrita em taxas de 20% nos EUA, 15% na Europa, 10% na Asia e 5% na
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Ameérica Latina, (Pfaller et al., 2004). Gudlaugsson et al. (2003) em
investigacdo de 5 anos (1997-2001), desenvolvida em um hospital norte-
americano, verificaram que C. glabrata foi 0 segundo agente de candidemia,
com taxa de 17%, mas com frequéncia muito menor do que C. albicans
(63%). De fato, a espécie situa-se em segundo lugar nos Estados Unidos
(Pappas et al., 2003; Magill et al., 2006) e entre segundo e quarto lugar em
paises da Europa e Asia (Abi-Said et al. 1997; Chryssanthou et al., 2002;
Diekema et al., 2002; Cuenca-Estrella et al. 2002a; Hajjej et al., 2004,
Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Tortorano et al., 2004).

O estudo da sensibilidade de C. glabrata, segundo método AFST-
EUCAST, permitiu observar valor de CIMgy de 16ug/mL para fluconazol,
sendo este superior ao descrito (CIMgy de 871g/pL) em trabalhos realizados
na Espanha, como o de Almirante et al. (2005) que investigaram a
sensibilidade de 31 isolados de C. glabrata. Esse valor é alto, mas o
breakpoint europeu (CIM 8ug/mL) ndo é aplicavel a esta espécie, o que néo
permite a classificacdo desta espécie em resistente. Note-se, no entanto,
que os valores de fluconazol (16 pg/mL), enquadram-se no intervalo descrito
para cepas de C. glabrata ( 2 pg/mL a 32ug/mL) no banco de dados
europeu (www.eucast.org).

Por método do CLSI, isolados de C. glabrata apresentaram ClMg
de 4ug/mL para fluconazol, valor que esta dentro do intervalo de valores
mais observados nos testes realizados com essa metodologia (CIM 0,5
pug/mL a 32 pg/mL) de acordo com dados disponiveis em www.eucast.org.
Porcentagem de 5,2% (2/38 isolados) de resisténcia ao fluconazol foi
verificada em C. grabrata neste estudo. Em paises da Asia a taxa de cepas
resistentes situa-se entre 2% a 16% (Nakamura et al., 2006; Ruan et al.,
2008; Jung et al., 2010). Taxas maiores sdo encontradas em paises da
Europa (~40%) e Estados Unidos (~14%) (Hajjej et al.,, 2004; Ostrosky-
Zeichner et al., 2005; Tortorano et al., 2004).

O sucesso terapéutico em infeccdes causadas por Candida
glabrata depende da cepa relacionada a infeccdo, desde que, esta espécie

apresenta resisténcia primaria e, principalmente, secundaria ao fluconazol.
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Valores altos de CIM para fluconazol indicam risco de falha terapéutica com
este medicamento. H& cepas sensiveis que respondem ao tratamento com a
droga, mas que rapidamente, podem desenvolver resisténcia (Pfaller, 2005).
De fato, é notéria a grande capacidade de C. glabrata em adquirir resisténcia
apos exposicao ao fluconazol. A resisténcia adquirida ocorre em C. glabrata
por aumento na expressao de genes responsaveis por bombas de expulséo
(tipo ABC) de drogas azolicas (Magill et al., 2006).

Cepas de C. glabrata, resistentes ao fluconazol tém valores de
CIM mais altos para voriconazol, do que aquelas sensiveis, prevendo,
portanto a sua capacidade para desenvolver resisténcia cruzada. O mais
novo triazol comercializado no Brasil, voriconazol, pode se tornar, portanto,
inadequado para tratar casos com cepas de C. glabrata (Pappas et al., 2003;
Cuenca-Estrella & Rodriquez-Tudela 2002; Pfaller et al. 2004; Gadea &
Cuenca-Estrella 2004; Marchetti et al 2004; Yang et al. 2004).

Para voriconazol, pela metodologia AFST-EUCAST, os isolados
de C. glabrata deste estudo (CIMsg 0,12pug/mL e CIMgy 0,5ug/mL) foram
menos sensiveis do que aqueles estudados por Matsumoto et al. (2007),
mas com perfil de sensibilidade idéntico (CIMgy 0,5 ug/mL) ao observado por
Cuenca-Estrella et al. (2005) e dentro do intervalo mais relatado para esta
espécie (CIM 0,08 pug/mL e 1 pg/mL). O breakpoint europeu nao permite
classificacdo de C. glabrata, mas valores altos (0,5ug/mL) para voriconazol
foram verificados, assim como frente a fluzonacol CIM de (16 pg/mL).

Ainda avaliando C. glabrata frente a voriconazol foi encontrado
um isolado (1394 SP3/07) resistente, por CLSI. Esse isolado foi também
resistente para fluconazol e itraconazol, chamando a atencdo da baixa
eficAcia que pode ter a classe dos triazéis frente a determinados isolados
clinicos. No conjunto dos isolados o valor de CIMs foi 0,06ug/mL e de ClMgg
foi de 0,12ug/mL. O mesmo valor de ClIMsg foi observado por Colombo et al.
(2006) no Brasil e Jung et al. (2010) na Coréia do Sul, porém valores mais
baixos foram publicados (0,125 pg/mL) por Matta et al. (2007). O valor de
CIMgy foi semelhante ao relatado por outros autores tanto no Brasil
(Colombo et al.; 2006; Matta et al., 2007) e Jung et al., 2010.
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Para itraconazol frente a C. glabrata desperta atencéo a taxa alta
de isolados classificados como S-DD (26,3%), sendo baixa a ocorréncia de
isolados resistentes (5,8%). Da Matta et al. (2007) verificou taxas maiores
de resisténcia (15,9%) e maior (50%) de cepas S-DD. A taxa de resisténcia é
menor que aquela observada (33,3%) na Escocia (ODDS et al., 2007). A
mais alta taxa de resisténcia (88%) de C. glabrata (n=25) frente ao
itraconazol foi publicada no estudo brasileiro de Bruder-Nascimento et al.
(2010). Ainda segundo metodologia CLSI, o valor de CIMso (0,12ug/mL) foi
proximo e menor do que o descrito (CIMsg 0,25 pg/mL) por Colombo et al.
(2006) e Matta et al (2007). O valor observado de CIMgy (0,5ug/mL),
metodologia AFST-EUCAST, confere com o descrito por Cuenca-Estrella et
al. (2005) e é equivalente (1pug/mL) ao encontrado para 11 isolados incluidos
no estudo brasileiro de Matsumoto et al. (2007).

Para anfotericina B frente a C. glabrata, por método AFST-
EUCAST o valor (CIMgo 1pg/mL) foi superior ao encontrado (0,25ug/mL) por
Cuenca-Estrella et al. (2005) e Almirante et al. (2005). Ja, os valores de
CIMsp (0,5pug/mL) e CIMgp (1pg/mL), calculados para testes por CLSI, foram
iguais aos dados encontrados no trabalho brasileiro de Colombo et al.( 2006)
e ao estudo escocés Odds et al. (2007) contemplando 66 isolados de C.
glabrata. Todos os valores de CIM descritos classificam os isolados de C.
glabrata como sensivel a anfotericina B, em concordancia com investigacdes
anteriores ( Pfaller et al., 2007; Jung et al., 2010).

Candida krusei representou 4% dos agentes estudados nesta
dissertacao e foi superior ao valor de Colombo et al. (2006) com taxa de 3%.
Essa espécie foi descrita em taxa de 5,5% do total de espécies menos
frequentes no extenso Programa Sentry (Pfaller & Diekema, 2002). Por sua
prevaléncia, Candida krusei ndo é um agente importante de candidemia,
desde que € responsavel por apenas 2% dessas infec¢cdes nos Estados
Unidos, 1% na Coréia do Sul e taxas ainda baixas e bastante variadas (0 a
11%) no Brasil (Gudlaugsson et al., 2003; Ruiz et al., 2005; Regonaschi,
2006; da Matta et al., 2007; Hinrichsen et al., 2008; Jung et al. 2010).
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Por outro lado, a resisténcia intrinseca ao fluconazol, reconhecida
em C. krusei, ressalta a importancia de seu estudo. O fato de ser resistente
nao permite sua classificacdo pelos breakpoints estabelecidos para essa
droga. Para itraconazol os isolados de C. krusei (CIMgy de 0,25ug/mL)
apresentaram a mesma sensibilidade observada por Cuenca-Estrella et al.
(2005). Porém, por método CLSI os isolados de C. krusei foram classificados
em S-DD em sua maioria (57%), dado semelhante ao de Matta et al. (2007)
gue descreveu taxa semelhante (66,5%).

Em relacédo a voriconazol nos testes por AFST-EUCAST, foram
encontrados valores altos (CIM > 0,25 pug/mL) para 4 isolados de C. krusei,
ndo sendo, porém possivel a classificacdo desta espécie por esta
metodologia. Todos os valores de CIM ficaram dentro do intervalo (CIM
0,016pg/mL a 1 pg/mL) publicado para a maioria dos isolados dessa espécie

(www.eucast.org). Nos testes por CLSI os valores também estdo dentro

daqueles mais observados (0,032 pg/mL a 1 pg/mL).

Candida krusei frente a anfotericina B o valor de CIMgo 1pg/mL foi
um pouco superior ao descrito (CIMgo 0,5ug/mL) por autores espanhdis que
utilizaram a metodologia AFST-EUCAST. Por CLSI (CIMgy 0,5 pg/mL) foi
inferior ao verificado (1pg/mL) por Colombo et al. (2003). Todos os isolados
de C. krusei foram sensiveis, independente do método AFST-EUCAST ou
CLSI, confirmando achados prévios descritos em literatura nacional e
internacional (Matta et al., 2007; Ruiz et al. ,2006; Messer et al., 2009; Pfaller
& Diekema, 2002;Cuenca-Estrella et al., 2005; Almirante et al., 2005 ).

A incidéncia global de candidemia por C. guilliermondii parece ser
baixa, mesmo em pacientes com céancer; a distribuicdo, no entanto, ndo é
homogénea e as mais altas frequéncias sdo observadas em centros
hematologicos. A incidéncia dessas infeccdes na Asia e Europa é
ligeiramente superior a descrita na Ameérica do Norte. Girmenia et al. (2006)
analisaram 21 isolados de leveduras isoladas de sangue, no periodo de
1983 a 2005, na ltalia e C. guilliermondii representava 11,7% do total de
isolados de Candida, taxa inferior apenas a de C. parapsilosis, C. albicans e
C. tropicalis.
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A frequéncia de Candida guilliermondii, neste estudo foi baixa (0,6%)
em relacdo a outras espécies analisadas e assemelha-se muito a de Jung et
al. (2010) da Coréia do Sul e a de paises de outros continentes do que
aqueles do Brasil. Colombo et al. (2006) encontraram 6% de C. guilliermondii
entre as espécies nao-C. albicans e nao-C. tropicalis, e relatado
posteriormente por Matta et al. (2007) taxa de 8,2%. No entanto, a maioria
dos outros autores brasileiros relata taxas relativas maiores como 10%
(Hinrichsen et al., 2008), 12,2% (Ruiz et al. 2005), 13% (Pereira et al., 2010),
21% (Medrano et al., 2006) e 26,5% (Passos et al., 2010). Ha de se ressaltar
gue o numero de amostras de Matta et al. (2007) € muito mais expressivo do
que os demais autores brasileiros e, possivelmente, reflita melhor a

distribuicdo dessa espécie.

Ainda que menos frequente, a descricdo de C. guilliermondii como
agente de candidemia em unidades hospitalares do estado de Séao Paulo
tem relevancia como dado a ser comparado com estudos futuros, de modo a
permitir analise de tendéncias, tanto geografica quanto temporal, em nosso
pais. Em estudos internacionais essa espécie € apontada como agente com
potencial significativo de resisténcia ao fluconazol e anfotericina B,
enfatizando esses estudos (Yagupsky et al., 1991; Vazquez et al., 1995;
Krcmery et al., 1999; Tietz et al., 1999; Mardani et al., 2000; Kovacicova et
al., 2001). Poucos relatam o contrario enfatizando apenas a maior
resisténcia dessa espécie ao itraconazol (Girmenia et al., 2006).

Candida guilliermondii apresentou valores limitrofes de sensibilidade
tanto para fluconazol (CIM 4ug/mL), quanto para voriconazol (CIM 0,12
pHg/mL) na interpretacdo por AFST-EUCAST. Para itraconazol o valor (CIM
0,25ug/mL) classifica o isolado como S-DD. Matta et al.,, 2007 também
descreveram 15 isolados S-DD para itraconazol. Girmenia et al. (2006)
verificaram altos valores de CIM (4ug/mL) para voriconazol e relataram 5%
de resisténcia a voriconazol. Comparando este dado com aqueles que
englobam grande numero de amostras, verifica-se que para fluconazol, no

maior estudo brasileiro, Matta et al. (2007) encontraram apenas um de 30
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(3,3%) isolados, classificados como sensivel dose-dependente (S-DD) e
nenhum resistente. Para itraconazol ndo foram encontrados isolados
resistentes em desacordo com achados de Girmenia et al. (2006) que
descreveram cepas resistentes em taxa de 24% entre 21 analisadas, com
CIMs atingindo valores acima de 16 pg/mL. Pfaller et al. (2003,2004)
avaliaram a susceptibilidade in vitro de isolados sanguineos de Candida,
recuperados de varias partes do mundo, incluindo 150 isolados de C.
guilliermondii. A maioria deles (85% a 100%) foi sensivel fluconazol e
voriconazol, mas sensibilidade a itraconazol foi menos comum (10%). De
outro modo, para anfotericina B CIM foi baixo (0,5ug/mL) confirmando
estudos anteriores (Matta et al., 2007; Girmenia et al., 2006;; Pfaller et al.
2003, 2004).

Os dados desta dissertacdo apontam para uma espécie, C.
guilliermondii que merece ser bem identificada e analisada quanto ao seu
perfil de suscetibilidade, desde que, mostrou ser menos sensivel a distintos
farmacos azolicos. Esse achado ressalta o potencial de alguns isolados
apresentarem resisténcia cruzada entre medicamentos da mesma classe
farmacolbgica. Este fato €, ainda mais preocupante, visto que C.
guilliermondii parece ser resistente a caspofungina, uma equinocandina da
mais nova classe de antifungicos (Pfaller et al. 2003, 2004; Girmenia et al.,
2006). Essa informacdo € importante na area clinica para controle das

infecgdes invasivas por C. guilliermondii.

Uma espécie rara de candidemia, Candida kefyr, também foi
descrita como agente de candidemia na Coréia do Sul em estudo recente de
Jung et al. (2010) e na Alemanha (Zepelin et. al., 2007). Pela escassez de
dados de sua sensibilidade, seria muito interessante ter acesso a essa
informacéo. No entanto, essa informacédo nao esta disponivel no estudo da
Coréia do Sul e impossibilita analise comparativa com nossos achados. No
estudo alemao, os autores chamam a atencao para um alto valor de CIM de
anfotericina B (4ug/mL) para um de nove isolados sanguineos. Na caréncia

de outros estudos com isolados sanguineos de C. kefyr, a sensibilidade
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dessa espécie pode ser comparada a isolados de outras fontes, como no
estudo espanhol de Cuenca-Estrella et al. (2006) os valores de anfotericina
B, fluconazol, itraconazol e voriconazol, por método AFST-EUCAST, foram
respectivamente, de: CIMsy (0,12 pg/mL) e CIMgy (0,25pg/mL), ClMsg
(0,025pg/mL) e CiMgo (1pg/mL), CiMsg (0,03pg/mL) e CiMgo (0,03pg/mL) e
CIMs (0,02pg/mL) e ClMgp (0,02ug/mL). Comparando com resultados desta
dissertacéo, verifica-se valores equivalentes para os farmacos azélicos. Em
relacdo a anfotericina B (CIM 1ug/mL), por AFST-EUCAST e por CLSI.

Candida famata e C. lusitaniae representaram apenas 0,6% das
espécies avaliadas, mas dada a raridade, ou mesmo auséncia, de seu
encontro em outros estudos, este achado € importante e enfatiza o papel do
laboratério nas investigacdes epidemioldgicas, com vistas a monitorar a
ocorréncia de agentes emergentes.

Dentre os poucos estudos que descrevem Candida famata como
agente de candidemia, destaca-se o realizado no Japéo por Takakura et al.
(2004) e de Jung et al. (2010) que observaram taxas dessa espécie,
respectivamente 1,6% e 1%, entre isolados n&o-C. albicans e nao-C.
tropicalis. Caggiano et al. (2007) também descreveram esse agente de
candidemia na Italia, com porcentagem relativa equivalente a desses autores
(1,6%). Cheng et al. (2004) identificaram Candida famata em taxa relativa
maior (2,8%). Além desses estudos, um grande trabalho realizado na
Australia resultou no encontro de trés casos (3/1095; 0,3%) de candidemia
por C. famata, reforcando a necessidade de acompanhar o aparecimento de
novos agentes etiologicos invasivos (Chen et al., 1996).

A alta sensibilidade de C. famata aos quatro antifingicos
avaliados neste estudo, confere com dados prévios disponiveis na literatura.
No site de EUCAST ha informacéo sobre intervalo de CIM de voriconazol
frente a 33 isolados de C. famata (CIM 0,016pg/mL a CIM 8ug/mL) e frente
a 46 isolados frente a fluconazol (CIM 0,125ug/mL a CIM 64 pg/mL) para
testes realizados por AFST-EUCAST, pressupondo que ha isolados pouco
sensiveis a estas drogas. Cheng et al. (2004) encontraram CIMs, de 4

pug/mL para fluconazol e 0,5 pg/mL para anfotericina B , por método CLSI,

72



reforcando a informacéo sobre a eficacia destas drogas nessa espécie. No
site de EUCAST a informacéo de 16 isolados avaliados frente a voriconazol
(CIM 0,08ug/mL a CIM 0,25 pg/mL) e fluconazol (CIM 0,5ug/mL a CIM 8

ug/mL) por método CLSI (www.eucast.org) indicando alta sensibilidade por

esta metodologia, provavelmente, pela questao dos distintos brekpoints.

Em estudo de Passos et al. (2010) foi encontrada maior
frequéncia relativa (6,5%) de C. lusitaniae do que a encontrada neste estudo
(0,6%) e no de Jung et al. (2010). Candida lusitaniae apresentou alta
sensibilidade as drogas azoélicas empregadas neste estudo, fato que esta de
acordo com dados publicados na literatura consultada (Pfaller et al., 1994;
Pfaller & Diekema, 2002). Importante ressaltar que essa espécie nao
apresentou resisténcia a anfotericina B, como descrita em alguns estudos
anteriores internacionais. Sua habilidade para desenvolver resisténcia a
anfotericina B, mais rapidamente do que outras espécies de Candida foi
previamente comprovada (Fothergill et al., 2006).

Pelo site de EUCAST, os valores para C. lusitaniae situam-se
entre CIM 0,125 pg/mL e CIM 1 pg/mL para fluconazol, porém com alguns
isolados acima de 8ug/mL, e entre CIM 0,008ug/mL e CIM 0,064ug/mL
frente a voriconazol, pelo método AFST-EUCAST. Para testes com método
CLSI os valores para fluconazol ficam entre CIM 0,125ug/mL e CIM 2ug/mL,
com alguns até 64 pg/mL e entre CIM 0,004pg/mL e CIM 0,064ug/mL frente
a voriconazol, informando alta sensibilidade dessa espécie aos azois
(www.eucast.org).

Pichia anomala (Candida pelliculosa) é considerada um agente
raro de fungemia, e sua taxa de frequiéncia neste estudo foi de 0,6%. Esta
espécie foi anteriormente descrita em outros estudos nacionais, como
agente de candidemia em pacientes imunocomprometidos e neonatos
internados em UTI (Godoy et al., 2003; Paula et al.,, 2006; da Matta et al.,
2007; Caggiano et al., 2007). Chama a atencéo o estudo de Colombo et al.
(2006) que mostra taxa alta (16%) dessa espécie entre aqueles agentes
menos frequentes em candidemia. Em outros paises, P. anomala tem

também ocorréncia esporadica como agente de infec¢do invasiva (Odds et
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al., 2007; Kersun et al., 2008), sempre em baixa frequéncia relativa (3,3%)
(Caggiano et al., 2007).

Intervalos de CIM para voriconazol (0,032ug/mL a 0,5ug/mL) e
fluconazol (1pg/mL a 8ug/mL), segundo metodologia CLSI disponiveis em
www.eucast.org, indicam que o unico isolado de P. anomala deste estudo
encontra-se dentro desses parametros. Os resultados revelam baixos
valores de CIM para todos os farmacos avaliados, conforme enfatizado por
outros autores brasileiros (Matta et al., 2007). O estudo, realizado com 58
amostras de P. anomala, ndo reporta nenhuma resistente; todavia, foram
encontrados valores altos de CIM (1ug/mL) para itraconazol foi alto (Matta et
al., 2007)°. Interessante notar que Cuenca-Estrella et al. (2006), também
verificaram CIMs altos, ndo apenas de itraconazol, mas também fluconazol
e voriconazol para cepas de P.anomala de diversas origens clinicas. Para
anfotericina B os valores de CIM sao sempre baixos, conforme resultados de
varios estudos (Cuenca-Estrella et al., 2006; Matta et al., 2007).

As espécies descritas neste estudo, ainda que poucos frequentes,
incluem espécies como C. glabrata, C. krusei e C. lusitaniae as quais
merecem atencdo, pois tém alto potencial a resisténcia adquirida, ou
intrinseca, as drogas azodlicas e, ainda, podem apresentar menor
sensibilidade a anfotericina B. Agentes considerados emergentes,
raramente, associados a candidemia e com perfil de sensibilidade ainda
pouco conhecido, tal como: C. famata e Pichia anomala (C. pelliculosa)
foram descritos neste estudo.

A determinacdo acurada das espécies, endémicas e epidémicas,
e a investigacdo de fendtipos de resisténcia podera servir para
monitoramento de tendéncias nas unidades hospitalares avaliadas. Este
estudo soma-se a outros para auxiliar na escolha do melhor tratamento,
reduzindo a possibilidade de falha terapéutica, ou na alteracdo da estratégia
terapéutica, aumentando a dose ou trocando o antifingico, ou ainda,
induzindo o uso de terapia combinada. Além dessa aplicacdo direcionada a
um caso em particular, a compilagdo dos dados, seguida de analise temporal
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e espacial, serve para programas de vigilancia de resisténcia a
antimicrobianos e tratamento empirico.

A alta sensibilidade das espécies outras que C. albicans e C.
tropicalis, apontada nesta pesquisa constitui um dado inédito para muitos
hospitais e devera contribuir e estimular a consolidagdo de um banco de
informacdes nacionais para manejo empirico e controle das candidemias,
em particular no Estado de S&o Paulo. Ainda, os resultados deste estudo
poderdo ser subsidios para analise critica de procedimentos invasivos e
politica de medicagéo antifangica dentro das Comissdes de Controle de
Infeccdo Hospitalar de cada Unidade, de acordo com a distribuicdo das
espécies e suas caracteristicas epidemioldgicas e fenoétipos de resisténcia. A
analise dos resultados deste estudo podera ser também um instrumento de
suporte a futuras investigagcoes que avaliem a correlacao entre a resisténcia
in vitro e evolucao clinica dos pacientes com infeccéo de corrente sanglinea

por leveduras.
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7. CONCLUSOES

1. Candida parapsilosis foi a espécie mais frequente, seguida de C.

glabrata e C. krusel, totalizando 97% dentre aquelas estudadas.

2. Fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B mostraram alta

eficacia contra todos os agentes de candidemia.

3. Anfotericina B foi a droga mais ativa, ndo sendo encontrado nenhum
fendtipo de resisténcia a droga, seguida de fluconazol e voriconazol; a
droga menos eficaz foi itraconazol, particularmente para isolados de C.

glabrata.

4. Este estudo contribuiu para a confirmacdo da alta sensibilidade
(>98,3%) de isolados de Candida parapsilosis frente a fluconazol,

voriconazol, itraconazol e anfotericina B.

5. Candida glabrata ndo apresentou alta taxa de resisténcia (~6%) a
fluconazol, mas nudmero consideravel de isolados (33%) teve
sensibilidade dependente da dose ao itraconazol. Para voriconazol a

resisténcia foi baixa (~3%) e sem boa correlacao.

6. Candida krusei, espécie com reconhecida resisténcia intrinseca ao
fluconazol, apresentou fato significativo que foi o encontro frequiente
(57%) de cepas com valores altos (>0,25ug/mL) ao voriconazol, dado
raramente citado na literatura mas que atenta para a ocorréncia de

resisténcia cruzada entre os farmacos de mesma classe.

7. Espécies mais raras, como Pichia anomala, C. guilliermondii, C. kefyr,
C. famata e C. lusitaniae foram identificadas como agentes de
candidemia, valorizando a busca, identificacdo acurada e determinagéao

exata do perfil de sensibilidade desses isolados menos frequentes.
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8. Os métodos europeu (AFST-EUCAST) e norteamericano (CLSI)
produziram valores de CIM equivalentes. Para os 166 isolados foi
observada alta concordéancia (>98%) dos métodos para testes com
fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B. Do mesmo modo, a

correlacao foi maior para fluconazol e menor para anfotericina B.

9. Resisténcia cruzada entre azois foi encontrada neste estudo em cepas
de C. glabrata (2,8%) e C. parapsilosis (0,8%) e, ainda que em baixas
porcentagens, alertam para a ocorréncia desse grave fendbmeno que
pode ter implicacdo clinica. Futuros estudos podem confirmar essa

hipétese.
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APENDICE 1 EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI
Nimero Identificacdao [Fcz ug/mL|Fcz ug/mL | Itz ug/mL Itz ug/mL|Vcz ug/mL |Vcz ug/mL(AmB ug/mL| AmB ug/mL
398 SP3/06 |C. famata 0,5 0,5 0,12 0,06 0,015 0,015 0,5 0,5
1214 SP3/07|C. glabrata 4 4 0,5 0,5 0,25 0,06 0,5 0,5
1221 SP3/07|C. glabrata 2 2 0,25 0,25 0,5 0,06 0,5 0,5
1234 SP3/07|C. glabrata 2 4 0,12 0,25 0,5 0,12 0,5 1
01 SP3/06 C. glabrata 1 0,12 0,06 0,03 0,25 0,06 0,5 0,5
1120 SP3/07 |C. glabrata 0,5 0,12 0,06 0,03 0,06 0,06 0,5 1
1133 SP3/07 |C. glabrata 4 4 0,25 0,5 0,015 0,06 0,5 0,5
1161 SP3/07 |C. glabrata 1 1 0,06 0,03 0,12 0,06 0,5 0,5
1167 SP3/07 |C. glabrata 4 1 0,25 0,5 0,12 0,06 0,25 0,5
1177 SP3/07 |C. glabrata 0,12 0,12 0,12 0,12 0,5 0,06 0,5 0,5
1191 SP3/07 |C. glabrata 2 2 0,12 0,12 0,12 0,03 0,5 0,5
1192 SP3/07 |C. glabrata 16 0,12 0,25 0,25 0,06 0,015 0,5 0,5
1245 SP3/07 |C. glabrata 0,12 2 0,5 0,25 0,12 0,06 1 1
1454 SP3/07 |C. glabrata 2 1 0,12 0,25 0,06 0,03 0,5 0,5
1460 SP3/07 |C. glabrata 2 2 0,12 0,12 0,12 0,06 0,5 0,5
1465 SP3/07 |C. glabrata 4 2 0,06 0,12 0,12 0,06 1 1
1467 SP3/07 |C. glabrata 0,5 2 0,03 0,03 0,25 0,06 0,5 0,5
1473 SP3/07 |C. glabrata 8 4 0,25 0,12 0,12 0,06 0,5 0,5
174 H/06 C. glabrata 16 4 0,5 0,5 0,12 0,12 0,5 0,25
435 H/06 C. glabrata 0,25 1 0,12 0,03 0,12 0,03 0,25 1
55 SP3/06 C. glabrata 2 1 0,12 0,015 0,06 0,06 0,5 1
80 SP3/06 C. glabrata 1 2 0,06 0,12 0,25 0,06 0,5 1
836 SP3/07 |C. glabrata 8 1 0,5 0,12 0,5 0,015 0,5 1
1167 02-08 |C. glabrata 4 0,25 0,25 0,03 0,06 0,015 0,25 1
1288 SP3/07 |C. glabrata 1 0,5 0,03 0,03 0,015 0,03 0,5 0,5
825 SP3/07 |[C. glabrata 1 1 0,06 0,06 0,12 0,12 1 0,5
85415 1/8|C. glabrata 1 4 0,03 0,06 0,12 0,06 0,5 0,5
53526 1/8|C. glabrata 1 4 0,03 0,03 0,12 0,06 0,5 0,5
60694 1/8|C. glabrata 0,5 0,25 0,25 0,25 0,12 0,03 0,5 0,5
61019 1/8|C. glabrata 0,12 0,25 0,06 0,06 0,12 0,03 0,03 1
65167 1/8|C. glabrata 1 1 0,03 0,06 0,12 0,015 1 1
53525 1/8|C. glabrata 0,5 1 0,03 0,03 0,12 0,12 1 1




60694 02-08 |C. glabrata 2 2 0,25 0,25 0,12 0,06 0,25 0,5
1394 SP3/07 |C. glabrata 64 64 8 2 2 4 0,5 0,25

72267 1/8|C. glabrata 64 64 8 4 1 0,5 0,25 1
1372 SP3/07 |C. glabrata 2 1 0,06 0,06 0,06 0,03 0,25 0,25
1388 SP3/07 |C. glabrata 1 0,5 0,03 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
81 SP3/06 C. glabrata 0,25 2 0,12 0,12 0,12 0,06 1 1
1471 SP3/07 |C. glabrata 16 32 0,25 0,25 0,12 0,12 1 1
1121 SP3/07 |C. guilliermondii 4 4 0,25 0,25 0,12 0,12 0,25 0,5

78419 1/8|C. kefyr 1 0,5 0,06 0,06 0,015 0,015 1 1
1196-SP3/07 |C. krusei 0,12 0,12 0,25 0,12 1 0,5
1213 SP3/07|C. krusei 0,12 0,12 0,25 0,25 1 0,5
1229 SP3/07|C. krusei 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5
1442 SP3/07 |C. krusei 0,25 0,25 0,12 0,06 0,25 0,25
1477 SP3/07 |C. krusei 0,06 0,25 0,12 0,06 1 0,5
1480 SP3/07 |C. krusei 0,06 0,12 0,25 0,12 0,5 0,5
183 H/06 C. krusei 0,12 0,5 0,12 0,25 0,5 0,5
497/08 C. lusitaniae 0,5 0,25 0,03 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
1198 SP3/07|C. parapsilosis 1 0,25 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
1212 SP3/07|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
1216 SP3/07|C. parapsilosis 1 1 0,06 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
1220 SP3/07|C. parapsilosis 1 2 0,03 0,06 0,25 0,06 0,5 0,5
1222 SP3/07|C. parapsilosis 0,25 0,5 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
1012 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,12 0,015 0,015 0,015 0,015 1 1
1066 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 1 1
1098 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,5 0,06 0,015 0,015 0,015 0,5 1
1104 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,5 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 1
1109 SP3/07 |C. parapsilosis 0,12 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 1 1
1135 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,5 0,015 0,03 0,015 0,015 0,25 0,5
1138 SP3/07 |C. parapsilosis 0,25 0,5 0,12 0,12 0,06 0,12 0,5 0,5
1148 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,03 0,015 0,5 0,5
1151 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,12 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
116 SP3/06 |C. parapsilosis 1 2 0,03 0,06 0,015 0,12 0,5 1
1173 SP3/07 |C. parapsilosis 0,25 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
1179 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5




1180 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 1 0,03 0,06 0,03 0,015 0,25 0,5
1182 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,12 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
1183 SP3/07 |C. parapsilosis 1 1 0,015 0,03 0,03 0,015 0,5 0,5
1185 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,12 0,015 0,015 0,03 0,015 0,5 0,5
1190 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,12 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 0,5
1254 SP3/07 |C. parapsilosis 0,25 0,12 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 1
1252 SP3/07 |C. parapsilosis 2 0,5 0,06 0,06 0,03 0,015 0,06 1
1257 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,12 0,015 0,015 0,03 0,015 0,25 0,5
1289 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,5 0,06 0,03 0,015 0,015 0,12 1
1299 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,015 0,06 0,015 0,25 0,5
145 SP3/06 |C. parapsilosis 1 0,5 0,06 0,03 0,015 0,03 0,5 1
1464 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,25 0,015 0,015 1 1
1495 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
167 H/06 C. parapsilosis 0,5 0,5 0,06 0,06 0,015 0,015 0,5 0,06
178 H/06 C. parapsilosis 1 0,12 0,06 0,06 0,015 0,03 0,5 0,25
185 H/06 C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,06 0,015 0,03 0,5 1
196 SP3/06 2|C. parapsilosis 1 0,25 0,03 0,03 0,015 0,03 0,5 1
197 SP3/06 1|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,03 0,015 0,03 0,5 1
198 SP3/06 1|C. parapsilosis 2 1 0,06 0,06 0,015 0,06 0,5 1
199 SP3/06 2|C. parapsilosis 2 1 0,06 0,06 0,03 0,06 0,25 1
200 SP3/06 3|C. parapsilosis 1 1 0,06 0,12 0,015 0,015 0,5 1
260 SP3/06 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,03 0,015 0,015 0,25 1
261 H/05 C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,06 0,015 0,015 0,12 0,25
262 SP3/06 |C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
268 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,25 0,06 0,03 0,015 0,015 1 0,25
296 SP3/06 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,015 0,015 0,015 0,5 1
297 SP3/06 |C. parapsilosis 0,5 1 0,06 0,06 0,015 0,03 0,5 1
301 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,5 0,06 0,06 0,015 0,015 0,5 0,25
321 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 0,25
408 H/06 C. parapsilosis 0,5 0,12 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 1
424 H/06 C. parapsilosis 1 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
428 H/06 C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
535 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 0,25
538 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,12 0,06 0,015 0,015 0,015 0,5 0,25




539 SP3/07 |C. parapsilosis 1 0,5 0,12 0,03 0,03 0,015 0,5 0,5
70 SP3/06 C. parapsilosis 1 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 0,25 1
76 SP3/06 C. parapsilosis 2 2 0,03 0,12 0,03 0,06 0,5 1
795 SP3/07 |C. parapsilosis 1 2 0,12 0,06 0,12 0,03 1 1
799 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
816 SP3/07 |C. parapsilosis 1 2 0,03 0,06 0,06 0,015 0,5 1
828 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
AFG 23/05 C. parapsilosis 0,5 0,5 0,06 0,06 0,015 0,015 0,12 0,25
12012 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,015 0,015 0,015 0,12 1
11427 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 0,5
8871 1/8|C. parapsilosis 2 1 0,06 0,03 0,12 0,015 0,25 0,5
7879 1/8|C. parapsilosis 1 1 0,03 0,015 0,03 0,015 0,5 1
14760 02-08 |C. parapsilosis 1 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 0,5
12194 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 0,5
14759 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 1
9312 1/8|C. parapsilosis 2 2 0,06 0,015 0,12 0,03 0,25 1
9311 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,015 0,015 0,015 0,25 0,5
11426 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,015 0,015 0,015 0,25 1
1213 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,03 0,015 0,015 0,25 0,5
3414 1/8|C. parapsilosis 2 2 0,015 0,03 0,06 0,03 0,5 0,5
7167 1 01/08 |C. parapsilosis 2 2 0,06 0,06 0,12 0,03 0,5 1
45663 3/8 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 1
20682 1/8|C. parapsilosis 1 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
45583 1/8 |C. parapsilosis 2 2 0,06 0,06 0,06 0,03 0,5 1
20681 1/8|C. parapsilosis 1 1 0,015 0,03 0,015 0,015 0,5 1
49504 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,03 0,015 0,015 0,5 1
45663 02-08 |C. parapsilosis 1 0,25 0,015 0,03 0,015 0,015 1 1
45663 01/08|C. parapsilosis 1 0,12 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
14760 1/8|C. parapsilosis 1 0,5 0,03 0,03 0,03 0,015 0,5 1
20685 1/8|C. parapsilosis 0,5 1 0,015 0,06 0,015 0,015 0,5 1
9592 1/8|C. parapsilosis 2 2 0,06 0,06 0,12 0,12 0,5 0,5
49504 02-08 |C. parapsilosis 0,5 0,5 0,015 0,06 0,015 0,015 0,5 1
49504 3/8|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,015 0,06 0,015 0,015 0,5 1
46094 1/8|C. parapsilosis 1 0,25 0,03 0,12 0,015 0,015 0,5 1




22315 1/8|C. parapsilosis 4 1 0,12 0,12 0,015 0,06 0,5 0,5
1436 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,06 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
82028 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,06 0,015 0,015 0,12 0,25
82029 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,06 0,015 0,015 0,12 0,25
78905 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,12 0,015 0,03 0,06 0,015 0,5 1
275 1/8|C. parapsilosis 0,12 0,12 0,03 0,06 0,06 0,015 0,25 1
85417 02-08|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
87163 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,06 0,015 0,015 1 1
83438 1/8|C. parapsilosis 1 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 1
83438 2-08 |C. parapsilosis 1 1 0,03 0,03 0,015 0,06 0,5 0,5
85417 1/8|C. parapsilosis 1 1 0,12 0,12 0,12 0,03 0,12 0,25
83441 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 1 1
83442 1/8|C. parapsilosis 0,5 1 0,015 0,015 0,015 0,015 1 1
69275 1/8|C. parapsilosis 0,12 0,25 0,06 0,06 0,12 0,03 0,06 0,06
53643 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
53536 02-08 |C. parapsilosis 0,5 0,5 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
71426 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 1
78910 1/8|C. parapsilosis 0,25 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 1 1
83438 3/8|C. parapsilosis 1 0,25 0,06 0,06 0,015 0,015 0,25 1
83436 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
53536 1/8|C. parapsilosis 0,5 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,25 0,5
62866 1/8|C. parapsilosis 2 2 0,06 0,06 0,06 0,03 1 1
64707 1/8|C. parapsilosis 2 2 0,06 0,06 0,06 0,06 0,5 0,5
1468 SP3/07 |C. parapsilosis 16 32 0,12 0,25 0,25 0,25 0,5 1
1423 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,5 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
87163 1/8|C. parapsilosis 0,25 0,12 0,06 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
1275 SP3/07 |C. parapsilosis 0,25 0,25 0,015 0,015 0,015 0,015 0,5 0,5
1389 SP3/07 |C. parapsilosis 0,5 0,12 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
77680 1/8|C. parapsilosis 1 0,5 0,03 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
69275 02-08 |C. parapsilosis 0,5 0,25 0,03 0,03 0,015 0,015 0,5 0,5
69275 03-08 |C. parapsilosis 1 0,25 0,03 0,06 0,015 0,015 0,25 0,5
412 H/06 C. pelliculosa 4 2 0,25 0,03 0,12 0,015 0,25 0,5




