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RESUMO

Infeccdes de corrente sanguinea (ICS) por leveduras sdo um grave problema
de saude publica. O conhecimento sobre as ICS deve ser regionalizado e este
estudo descreve essas caracteristicas quanto a ocorréncia das espécies e o
perfil de sensibilidade ao fluconazol pelo método de Disco Difusdo como
também, utilizando Vitek2 para determinar a concentragéo inibitéria minima
(CIM) em isolados obtidos de pacientes atendidos em hospitais publicos de
Salvador/BA. Computou-se 250 episédios sendo C. parapsilosis (35%), C.
tropicalis (30%), C. albicans (25%), C. glabrata (5%), C. krusei (2%) e outras
(3%), diferente do perfil nacional esperado. Resisténcia ao fluconazol foi de
4% e anfotericina B de 1%. C. albicans foi sensivel aos quatro farmacos
testados, entretanto C. parapsilosis (SDD=5,8% e R=2,3%) e C. tropicalis
(SDD=1,6%) apresentaram reducdo da sensibilidade ao fluconazol. Isolados
de C. glabrata (n=13) sdo SDD para o fluconazol, com CIMgo=8ug/mL. A CIMgo
global para anfotericina B foi de 1ug/mL, com excecéao de C. tropicalis que foi
0,5ug/mL. Nao foram detectados isolados resistentes a voriconazol e 5-FC.
Resultados da Disco Difusédo, para C. albicans, C. trolpicalis e C. krusei,
concordaram em 100% com o Vitek2, ja C. parapsilosis foi de 96%,
mostrando-se como alternativa para os laboratérios que nao realizam testes
para determinacao da CIM. Para C. glabrata o método de disco difusao (M44-
S4) ndo deve ser aplicado, pois encontra-se desatualizado. Esse foi o trabalho
pioneiro em vigilancia de base laboratorial de ICS por leveduras no estado da
Bahia descrevendo as espécies e seus perfis de sensibilidade.

Palavras chaves: Candidemia; Antifungicos, Teste de sensibilidade

microbiana; Salvador



ABSTRACT

Bloodstream infections (BSI|) yeast are a major public health problem.
Knowledge about the ICS should be regionalized and this study describes
these characteristics and the occurrence of species and the sensitivity profile
to fluconazole by disk diffusion method but also using Vitek2 to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) in isolates from patients treated in
public hospitals in Salvador / BA. It is computed 250 episodes with Candida
parapsilosis (35%), C. tropicalis (30%) C. albicans (25%), C. glabrata (5%), C.
krusei (2%) and others (3%), different from the expected national profile.
Fluconazole resistance was 4% and 1% amphotericin B. C. albicans was
sensitive to the four tested drugs, however C. parapsilosis (SDD = 5.8% and
R = 2.3%) and C. tropicalis (SDD = 1.6%) showed reduced sensitivity to
fluconazole. Isolates of C. glabrata (n = 13) are SDD for fluconazole, with
MIC90 = 8ug / ml. The overall MIC90 for amphotericin B was 1ug / ml, except
for C. tropicalis which was 0,5ug / ml. They were not detected voriconazole
and isolates resistant to 5-FC. Results of Disk Diffusion to C. albicans, C.
trolpicalis and C. krusei, agreed 100% with Vitek2 since C. parapsilosis was
96%, showing up as an alternative for laboratories that do not perform tests to
determine the MIC. To C. glabrata the disk diffusion method (M44-S4) should
not be applied because it is outdated. That was the pioneering work in
laboratory-based surveillance ICS yeast in the state of Bahia describing the
species and their sensitivity profiles.

Key words: candidemia; antifungals, microbial sensitivity test; Salvador
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a crescente ocorréncia entre infec¢des fungicas
invasivas causadas por leveduras do género Candida e outros géneros gerou
mudancas nas politicas de saude em todo o mundo, a fim de encontrar os
mecanismos para controlar essas doencas. A preocupacao esta relacionada
a alta morbidade e mortalidade dessas infecgdes e o impacto direto que esses
quadros tém nos custos dos cuidados a saude (Tortorano et al. 2004;
Chavasco et al. 2006; Colombo et al. 2006; Falagas et al. 2006; Horn et al.
2009). Apesar da evolugéo cientifica, da melhoria das condi¢gbes de trabalho
e aperfeicoamento dos profissionais de saude, as taxas de mortalidade
atribuidas a candidemias permanecem elevadas e constantes ao longo das
ultimas duas décadas. A este respeito, um estudo multicéntrico (Rodero et al.
2005), envolvendo 36 hospitais de 9 provincias da Argentina, além de Buenos
Aires, relatou que a candidemia estava associada a mortalidade em 30% dos
casos. No Brasil a taxa de mortalidade apresenta-se em torno de 50% (Nucci
e Colombo 2007).

Entre os agentes etioldgicos envolvidos nas infeccbes de corrente
sanguineas (ICS), os fungos ocupam o quarto lugar, a frente de outros
microrganismos tdo comuns como Escherichia coli (Abi-Said et al. 1997;
Gudlaugsson et al. 2003). Segundo o estudo realizado em 2003 (Martin et al.
2003), a taxa de sepse devido a infecgao fungica nos EUA aumentou 207%,
durante o periodo 1979-2000. Os fungos do género Candida, pelas elevadas
prevaléncia e incidéncia, além de certas peculiaridades de sua
patogenicidade, sdo os agentes mais isolados em pesquisas sobre vigilancia
epidemiologica em infeccoes nosocomiais (Clark et al. 2004; Fridkin et al.
2006). O aumento progressivo na frequéncia de ICS por leveduras do género
Candida foi observado em muitos paises que monitoram esse evento. O fato
ocorre, particularmente, entre pacientes que estdo em antibioticoterapia
prolongada, terapia imunossupressiva, nutricdo parenteral e exposicdo a
procedimentos médicos invasivos (da Matta et al. 2007). Dados do Sistema
Nacional de Controle de Infeccoes 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 infeccdes
nosocomiais, em hospitais de grande e pequeno porte, e a incidéncia desses
quadros aumentou para 9% de 1990 a 1996, emergindo como o quinto
patdbgeno nosocomial. A incidéncia da candidiase invasiva, também
denominada candidemia, tem aumentado nos ultimos anos acentuadamente.
Candida spp. é considerada o quarto patégeno mais comumente isolado de
hemoculturas nos Estados Unidos da América do Norte (Downey et al. 2010).
Nos paises da Europa o género estd entre os dez patégenos mais
frequentemente isolados (Mikulska et al. 2011). As espécies do género
Candida causaram 78% das infeccbes fungicas em pacientes
imunocomprometidos, ou gravemente enfermos, com taxa de mortalidade ao
redor de 50% (Abi-Said et al. 1997; Gudlaugsson et al. 2003).

Candida spp. englobam microrganismos comensais que colonizam
regides do corpo humano, como: trato gastrintestinal, pele, vagina e uretra.
Apesar destes microrganismos comporem a microbiota normal do ser humano
e outros animais, eles podem se tornar patogénicos sob certas condicoes. As
situacées que permitem leveduras comensais apresentarem seu carater
oportunista e causar infeccao inclui: desequilibrio no sistema imunolégico do
hospedeiro ou quando ha rompimento das barreiras anatbmicas, como em
casos de queimaduras, procedimentos médicos invasivos, uso de cateter
venoso central ou sonda vesical (Chaffin et al. 1998; Giolo et al. 2010).
Leveduras do género Candida apresentam fatores de viruléncia, como:
producdo de enzimas extracelulares, adesdo, dimorfismo, producdo de
biofilmes, entre outros, que as tornam patégenos oportunistas, extremamente,
relevantes a depender da condicdo do hospedeiro. Deste modo, as
candidemias sao infeccbes fungicas predominantemente enddgenas e de
carater oportunista e o desenvolvimento da infeccdo é desencadeado por
distarbios na defesa imune celular, alteragées fisioldgicas, quebra de barreiras
naturais ou, ainda na ocorréncia de desequilibrio na microbiota normal do

hospedeiro. A gravidade da doenca, por sua vez, depende mais diretamente
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do grau de alteracdo do hospedeiro do que do potencial patogénico das
leveduras (Dias 2007).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por
via enddgena, pela translocagéo de Candida do trato gastrintestinal (Juyal et
al. 2013). Entretanto, infeccoes hematogénicas por Candida spp. também
podem ser adquiridas por via exégena, por meio do contato das maos de
profissionais de salde com pacientes portadores de cateteres vasculares
centrais, implante de préteses contaminadas, bem como pela administracao
parenteral de solugdes contaminadas (Hinrichsen et al. 2008).

O principal agente das infeccdes fungicas invasivas & Candida
albicans, prevalente em mais de 50% dos casos. Ainda que C. albicans seja
o principal agente etiologico de candidemia, é importante notar que a
distribuicao de espécies difere segundo pais e populagcéao de estudo (Silva et
al. 2004; Tortorano et al. 2004; Chavasco et al. 2006; Bishop et al. 2008;
Cuenca-Estrella et al. 2008; Colombo et al. 2013; Nucci et al. 2013). Diversos
fatores podem influenciar na incidéncia e etiologia da candidemia, tais como:
diferencas geograficas, caracteristicas e tamanho da populacdo estudada,
unidade de internacao, distribuicdo e prevaléncia de resisténcia a antifungicos
das espécies da levedura, instalacées hospitalares, tipo de hospital, politica
de profilaxia pré-cirurgica (Mokaddas et al. 2007; Falagas et al. 2010).

Resultados encontrados nos estudos multicéntricos e estudos
longitudinais de longa duracao permitem afirmar que os dados, cada vez mais,
estdo se individualizando, ou seja, a extrapolacdo dos dados referentes as
ICS entre as diferentes regides estao se tornando mais dificeis. Isto se deve
ao fato de que a epidemiologia das ICS depende de uma série de fatores que
tornam essa doenca um problema, de carater regional. E preciso atentar para
uma série de fatores determinantes antes de extrapolar, de uma realidade
para outra, as conclusdes desses estudos que, em sua grande maioria, se
concentram no hemisfério norte, principalmente, nos EUA e paises europeus.
Além das distintas distribuicdes de espécies, os perfis de sensibilidade aos
antifungicos alteram-se, sendo maior o percentual de resisténcia ao fluconazol

em isolados dos Estados Unidos, quando comparados aos provenientes de
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paises da América Latina (Pfaller et al. 2001; Colombo et al. 2006; Cérdoba
et al. 2011; Doi et al. 2016).

A necessidade de se compreender melhor o comportamento dessas
leveduras frente aos farmacos utilizados na terapia e com o numero crescente
de estudos envolvendo avaliacao da sensibilidade aos antifungicos em todo o
mundo, surge o documento Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standar - M27-A em 1997, proposto
peloNational Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS (NCCLS,
2002), que a partir de 01 de janeiro de 2005 passou a chamar Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI. O documento propunha uma
padronizacado na execucao do ensaio para a determinacao da concentracao
inibitéria minima (CIM), o que tornaria comparavel os novos resultados de
trabalhos em todo o mundo. Atualmente este documento encontra-se na
versao M27-A3 que foi publicada em 2012 (CLSI, 2012).

Na Europa surge também, em 2008, um documento proposto pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST, com
o titulo: “Definitive document EDef 7.1: method for the determination of broth
dilution MICs of antifungal agents for fermentative yeasts”. Este documento é
baseado nos documentos M27 do CLSI, mas com algumas modificagées na
formulacdo do meio de cultura, concentracdao do inoculo e método para a
leitura dos resultados (EUCAST, 2008).

Atualmente, tanto os documentos CLSI e EUCAST sé&o validos e de
aplicabilidade para pesquisa cientifica, entretanto, os laboratérios de rotina
diagnéstica ainda apresentam dificuldades na implantagéo e implementacao
do método de microdiluicdo em meio liquido que é, até entdo, considerado
como o0 método padrao ouro.

Uma alternativa ao método de determinacdao da CIM em meio liquido
era a padronizacao de um teste rapido e reprodutivo e de facil execucao. Em
2004 o NCCLS publica o Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility
Testing of Yeasts; Approved Guideline-M44-A (NCCLS 2004) como tentativa
de difundir ainda mais a realiza¢ao dos testes de sensibilidade a antifungicos.

Este documento normatizava apenas o teste de sensibilidade ao fluconazol.
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Atualmente, este documento estd na versao M44-A2 (CLSI, 2009) e ja é
possivel se testar, além do fluconazol, o voriconazol e caspofungina (CLSI,
2009a).

Testes comerciais foram surgindo a fim de atender ao publico ligado
ao diagnostico laboratorial. Testes baseados em difusdao em agar com tiras
plasticas impregnadas com antifungicos (Teste Epsilométrico), determinacao
de CIM em meio liquido baseado em pontos de corte o Candifast (Elitech
group), o Fungitest (Sanofi — Pasteur) e o ATB Fungus 3 (Biomerieux-Fr).
Outros sado baseados em diluicbes seriadas completas e com visualizacao
colorimétrica do resultado podendo esta ser automatizada como Sensititre
Yeast One (Thermo Scientific) e os baseados em curva de crescimento como
€ o0 caso do sistema Vitek 2 desenvolvido pela Biomerieux.

A corrida das multinacionais em desenvolver métodos de identificacdo
bacteriana e testes de sensibilidade cada vez mais precisos seguirem no
sentido da automatizacdo total, o desenvolvimento de testes para a
determinacado da sensibilidade a antifingicos ndo acompanhou o mesmo
desenvolvimento. No Brasil apenas o Sensititre Yeast One e o sistema Vitek
2 possuem testes de sensibilidade a antifungicos de modo automatizado.
Ambos sistemas sdo considerados como comparaveis ao método de
referéncia proposto pelo CLSI M27-A3 (CLSI, 2008a). Publicacbes mostram
alta correlacao dos resultados entre os dados gerados (92 a 100%) tanto pelo
Sensititre Yeast One e Vitek 2 em relacao as principais leveduras envolvidas
em ICS e os farmacos que constituem os testes (Pfaller et al. 2016a, 2016b).

Observando os resultados do projeto Candidemia Brasil (Colombo et
al. 2006) ja era possivel constatar diferencas na distribuicdo das espécies de
leveduras no Brasil em relagdo ao que se encontra na América do Norte e
Europa. Além disto, a taxa de incidéncia de candidemia no Brasil mostrou ser
entorno de duas vezes maiore que o encontrado nos EUA (Colombo et al.
2006). Mesmo no Brasil, com tanta diversidade, diferengas culturais e sociais
que ha no territorio, ha uma necessidade eminente de se conhecer, em carater
mais local, esta realidade. As regides sul e sudeste sdo as que mais

contribuem com publicacbes voltadas ao estudo da candidemia,
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principalmente em hospitais terciarios e universitarios. No nordeste brasileiro
sao poucos os trabalhos que podem ser encontrados na literatura que tenham
a mesma abordagem (Medrano et al. 2006; Hinrichsen et al. 2008, 2009;
Parahym et al. 2009; Chermont et al. 2015), além de descrever seus principais
fatores de risco, agentes e suas sensibilidades as drogas. Na Bahia em
particular, destaca-se apenas o trabalho de Barberino et al. (2006), onde se
avaliou os fatores de risco e distribuicao de espécies, mas nao a sensibilidade,
em trés hospitais terciarios pertencente a rede de assisténcia hospitalar
privada. Dentro do servigo publico, no Estado da Bahia, ndo ha relatos na

literatura sobre a candidemia, sua incidéncia e sua etiologia, dentre outros

aspectos.

1.1 ETIOLOGIA DAS INFECCOES DE CORRENTE SANGUINEA (ICS)
POR LEVEDURA

Segundo os dados do estudo multicéntrico latino-americano mais
recente (Nucci et al. 2013), a sobrevida péds trinta dias de um paciente com
candidemia, € de aproximadamente 59%, sendo que o grupo dos idosos tem
a menor taxa de sobrevivéncia pos 30 dias (37,7%), seguido por recém-
nascidos (59,7%), adultos (61,9%), criangas (73,3%) e criancas mais velhas,
7 a 12 anos, (73,7%). Revela também que entre os individuos tratados a
sobrevida € de aproximadamente 65% independente do antifungico
administrado na terapia primaria. A manutencado da terapia antifingica por
tempo prolongado acaba por elevar os custos socioecondémicos (Giolo et al.
2010).

Outro fato também relevante que deve ser observado no manejo das
ICS é que pacientes com candidemia apresentam uma, ou mais, doencas
coexistentes que influenciam o desfecho clinico, sendo dificil isolar a variavel
mais significativa para a ma evolug¢ao dos casos (Pfaller e Diekema 2007).
Outro fato que corrobora para a evolugdo clinica sdo as unidades

laboratoriais, muitas vezes, nédo equipadas e treinadas para realizar
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identificacéo correta do agente fungico envolvido na ICS, causando um atraso
no inicio da terapia correta e reduzindo ainda mais a sobrevida do paciente.

As leveduroses invasivas sao causadas, principalmente, por
leveduras do género Candida em todo o mundo, mas outros géneros, como:
Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia, Rhodotorula, entre outros, ja foram
relacionados como causa de ICS (Taj-Aldeen et al. 2006; Tuon e Costa 2008).

O género Candida pertence ao reino Fungi, grupo Eumycota, filo
Deuteromycota, classe Blastomycetes, familia Cryptococcacea. Sem duvida,
a espécie de maior importancia clinica, por sua grande frequéncia é C.
albicans, que engloba mais duas espécies cripticas (C. dubliniensis, C.
africana), fenotipicamente, semelhantes. Entretanto, outras quatro espécies
do género contribuem para a etiologia de mais de 95% dos casos: C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis (complexo de 3 espécies) e C. tropicalis (Dalazen e
Zanrosso 2011).

C. albicans pode ser encontrada nos mais variados locais, desde
fomites, superficies inanimadas e em diversos sitios da microbiota humana e
isso pode explicar sua maior ocorréncia como agente etiolégico das infecgcdes
por leveduras. Sua distribuicdo relativa a outras espécies pode variar de
acordo com os fatores de riscos associados ao ambiente, regido geografica,
idade, histéria de intervengoes cirlrgicas, imunodepressao, antibioticoterapia
prévia com farmacos antibacterianos de amplo espectro, associados ou nao,
a antifungicos e utilizacao, ou nao, de cateteres intravasculares (Colombo et
al. 2013).

As outras espécies descritas como agentes menos frequentes de ICS
sdo: C. lusitaniae, C. famata, C. guilliermondii, C. kefyr, C. rugosa, C.
dubliniensis, C. inconspicua, C. novergensis, C. lipolytica, C. zeylanoides,
Pichia anomala (C. pelliculosa), C. sake, C. lambica e C. haemulonii (Rex e
Pfaller 2002; Pappas et al. 2004; Pfaller e Diekema 2004; Spellberg et al.
2006; Pfaller et al. 2007).

A depender da epidemiologia da unidade hospitalar a suspeita clinica
de septicemia por fungos é tardia. Aliado a isso a sensibilidade diagndstica

das hemoculturas na recuperacdo do agente fungico € baixa,
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aproximadamente 50% dos pacientes com candidemia terdo resultados de
hemocultura negativa (BRASIL, 2013), o que complica ainda mais a
configurag@o do quadro de fungemia. Durante anos a identificagéo laboratorial
das espécies de leveduras ficou relegada ao simples ato da determinacgéao de:
C. albicans ou outra espécie de Candida nao C. albicans (CNCA). Devido a
urgéncia do diagndstico e da gravidade da infeccao que, ja era diagnosticada
em muitos casos tardiamente, os laboratérios acabaram por marginalizar esta
tarefa, mas que hoje é reconhecida como de fundamental importancia para
melhor direcionamento do tratamento.

A evolucao de métodos para a identificacao de leveduras permitiu que
diversos laboratérios, em todo o mundo, realizassem tais procedimentos de
modo mais seguro e rapido, seja por meio de testes manuais, que levam de
24 a 72 horas para a identificacéo, seja, os automatizados que levam até 24hs
ou por método baseado no estudo de proteinas ribossomais, 0 que permite a
identificagdo de espécies em minutos, como por exemplo o Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization (MALDI-TOF)(Buchan e Ledeboer 2013), em
contraponto aos meétodos classicos, que necessitam longos periodos de
tempo para sua realizagdo, como auxanograma € zimograma.

Durante anos C. dubliniensis foi identificada pelos laboratérios como
sendo C. albicans até ser descrita em 1995 (Sullivan et al. 1995). Na década
passada, C. africana foi descrita como a terceira espécie do complexo C.
albicans (Tietz et al. 2001). Isto se deve ao fato das trés espécies serem,
fenotipicamente muito semelhantes. Somente os avancos em biologia
molecular a partir da década de 80 com o surgimento e disseminacao dos
métodos de amplificacdo e deteccdo de acidos nucleicos, a taxonomia,
incorporando esta nova tecnologia, foi capaz de diferenciar as trés espécies
por meio de analises moleculares. Menos frequente que C. albicans, as duas
espécies também estdo relacionadas a quadros de ICS e, por isso,
recomenda-se que em estudos epidemioldgicos a populacdo de leveduras
identificadas como C. albicans seja reavaliada por métodos moleculares, para
verificar se ha a presenca de espécies cripticas entre os isolados (Sancak et
al. 2003).
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C. parapsilosis que, até a década de 90, era tida como uma unica
espécie, a partir de estudos do material genético, passou a ser classificada
em trés grupos (I, Il e lll) que, posteriormente, foram denominados de
complexo Psilosis (C.ortopsilosis, C. metapsilosis € C. parapsilosis “stricto
sensu”) (Tavanti et al. 2005). Lodderomyces elongisporus foi reconhecida
como outra espécie relacionada a C. parapsilosis. Sua importancia clinica
como agente de candidemia foi observada na Asia e México (Lockhart et al.
2008) e enfatizaram que as infeccdes de corrente sanguinea causadas por
este complexo possuem taxas de mortalidade, significantemente, menores do
que outras espécies de Candida. No entanto, trata-se de leveduras com alta
capacidade de colonizar e aderir-se a materiais plasticos podendo causar
sepse, principalmente, em pacientes com utilizagcao de acessos por cateteres
venosos. Além disto, por fazer parte da microbiota da pele, este complexo de
espécies estd associado a surtos em unidades hospitalares fechadas como
UTI e, principalmente, em servicos de Neonatologia (Lavalle-Villalobos 2010).

Outra espécie importante dentro da epidemiologia das ICS é C.
tropicalis. No Brasil, essa espécie assume segundo ou terceiro lugar entre
as CNCA e é frequentemente isolada de pacientes internados em unidades
de terapia intensiva (UTI's) (Wingard 1995), de pacientes com doencas
oncoldgicas (Kontoyiannis et al. 2001) ou hematolégicas que cursam com
neutropenia (Colombo e Guimaraes 2003; Garey et al. 2007; Nucci e Colombo
2007). Do grupo de espécies CNCA, C. tropicalis € um patdégeno emergente,
em particular, em paises da América Latina, como Brasil, acometendo
também pacientes nao-portadores de doencas oncoldgicas (Godoy et al.
2003; Goldani e Mario 2003). Dados de estudos de base populacional
realizados em paises europeus e nos EUA, no entanto, mostram baixas de
frequéncia variando entre 2,5%, na Escécia, até 13% registrados na Islandia
(Odds et al. 2007; Leroy et al. 2009; Guinea 2014).

Outra levedura do género que apresenta distribuicdo bastante
diferente entre os hemisférios norte e sul é C. glabrata. Um importante
patdbgeno humano, oportunista, capaz de causar infeccdes sistémica sem

individuos imunocomprometidos e em varios outros grupos de pacientes. C.
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glabrata representa, segundo estudos brasileiros, a quarta ou quinta causa
causa de candidemia (Colombo et al. 2006; Hinrichsen et al. 2008, 2009; Nucci
et al. 2013). Em contraste a maioria das leveduras do género que apresentam
a capacidade de filamentacao, considerada uma caracteristica importante na
viruléncia, C. glabrata tem um genoma hapléide e ndo possui a capacidade
para exibir crescimento filamentoso (Rodrigues et al. 2014). Entretanto C.
glabrata abriga um grande repertério de moléculas envolvidas na adesao aos
epitélios. Curiosamente, a plasticidade do genoma, mudanca fenotipica ou a
notavel capacidade de persistir e sobreviver dentro de células do sistema
imunolégico do hospedeiro contribuem para patogenicidade de C. glabrata
tornando-a um microrganismo altamente perigoso (Tscherner et al. 2011). Um
dos principais obstaculos para a terapia clinica de infeccdes por C. glabrata é
a sua alta resisténcia a varios antifungicos, especialmente azbis (Rodrigues
et al. 2014). Além disso, 0 desenvolvimento da resisténcia antifungica nesta
espécie e durante as terapias prolongadas e medidas profilaticas diminui as
eficacias de intervengdes terapéuticas em candidemias por C. glabrata
(Colombo et al. 2006; Nucci et al. 2013).

Duas espécies cripticas foram relacionadas a C. glabrata - C.
bracarensis e C. nivariensis (Alcoba-Flérez et al. 2005; Correia et al. 2006).
Estudos tém mostrado tanto a habilidade compartilhada em promover ICS,
quanto as diferentes caracteristicas de sensibilidade aos azélicos dentre
essas trés espécies do complexo (Bishop et al. 2008; Borman et al. 2008;
Rodrigues et al. 2014).

Outras géneros de leveduras menos frequentemente envolvidos em
ICS sdo Kodamea e que podem levar o paciente ao quadro de fungemia pela
associagao da infeccdo de valvulas cardiacas e catéteres (Chakrabarti et al.
2001; Taj-Aldeen et al. 2006). O género Trichosporon esta associado a
pacientes oncologicos e/ou hemoterapicos (Suzuki et al. 2010; Hosokawa et
al. 2012). Relatos de fungemia por Malassezia sp na literatura mostram a
associacgao forte com a presenca de cateter venoso central e administracoes
lipidicas no paciente (Dankner et al. 1987; Barber et al. 1993). Rhodotorula

sp, uma levedura encapsulada, também esta associada a pacientes
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imunocomprometidos podendo levar a graves casos de sepse (Tuon e Costa
2008). Todas essas infeccbes sao muito menos frequentes que as ICS
provocadas pelo género Candida.

1.2 ANTIFUNGICOS EM ICS POR LEVEDURAS

Diferente do leque de moléculas, e associagdes terapéuticas de
carater sinérgico, que podem ser utilizadas no tratamento de ICS provocadas
por bactérias, o arsenal terapéutico de antifungicos sistémicos é bastante
limitado.

Um dos mais antigos e, talvez, o antifingico mais eficiente no
tratamento de infeccdes sistémicas fungicas graves, é a anfotericina B (Figura
1). Pertencente a classe dos poliénicos, a anfotericina B apresenta estrutura
molecular que lhe confere a caracteristica fisico-quimica de molécula
anfétera, ou seja, é capaz de interagir tanto em meios hidrofilicos quanto
hidrofdbicos.
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Figura 1.Representacéo da estrutura quimica da molécula de anfotericina B

O contato da anfotericina B (AmB) com os fosfolipidios da membrana
celular, em especial o ergosterol, promove o surgimento de um monémero
que, polimerizado, formara poros permeaveis ao Na*, K* e Mg?* (Figura 2).

Pelos gradientes de concentracdo, a entrada de Na* e saida de K+ e
Mg?+ ocorre em grande quantidade, o que provoca a ativagdo da bomba
Nat*/K+* ATPase. Para manter os niveis de ATP intracelulares, intensifica-se a

respiracdo mitocondrial e o consequente consumo de oxigénio. Quando a
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demanda supera a capacidade de producdo de ATP, ocorre deplecéo
energeética, formagéo de radicais livres e acumulo de célcio intracelular. Todos
estes processos podem culminar em lesdes letais para as células via
apoptose e necrose. Outro aspecto relevante na atividade da AmB é a
integracdo da lesdo direta e a reducdo da perfusdo renal. A hipocalemia
frequentemente associada ao tratamento com anfotericina B é resultante do
fendbmeno de lesao direta. No entanto a propria hipocalemia é apontada como
fator importante em algumas nefropatias agudas (Goodman e Gilman 2006).
Formulagbes lipossomais de AmB, que diminuem esses efeitos toxicos, tém
espaco nos tratamentos das candidemias em todo o mundo (Espinel-Ingroff
2009; Pappas et al. 2009).

Novas formulacdes de anfotericina B foram desenvolvidas com o
objetivo de diminuir a nefrotoxicidade, enquanto se mantém a melhor eficacia.
A primeira destas formulacdes lipidicas foi a anfotericina B em dispersao
coloidal (ABCD, Amphotec). A segunda formulacdo foi a anfotericina
lipossomal B (L-AmB, Ambisome). A terceira formulagdo foi o complexo
lipidico de anfotericina B (ABLC, Abelcet). A bicamada lipidica pode proteger
os farmacos de serem destruidos por degradacao enzimatica. A anfotericina
lipidica apresenta vantagens sobre a anfotericina B convencional,
principalmente, porque se pode aumentar em 10 vezes a dose diaria, permite
alta concentragao tecidual com diminuigéo dos efeitos relacionados a infusao
e diminuicao da toxicidade renal (Goodman e Gilman 2006).

O custo final da formulacao lipidica € muito maior quando comparado
com a anfotericina B original e no, sistema publico de saude, a formulacao
convencional é a que esta disponivel para o tratamento na grande maioria dos
casos. No entanto, as consequéncias da utilizacdo da formulacao
convencional podem levar o paciente a desenvolver outras complicagdes em
decorréncia da toxicidade do medicamento como € o caso da insuficiéncia
renal, que além de promover uma maior morbidade para o paciente, aumenta

também os custos hospitalares.
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Figura 2- Representagdo esquematica da acdo da Anfotericina B (AmB). (A) estrutura
molecular da AmB. (B) ligacdo AmB-ergosterol e permeabilizacdo da membrana. (C)
estruturas de canal de ions, em que o grupo hidroxila em C35 é critico para automontagem
dos canais (Gray et al. 2012).

A atividade antifungica destes preparados lipidicos da anfotericina B
€ comparavel a da anfotericina B original. Elas podem ser usadas no
tratamento empirico de infecgdes fungicas presumiveis refratarias a
anfotericina B original. Nos pacientes com insuficiéncia renal ou recebendo
outros agentes toxicos aos rins, o uso destas formulagdes lipidicas é preferivel
em relagdo a anfotericina B original. Assim a indicacao dos preparados
lipidicos de anfotericina deve ser reservada para os pacientes refratarios ao

tratamento com anfotericina B original, nos pacientes com insuficiéncia renal
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prévia e naqueles que apresentam alteragdes renais (aumento da creatinina)
durante o tratamento com a anfotericina convencional (Filippin e Souza 2006;
Goodman e Gilman 2006).

Quatro anos apos a descoberta da anfotericina B surge, em 1957,
outro farmaco que apresentava um mecanismo de acdo completamente
diferente. A fluorcitosina ou 5-fluorocitosina (5-FC). Produto sintético analogo
da citosina (Figura 3), desenvolvido primeiramente como farmaco para o
tratamento antitumoral, mas ndo obtendo éxito para este fim. A 5-FC foi
testada, em carater experimental, contra infeccoes disseminadas por Candida
e Cryptococcus em ratos de laboratério onde apresentou atividades contra os
dois géneros de levedura. Em 1968 a 5-FC ja era administrada para
tratamento em humanos contra infeccbes sistémicas por Candida e

Cryptococcus (Vermes et al. 2000).
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Figura 3 - Representacao da estrutura quimica da citosina (a); 5-Fluorocitosina/5-FC (b) €;
5-Fluoruracila (c).

O fato da 5-FC ser um analogo de uma base pirimidica, o seu
mecanismo de reacao esta ligado ao metabolismo dos acidos nucleicos. A 5-
FC é um pré farmaco que necessita de uma desaminacao que ocorre no
interior das celulares gerando metabdlito ativo, a 5-fluorouracil que pode
seqguir para a sintese do RNAm com erros impedindo a sua traducdo ou
também pode ser fosforilado até a formacdo da fluorodesoxiuridina
monofosfato que servird de base para a formacao do analogo do nucleotideo
desoxiuridina trifosfato (dUTP) quanto inibidor da enzima Timidilato sintese
causando a deplecao do nucleotideo desoxitimidina trifosfato (dTTP) (Vermes
et al. 2000; Tamatani et al. 2012) (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema mostrando as duas rotas intracelulares que sofrem a interferéncia da
acao da 5-FC.

5-FC, 5-fluorocitosina; 5-FU, 5-fluorouracil; FUMP, 5-fluorouridina monofosfato; FUDP, 5-
fluorouridina difosfato; FUTP, 5-fluorouridina trifosfato; FUdR, 5-fluorodesoxiuridina; FAUMP,
5-fluorodesoxiuridina monofosfato; FAUTP, 5-fluorodesoxiuridina trifosfosfato; dUMP,
deoxiuridina monofosfato; dTMP, deoxythymidine monofosfato; dTTP desoxitimidina trifosfato
(Vermes et al. 2000; Tamatani et al. 2012).

Diante da limitacdo do uso da anfotericina B, novos farmacos mais
toleraveis pelo organismo humano foram surgindo ao longo dos anos. Os
triazois surgiram como promessa de menos efeitos tdxicos aos pacientes e
nao desenvolvimento de nefropatias. Os triazbis de primeira geragdo sao:
fluconazol e itraconazol, os de segunda geragdo sao: voriconazol,

ravuconazol e posaconazol (Goodman e Gilman 2006) (Figura 5).
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Figura 5. - Representagdo das estruturas moleculares dos antifingicos da classe dos
azélicos.

Os triazbis sdao compostos totalmente sintéticos. O mecanismo de
acao destes farmacos baseia-se na inibicdo da esterol-14-a-demetilase, um
sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo P450,
prejudicando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica (Figura 6)
e levando ao acumulo de 14-a-metilesterdis (Goodman e Gilman 2006). Esses
metilester6is ndo possuem a mesma forma e propriedades fisicas que o
ergosterol e levam a formacéao da membrana com propriedades alteradas, que
ndo desempenha as funcdes basicas necessarias ao desenvolvimento do
fungo, além de serem toxicos para a célula fungica em altas concentracoes
(Goodman e Gilman 2006; EI-Garhy 2015) (Figura7).
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Figura 6 - Rota de sintese do ergosterol (Asai et al. 1999).
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Figura 7 - Representagao esquematica do resultado da acdo dos azéis e outras moléculas
importantes do mecanismo de reparo da membrana celular.(a) Sob condi¢des fisioldgicas
normais, as células fungicas contem ergosterol na membrana celular e respostas de stress-
dependente da calcineurina ndo sdo necessarias para a maioria das espécies, incluindo
Saccharomyces cerevisiae e a Candida albicans;(b) antifingicos (por exemplo, o fluconazol)
que inibem o produto do gene ERG11, a enzimal4oa-demetilase, bloqueiam a sintese de
ergosterol, o que resulta na acumulagdo de um esterol téxico intermediario que perturba a
integridade da membrana. A proteina de choque térmico 90 (Hsp90) acompanhada da
calcineurina, ativam as redes de transdug¢ao de sinais que sdo necessarios para o surgimento
e manutengéo da resisténcia as drogas. (c) inibidores de Hsp90 (por exemplo, geldanamicina)
ou inibidores de calcineurina (por exemplo, FK506) bloqueiam estas redes de sinalizagao e,
por conseguinte, evitam a evolugao de resisténcia e/ou a anulam, uma vez que o0 mecanismo
ja esteja estabelecido na célula (Cowen 2008).
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A

Geldanamycin

Os azobis causam menos reacgoes adversas que a anfotericina B, mas
sdo menos potentes que a mesma. Podem ter acao fungistatica ou fungicida
a depender da dose e do microrganismo. O uso excessivo dos azodis levou ao
aparecimento de resisténcia em espécies suscetiveis. Além disso, 0os azois
ainda apresentam a desvantagem da resisténcia cruzada, desde que
compartilham o mesmo mecanismo de acao (Goodman e Gilman 2006; Foye
et al. 2008).

Outra classe que surgiu, mais recentemente, € a das equinocandinas.
Sao antifungicos semissintéticos derivados de antibidticos hexapeptideos
ciclicos acilados, descobertos nos anos 70. Estas substancias inibem a
enzima B-1,3-glucano sintase, resultando na interrupcdo da formagdo da
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parede celular. A cilofungina foi a primeira equinocandina a alcancar a fase |l
de ensaios clinicos, por sua atividade contra espécies de Candida, mas seu
desenvolvimento foi interrompido em funcao da nefrotoxicidade e da acidose
metabdlica, relacionadas ao veiculo polietilenoglicol contido na preparacao
para injecao intravenosa (Graybill JR, Najvar LK 1998; Gonzalez et al. 2001).

A segunda equinocandina com acao antifungica, a caspofungina (MK-
0991, L-743,872), foi estudada em humanos e se tornou o primeiro
componente desta classe a receber aprovacao comercial do Food and Drug
Administration (FDA). Outras drogas que alcangaram ensaios clinicos e que
ja estdo disponiveis no mercado sao a anidulafungina (LY303366) e a
micafungina (FK463) (Figura 8).
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Figura 8. Representacao da estrutura basica das equinocandinas e as possiveis alteragdes de radicais
na sintese de farmacos empregados na terapéutica (BERGOLD e GEORGIADIS 2004).
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A comunidade cientifica enfrenta um grande desafio na busca por
novas estruturas quimicas que sejam capazes de agir de forma mais rapida,
segura e eficaz no tratamento de doencas microbianas. Seja pelo
melhoramento das estruturas moleculares ja existentes, ou novas bases
quimicas ou ainda por outros mecanismos que interfram em outras rotas

bioquimicas ainda ndo exploradas (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismo de acao dos principais antifungicos usados para candidemias A) Azéis
inibem o gene ERG11, bloqueiam a produgéo de ergosterol e provocam acumulo de esterol
téxico intermediario. B) Polienosse ligam a ergosterol, formando assim os poros nas
membranas celulares. C) Equinocandinas inibem a (1,3)-D-glucano-sintase (subunidade
catalitica, codificada pelos genes FKS1 FKS2) alterando a integridade da parede celular
(Cowen 2008).
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Por outro lado, a intensa pressao seletiva que é feita sobre estes
microrganismos ao longo dos anos, tem os tornados capazes de escapar das
investidas contra eles. Uma série de mecanismos e genes de resisténcia e
mutacdes ja foram descritos e estdo bem sedimentados na literatura (Figura
10).

a) Superexpresséo de Superexpressdo ou modificagGes Mutagédo de Erg3 com b) Alteragéo do alvo terapéutico

bombas de efluxo dos alvos terapéuticos perda de fungéo
Azélicos Fluconazol

Esterdis alternativos

Azdlicos Azdlicos Azélicos

© 0.0 0 00 0 0.0 0 0 O Eqosternl O C’J. Ergostero

— ey =y Ergosterol ¥ N L E T > — 9
gl Erg3 Ergh Erg3 Erg11 Erg3

Mutagao dogene

o Pl -] Esterol Equinocandinas
- g

toxico B-(1-3) D-glucansintetase

Figura 10. Principais mecanismos de resisténcia aos antifingico. A) Resisténcia a azolicos
podem resultar do aumento da expressao de duas classes de bomba de efluxo CDR1/CDR2
e MDR1/FLU1; através da mutagdo ou super expressao de Ergli; ou alteragbes na
biossintese do ergosterol, tais como a mutagao de perda de fungédo de Erg3, que bloqueia a
acumulagédo de um esterol téxico intermediario que é produzido quando Erg11 é inibida por
azolicos. B) Resisténcia a equinocandinas pode resultar de mutagdes no Fks1 que minimizem
os efeitos da droga sobre o alvo. (Morschhauser 2002; Cowen 2008).

Frente a essas informagdes, conclui-se que € necessario ndo s6 o
conhecimento da epidemiologia, mas também, o monitoramento continuo
laboratorial das infeccées fungicas invasivas, para verificar a incidéncia,
caracterizacdo de espécies emergentes e deteccdo de resisténcia a
antifungicos. A emergéncia crescente de resisténcia €, em parte, devido a
falhas no controle de infeccao fungica nosocomial, geralmente ineficazes e,
além disso, ao uso indiscriminado de antifiUngicos (Branchini et al. 1994;
Morgan et al. 2005; Pfaller e Diekema 2007).
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2 OBJETIVO GERAL

Obter dados epidemiolégicos sobre os agentes de infec¢des fungicas
invasivas por leveduras em pacientes hospitalizados em unidades publicas do
municipio de Salvador, Bahia, Brasil.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Descrever a distribuicdo dos agentes fungicos responsaveis por ICS
em hospitais publicos de Salvador.

2 - Descrever o perfil de sensibilidade desses isolados ao fluconazol
segundo método de referéncia para disco difusdo CLSI M44-A2.

3 - Descrever o perfil de sensibilidade desses isolados segundo método
automatizado VITEK2 (BioMérieux - Fr).

4 - Comparar as metodologias e as interpretagcdes de susceptibilidade
adotadas pelos documentos propostos pelo CLSI e EUCAST.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

3.1.1 Total de amostras

Para o periodo do estudo foram estimados pelo sistema de gestéao
laboratorial do LACEN/BA (Sistema SMART) 250 ocorréncias de ICS por
leveduras. Os isolados foram obtidos do banco de culturas do Laboratério de
Micologia Médica, do Laboratério Central de Saude Publica Prof. Gongalo
Moniz - LACEN/BA, pertencente a Secretaria de Saude do Estado da Bahia —
SESAB. As leveduras foram isoladas de hemoculturas oriundas de seis
hospitais publicos na area do municipio de Salvador, para os quais 0
LACEN/BA é referéncia. As amostras da micoteca encontravam-se
armazenadas em freezer a temperatura de -80°C, em criotubos plasticos
contendo caldo brain heart infusion (BHI) com glicerol a 8%.

3.1.2 Critério de Inclusao/Exclusao de amostras

Para efeito de inclusdo foi considerado, apenas um isolado de
hemocultura positiva para levedura, previamente identificada como sendo do
género Candida e proveniente de paciente internado no periodo de janeiro de
2009 a dezembro de 2012.

Para exclusao considerou-se que, para 0 mesmo paciente, resultados
de hemocultura positiva para levedura, obtidos em intervalo inferior a 30 dias,
seriam considerados como de um unico episédio e, nesse caso, 0 segundo

isolado foi descartado, para efeito deste estudo.
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3.1.3 Processamento das amostras

Os ensaios de identificacao e testes de sensibilidade foram realizados
no Laboratério de Micologia Médica, do Laboratério Central de Saude Publica
Prof. Gongalo Moniz - LACEN/BA.

Dos isolados, previamente, identificados e conservados em meio BHI
com glicerol 8% a -80°C, foram realizados repiques em agar Sabouraud (ASD)
e posterior em ChromAgar Candida® (Difco), distribuido em placa de Petri de
60mm, para confirmacdo de sua viabilidade e pureza, a partir do aspecto
colonial e coloracao indicativas de sua espécie. As amostras foram, entéao,
submetidas a identificacdo pelo sistema VITEK2 (BioMérieux, Fr) e ou API
20C AUX (BioMérieux, Fr), além de testes de sensibilidade por método de
disco-difusdo (BioRad-EUA) e determinacdo automatizada da concentragao
inibitéria minima (CIM) de antifungico pelo sistema VITEK2 (BioMérieux, Fr)
com o cartdo AST-YSO01.

Isolados a -80°C (LACEN/BA)

|

| 12 passagem em ASD |

|

‘ 22 passagem em Chromoagar® Candida ‘

v v
| | Subcultivo em ASD Encaminhamento
de coldnia isolada para o Instituto Adolfo
[ Lutz (IAL/SP)
v v ’ )
Disco difusao Identificagao Identificagdo —
M4d — A2 VITEK 2 ’| Apr20c AUX Verificacéo da pureza,
confirmacdo da

espécie, realizagao da

T
|
| T
} Sensibilidade microdiluicio
{ VITFK 4 (EUCAST) e analises
\ I moleculares
| I I
‘ o Resultado da
|
} ¢ Identificacdao Deposi¢do na micoteca
| ,
\L Sistema : . do .nucleo de
—— > K ——————= micologia do centro de
SMART : :
Parasitologia IAL

Figura 11 — Representagéo do fluxograma de trabalho
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3.2 CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

3.2.1 Meio de cultura cromogénico

A performance dos meios preparados foi verificada, seguindo as
orientagdes do fabricante utilizando as cepas Candida albicans ATCC 14053,
Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis ATCC 750 e Candida
parapsilosis ATCC 22019.

3.22 Meio de cultura agar Mueller-Hinton azul de metileno com
suplemento de glicose (AMHAMG)

A performance dos meios preparados foi verificada, observando a
altura do meio agar recomendada para destes baseados em Kirby-Bauer
(4mm) e observacdo do resultado de halo de inibicdo de crescimento pelo
fluconazol para as cepas Candida krusei ATCC 6258 (<14mm) e Candida
parapsilosis ATCC 22019 (27 — 33mm) (CLSI, 2009b).

3.2.3 Identificacao dos isolados

O controle de qualidade do sistema de identificacdo automatizado
VITEK 2 Compact (BioMérieux-Fr) e do sistema API 20C AUX (BioMérieux -
Fr) foi realizado, em cada nova abertura de lote do kit, por meio de cepa
controle C. albicans ATCC 14053.
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3.2.4 Teste de sensibilidade

A validagédo dos ensaios foram realizadas mediante a performance
das cepas C. parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 para o
sistema VITEK2 (BioMérieux - instru¢des do fabricante), disco difusdao (CLSI,
2009b).

3.3 TESTES DE SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS

3.3.1 Disco Difusao

Os ensaios de disco difusdo foram realizados com a aplicacao de
discos de papel de filtro impregnados com fluconazol 25mcg (BioRad) em
meio AMHAmMG inoculado com suspensdo de cada isolado de ICS, em
turvacao equivalente a escala 0,5 de MacFarland, preparada com auxilio de
turbidimetro (BioMérieux, Fr) e seguindo o protocolo proposto pelo documento
CLSI M44-A2 (CLSI, 2009). A sensibilidade ao fluconazol foi classificada
segundo o mesmo documento, onde: halo <14 mm indica isolado resistente,
halo entre 15mm e 18mm indica isolado com sensibilidade dependente da
dose (SDD) e halo =219 indica isolado sensivel.

3.3.2 CIM Automatizada

A CIM automatizada para anfotericina B, fluconazol, voriconazol e 5-
fluorcitosina foi obtida por meio do sistema VITEK2 Compact (BioMérieux, Fr),
utilizando-se o cartdo AST-YSO01, fornecendo as informacdes acerca dos

quatro farmacos.
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3.3.2.1 Critérios de interpretacao cruzada CLSI X EUCAST

Os dados brutos de CIM fornecidos pelo sistema VITEK2 foram
analisadas segundo os critérios descritos nos documentos CLSI M27-S3
(CLSI, 2008b), apenas para a 5-fluorocitosina, M27-S4 (CLSI, 2012),
EUCAST-AFST E.DEF 7.2 (Arendrup et al. 2012) e suas notas técnicas
(Rodriguez-Tudela 2008; Lass-FIorl et al. 2011; Arendrup et al. 2014)

3.4 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram avaliados segundo os parametros aplicados a
estatistica descritiva. E os resultados apresentados de forma gréfica utilizando
o software Excel 2010.

3.5 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Adolfo Lutz, com n® de registro 030/2011 e com 12 parecer com n® de
protocolo 076/2011 (anexo 1).
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4 RESULTADOS

Foram encontrados no periodo do estudo, 250 isolados do género
Candida (Apéndice 1), sendo que a distribuicdo pode ser visualizada na
Tabela 1 e na Figura 12. Os isolados encaminhados para controle de
qualidade no IAL tiveram suas identificacdes e CIM confirmadas (100% de
concordancia). Os dados mostram que CNCA séo responsaveis por 75% das
infecgdes de corrente sanguinea (Tabela 2). C. albicans foi a terceira mais
frequente (25%). C. parapsilosis assume este papel de destaque (35%),
seguida da C. tropicalis (30%). Nao foram relatados surtos durante o periodo

analisado.

Tabela 1 - Frequéncia absoluta e relativa de leveduras, isoladas de corrente sanguinea de
pacientes atendidos na rede publica no municipio de Salvador-BA no periodo de 2009 a 2012.

2009 2010 2011 2012 Total
Espécie n % n % n % n % n %
C. albicans 23 32% 23 21% 9 20% 8 30% 63 25%
C. parapsilosis 24 33% 45 42% 12 27% 6 22% 87 35%
C. tropicalis 23 32% 29 27% 17  39% 5 19% 74 30%
C. guilliermondii 0 0% 2 2% 1 2% 0 0% 3 1%
C. krusei 0 0% 2 2% 4 9% 0 0% 6 2%
C. glabrata 2 3% 3 3% 1 2% 7 26% 13 5%
Candida spp 0 0% 3 3% 0 0% 1 4% 4 2%
Total 72 100% 107 100% 44 100% 27 100% 250 100%
Candida spp; - C. haemulonnii (1), C. lusitaniae. (1); Pichia angusta (1), nédo identificada (1)
1% 2% % 2%

m C. albicans
30% _—
C. parapsilosis

u C. tropicalis

m C. guilliermondii
m C. krusei

B C. glabrata

Candida spp.

35%

Figura 12.— Frequéncia relativa de leveduras, isoladas de corrente sanguinea de pacientes
atendidos na rede publica no municipio de Salvador-BA no periodo de 2009 a 2012.
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Tabela 2 — Frequéncia anual do isolamento de C. albicans e CNCA durante o periodo do
estudo de 2009 a 2012.

Geral 2009 2010 2011 2012
Espécie n % n % n % n % n %
C. albicans 63 25% 23 32% 23 21% 9 20% 8 30%
Nao C. albicans 187 75% 49 68% 84 79% 35 80% 19 70%
Total 250 100% 72 100% 107 100% 44 100% 27 100%

A Figura 13 mostra a distribuicdo de C. albicans e CNCA ao longo dos

anos compreendidos no estudo.

100%
80%
60%

40%

20%

0%
2009 2010 2011 2012

M C. albicans 4 CNCA

Figura 13- Percentual de Candida albicans e CNCA isoladas da corrente sanguinea de
pacientes atendidos na rede publica no municipio de Salvador-BA e que foram analisadas no
LACEN-BA de 2009 a 2012.

Dentre as espécies de CNCA, C. parapsilosis e C. tropicalis foram as
mais frequentes no periodo, como pode ser visto na Figura 14, que mostra a
distribuicdo anual das leveduras isoladas de corrente sanguinea.
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Figura 14.- Perfil de leveduras isoladas de corrente sanguinea de pacientes atendidos na rede
publica no municipio de Salvador-BA no periodo de 2009 a 2012.

by

Em relagdo a sensibilidade aos antifungicos, um total de 249
leveduras do género Candida foram avaliadas, em relagao ao fluconazol, pelo
método de disco difusdo. O isolado n?® 15 ndo foi recuperado, ficando apenas
0 registro de sua identificacdo. A Tabela 3 mostra a variacdo de halo de
inibicdo (em milimetros, mm) referente a sensibilidade das cinco principais

espécies e a Figura 15 mostra os resultados para isolados.

Tabela 3 — Variag¢édo dos halos de inibigao em milimetros (mm) e a classificagcao proposta pelo
documento M44-A2 de 242 isolados de candidemia de pacientes atendidos na rede publica
no municipio de Salvador-BA no periodo de 2009 a 2012.

. Variacao de halos na DD Intervalo (mm) Mediana Moda
Espécies <14 15-18 219 Max Min
C. albicans (63) 0 0 63 45 25 38 40
C. tropicalis (73) 0 1 72 40 18 30 30
C. glabrata (13) 0 0 13 32 20 22 20
C. krusei (6) 6 0 0 12 10 12 12
C. parapsilosis (87) 1 3 83 55 14 32 35
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Figura 15 — Distribuicdo dos halos de inibigdo referentes ao fluconazol frente a isolados das
cinco principais espécies de Candida. A faixa em destaque representa a zona considerada
como Sensibilidade Dose Dependente (SDD).

Dentre as cinco principais espécies, em quatro & possivel observar uma
grande variabilidade intra-espécies no que diz respeito a sensibilidade ao
fluconazol quando realizado o teste de disco difusdo. Isto ndo é observado
apenas para a C. krusei pelo fato da mesma possuir resisténcia intrinseca a este
farmaco.

Para a determinacdo da CIM dos isolados de levedura, dos 250
espécimes, apenas 233 foram realizados. Os isolados de C. tropicalis (n° 3, 15,
28, 32, 41, 49, 75, 80, 105, 110, 123, 180 e 184); de C. albicans (n° 115); e C.
parapsilosis (n® 61) nao foram recuperados durante o descongelamento. A
determinacdo da CIM do isolado de n? 232, Pichia angusta, nao foi realizada por
nao haver breakpoints para a espécie nos documentos utilizados neste estudo.

Com relacdo aos resultados da determinacédo da CIM pelo método
automatizado VITEK2, os mesmos estao dispostos nas Tabelas 4,5,6,7¢e 8. Para
fluconazol, os dados de inibicao (disco-difusdo e CIM) sdo apresentados na
Tabela 4, para efeito de comparacéo.
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Os resultados das CIM aferidos pelo sistema automatizado para

voriconazol (Tabela 5) e anfotericina B (Tabela 6) foram interpretados segundo

os dois principais documentos de referéncia que sao os CLSI M27-S4 (CLSI,

2012) e o E.DEF 7.2 (Arendrup et al. 2012) e suas notas técnicas (Rodriguez-

Tudela 2008; Lass-Florl et al. 2011). Para a 5-fluorcitosina apenas foi comparado
o documento CLSI M27-S3 (CLSI, 2008b). Os dados de anfotericina B e 5-

fluorcitosina constam das Tabela 6 e 7, respectivamente.

Tabela 4 — Sensibilidade ao fluconazol de 228 isolados de Candida spp. por método de disco
difusdo e microdiluicdo em caldo por método automatizado VITEK2, interpretada segundo
CLSI e EUCAST.

FLUCONAZOL

Espécies n M44-a2 VITEK2 VITEK2 CIM 50 | CIM 90 | Intervalo

P (S4) (M27-s4) (E.DEF 7.2) ug/mL | ug/mL | pg/mL

S SDD R|S SDD R/NS| S SDD R/NS

C. albicans 62|62 0 0|62 O 0 (62 O 0 <1 <1 <1-2
C. parapsilosis |86(82 3 1|79 5 2 |79 5 2 <1 <1 <1-8
C. tropicalis 61|60 1 0|60 1 0 (60 1 0 <1 <1 <1-4
C. krusei 6/0 0 6|0 O 6 0 O 6 8 16 8-16
C. glabrata 13/13 0 0|0 13 0 0 13 0 2 8 2-16

S — Sensivel; SDD — Sensivel dose dependente; R — Resistente; NS — Nao sensivel; CIM —
Concentragao inibitéria minima; CIM 50 — Concentragao inibitéria minima para 50% das
amostras; CIM 90- Concentragao inibitéria minima para 90% das amostras;

Tabela 5.— Sensibilidade ao voriconazol de 228 isolados de Candida spp. microdiluicao em
caldo por método automatizado VITEK2, interpretada segundo CLSI e EUCAST.

VORICONAZOL
Espécies N VITEK2 VITEK2 CIM 50 | CIM 90 Intervalo
P (M27-s4) (E.DEF 7.2) ug/mL | pg/mL ug/mL
S SDD R/NS| S SDD R/NS

C. albicans 62 62 0 0 62 0 0 <0,12 | <0,12 <0,12
C. parapsilosis 86 86 0 0 86 0 0 <0,12 | =<0,12 <0,12
C. tropicalis 61 61 0 0 61 0 0 <0,12 | <0,12 <0,12
C. krusei 6 6 0 0 - - - <0,12 | <0,12 | =0,12-10,25
C. glabrata 13 - - - - - - <0,12 | =0,12 | <0,12-0,5

S — Sensivel; SDD — Sensivel dose dependente; R — Resistente; NS — Nao sensivel; CIM —
Concentragao inibitéria minima; CIM 50 — Concentragao inibitéria minima para 50% das

amostras; CIM 90- Concentragao inibitéria minima para 90% das amostras;

dados para a interpretacao
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Tabela 6 — Sensibilidade a anfotericina B de 228 isolados de Candida spp. microdiluicdo em
caldo por método automatizado VITEK2, interpretada segundo CLSI e EUCAST.

ANFOTERICINA B

Espécies N VITEK2 VITEK2 CIM50 | CIM90 | Intervalo

P (M27-s4) (EDEF7.2) | ug/mL | pg/mL | pg/mL

S SDD R/NS| S SDD R/NS

C. albicans 6262 0 0 64 O 0 1 1 0,5-1
C. parapsilosis 86|86 0 0 86 O 0 0,5 1 <0,25 -1
C. tropicalis 61 | 61 0 0 61 0 0 0,5 0,5 <0,25 -1
C. krusei 6|6 0 0 6 0 0 1 1 <0,25-1

C. glabrata 13/13 0 0 13 0 0 1 1 0,5-1

S — Sensivel; SDD — Sensivel dose dependente; R — Resistente; NS — Nao sensivel; CIM —
Concentragao inibitéria minima; CIM 50 — Concentragao inibitéria minima para 50% das
amostras; CIM 90- Concentragao inibitéria minima para 90% das amostras;

Tabela 7 — Sensibilidade a 5-fluorcitosina de 228 isolados de Candida spp. microdiluicdo em
caldo por método automatizado VITEK2, interpretada segundo CLSI.

5F
Espécies n CIM50 | CIM90 | Intervalo
p VITEK2 (M27-s3) ug/mL ug/mL ug/mL
S SDD R
C. albicans 62 62 0 0 <1 <1 <1-2
C. parapsilosis 86 86 0 0 <1 <1 <1-4
C. tropicalis 61 61 0 0 <1 <1 <1-<1
C. krusei 6 2 4 0 8 16 4-16
C. glabrata 13 13 0 0 <1 <1 <1 - <1

S — Sensivel; SDD — Sensivel dose dependente; R — Resistente; NS — Nao sensivel; CIM —
Concentragéo inibitéria minima; CIM 50 — Concentracao inibitéria minima para 50% das
amostras; CIM 90- Concentracao inibitéria minima para 90% das amostras;

As tabelas 8 e 9 sumarizam, respectivamente, os resultados da
distribuicdo dos isolados e suas respectivas CIM referente a cada farmaco

testado com o cartdo AST-YSO01 e a resisténcia global do estudo.
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Tabela 8 — Distribuicdo do total dos isolados de acordo ao resultado de CIM emitido pelo
VITEK 2 para os quatro farmacos testados no AST-YS01.

. - CIM (ug/mL)
Antifungico Espécie n CIMg
(0,12 025 05 ()1 2 4 8 16 32 64
Fluconazol C. albicans 62 <1 61 i 00 0 0 O
C. parapsilosis 86 <1 69 10 5 2 0 0 O
C. tropicalis 61 <1 60 10 0 0 O
C. glabrata 13 8 23 1 0 0
C. krusei 6 16 0 0 03 3 0 O
Voriconazol C. albicans 62 <0,12 62 0 0 0 0 0 O
C. parapsilosis 86 <0,12 85 0 0 0 0 O
C. tropicalis 61 <0,12 61 0 0 0 0 0 O
C. glabrata 13 <0,12 12 0 1 0 0 0 O
C. krusei 6 <0,12 5 1 0 0 0 0O
Anfotericina B C. albicans 62 1 0 19 43 0 0 0 O
C. parapsilosis 86 1 5 70 11 0 0 0 O
C. tropicalis 61 05 24 35 0 0 0 O
C. glabrata 13 1 1 0 0 0 O
C. krusei 6 1 0 0 0 0 O
5-fluorcitosina  C. albicans 62 <1 61 1 00 0 0 O
C. parapsilosis 86 <1 8 1 0 0 0O O O
C. tropicalis 61 <1 61 0 0 O O O O
C. glabrata 13 <1 13 0 0 0 0 0 O
C. krusei 6 16 0 0 21 3 0 O

CIMgo, concentragao (ug/mL) necessaria de farmaco para inibir 90% do conjunto de isolados.

Tabela 9 — Resisténcia global a 4 farmacos antifingicos avaliada por sistema VITEK2
segundo critérios disponiveis em métodos de referéncia CLSI e EUCAST

o L S SDD R
Antifungico Critério N n % n % no%
Fluconazol CLSI/EUCAST 233 204 88 19 8 10 4
Voriconazol CLsSI 220 220 100 0 0 0 0
Anfotericina B CLSI/ EUCAST 233 231 99 NA  NA 2 1
5-fluorcitosina  CLSI 233 229 98 4 2 0 0
.N/A — N&o se aplica; CLSI — M27-S4 (CLSI 2012); Eucast — E.DEF 7.2 (Arendrup et al.)
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5 DISCUSSAO

O género Candida, de maneira geral, é responsavel por grande
parcela das ICS por fungos. As taxas de candidemia encontradas em estudos
brasileiros, variam, mas podem chegar a 2,4 por 1000 admissdes hospitalares
(Colombo et al. 2006; Pereira et al. 2010).

A distribuicao de espécies de Candida varia, sendo que na América
Latina, estudos mostraram C. albicans com a maior frequéncia, cerca de 50%
(Godoy et al. 2003; Goldani e Mario 2003; Silva et al. 2004; Ruiz et al. 2005;
Medrano et al. 2006) corroborando com dados de literatura internacional, nos
quais mais da metade dos casos de candidemia tem essa espécie como
agente prevalente (Donelli 2006; Sandven 2006; Cérdoba et al. 2011).

No estudo multicéntrico mais recente publicado sobre candidemia na
América Latina, algumas caracteristicas sobre a epidemiologia da candidemia
no Brasil foram reafirmadas. C. albicans ainda representa o principal patégeno
envolvido nos casos de candidemia, entretanto as leveduras CNCA juntas ja
ultrapassam o numero de casos de candidemia provocados pela C. albicans
(Nucci et al. 2013). No Brasil Colombo e colaboradores ja descreviam altas
taxas de candidemia por CNCA (Colombo et al. 1999) e este perfil vem se
afirmando ao longo dos anos. A obtencédo de dados com representatividade
nacional é fundamental para que se tenha uma visdo geral da situacao
epidemiolégica do pais. Neste sentido o estudo intitulado Brazilian
Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Importance
(BrSCOPE) (Doi et al. 2016) com participagdo das cinco regides do pais,
afirma que C. albicans (34,3%), C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis (15,3%)
e C. glabrata (10,2%) foram os principais agentes de ICS por fungos,
representando 84% de todos os casos. A teoria de que a distribuicao das
espécies de Candida é regionalizada torna-se mais forte quando observamos
que, para dados gerados pelo estudo multicéntrico referido, as unidades
colaboradoras estao localizadas nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Parana, ndo havendo representatividade de outras regides do pais.
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O estudo com maior numero de isolados de candidemia, também
representa mais as regides sul e sudeste do Brasil, conduzido por Da Matta
et al. (2007), indicou que em 1000 cepas, provenientes de hemoculturas de
quatro hospitais terciarios no Estado de Sao Paulo (1995- 2003), C. albicans
foi responsavel por 40 % das infecgdes, seguida de C. tropicalis (24,3%), C.
parapsilosis (23,8%), C. glabrata (4,4%) e C. guilliermondii (3%).

RUIZ et al.(2005) mostraram com base em 75 amostras de leveduras
agentes de infeccdo da corrente sanguinea em pacientes internados em
hospital publico de Botucatu, estado de Sao Paulo, C. albicans como
prevalente (38,7%) seguida por C. parapsilosis (30,7%).

Neste estudo com dados de Salvador-Bahia, em 75% dos casos
foram isoladas CNCA acompanhando o perfil da América Latina, antes
apontado por Godoy e colaboradores (Godoy et al. 2003), que obtiveram esse
dado em quase 60% dos casos, fato ratificado por Nucci et al. (2013) que
encontraram 62,4%. Em relagdo aos trabalhos do nordeste brasileiro
(Medrano et al. 2006; Hinrichsen et al. 2009) os dados deste estudo se
aproximam ainda mais, pois os do Ceara relatam 72% e os de Recife 81% de
CNCA como causa de candidemia. Comparando este dado em relagdo aos
apresentados para a regidao sul, sudeste e centro oeste, suscita que nestas
regibes do pais haja prevaléncia maior de ICS por C. albicans (Nucci e
Colombo 2007), apesar de se constatar perfis destoantes na regiao (Furlaneto
et al. 2011).

Segundo os dados encontrados neste estudo, as prevaléncias das
leveduras mostram-se diferentes e ndo acompanha o panorama brasileiro
descrito nos estudos multicéntricos, pois C. parapsilosis foi a espécie que
causou maior numero de casos (35%), seguida de C. tropicalis (30%). Os
percentuais deste estudo encontrados para C. parapsilosis corroboram mais
com os dos trabalhos realizados na regiao nordeste, como pbde ser visto no
realizado no Ceara (36%) (Medrano et al. 2006) e com 44% no realizado em
Recife (Hinrichsen et al. 2009), além do fato de, em ambas publicacées, C.
parapsilosis ter sido responsavel pelo maior numero dos casos de

candidemia.
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A frequéncia global de C. albicans esta diminuindo, enquanto as de
C. glabrata e C. krusei estao estaveis e a de C. parapsilosis, bem como, C.
tropicalis estdo aumentando (Guinea 2014). Dados do norte europeu e
Estados Unidos (Pfaller et al. 2005, 2010, 20112; Asmundsdottir et al. 2013)
contrapdem-se a de estudos espanhdis e brasileiros que mostram maior
incidéncia de C. parapsilosis em candidemia (Almirante et al. 2005; Nucci et
al. 2013). As causas para este “switch’ ndo estdo bem esclarecidas, mas a
introducdo de novos materiais médico-hospitalares, novas metodologias no
cuidado ao paciente, exposi¢ao prolongada a antibiéticos, doencas de base e
0 compromisso com a biossegurangca podem ter contribuido para tal fato
(Guinea 2014).

Além disso, a alta capacidade de produzir biofilmes faz de C.
parapsilosis um agente perene ligado a dispositivos intravasculares e outros
biomateriais (Ramage et al. 2006). C. parapsilosis é um patégeno de via
exbégena, encontrado em pele, superficies mucosas, sendo isolado,
frequentemente, de populagao infantil de Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
neonatal (UTIl-neo) e bercarios (Pfaller et al. 2008). A relagdo deste
microrganismo com cateteres venosos centrais, muito utilizados nessas
unidades de tratamento esta bem estabelecida (Levin et al. 1998; Levy et al.
1998).

Alguns estudos brasileiros mostram C. parapsilosis sendo
segundo, ou terceiro, agente mais comum em candidemias, como o de Da
Matta et al., (2007) com taxa de 23,8% e o estudo de Colombo et al., (2006)
em que 20,5% dos isolados foram dessa espécie. A taxa verificada neste
estudo é um pouco superior as relatadas por esses outros autores. Talvez a
maior frequéncia de populagéo pediatrica na amostragem tenha relacdo com
o incremento dos casos de C. parapsilosis; a espécie estda associada a
contaminacao exdgena relacionada ao uso de cateter e ao contato intenso
pelos profissionais de saude aos pacientes neonatos e infantis (Lupetti et al.
2002; Ruiz et al. 2005; Medrano et al. 2006; Matsumoto et al. 2007). De modo

interessante, Pereira et al., (2010) estudaram 52 casos de candidemia, com
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maioria dos casos (26%) apresentando C. parapsilosis como agente
infectante, mas sem relagcdo com faixa etaria da populacao.

Os resultados deste estudo enfatizam a importancia de C. tropicalis
como agente de candidemia no Brasil, assim como ja descrito por diversos
estudos, como em Pereira et al., (2010) (26%), Da Matta et al., (2007) (24,3%)
e Colombo et al., (2006) (20,9%). C. tropicalis situou-se em segundo lugar
como agente de candidemia no estudo. De fato, C. tropicalis € descrita como
0 segundo, apéds C. albicans, ou terceiro patégeno, depois de C. albicans e C.
parapsilosis (Canton et al. 2001). Seu comportamento de viruléncia e invasao
de tecidos é comprovado em casos de candidemia, previamente, colonizados
por esta espécie; cerca de 50% a 60% estavam colonizados antes do quadro
infeccioso. A sua associacao com pacientes cirurgicos e hematolégicos levou
ao interesse grande na determinacdo de sua presenca como agente de
candidemia (Wingard 1995; Godoy et al. 2003; Goldani e Mario 2003).
Pacientes com neoplasias, principalmente, leucemia apresentam infecgéo por
esta espécie e, portanto, recomenda-se profilaxia antifiGngica nos primeiros
dias de internagdo, para diminuir o risco de infecgdo (Diekema et al. 2002;
Horn et al. 2009).

C. krusei ficou em quinta posicdo, em percentagem semelhante a
descrita, mundialmente. E descrita a associacido desta espécie com pacientes
neoplasias hematoldgicas e receptores de transplantes (Horn et al. 2009;
McCarty e Pappas 2016). Alguns autores relatam aumento na ocorréncia de
fungemias causadas por C. krusei em pacientes neutropénicos, expostos ao
fluconazol (Colombo e Guimaraes 2003). Horn et al. (2009) observaram maior
mortalidade entre os casos de infec¢cdo por C. krusei (52,9%) € menor
naqueles com C. parapsilosis (23,7%). A relevancia da identificacao correta
desta espécie e monitoramento de sua frequéncia relativa é pelo seu carater
de resisténcia intrinseca ao fluconazol, que levou a introducdo das
equinocandinas, como farmacos de escolha nestas infec¢des (Pappas et al.
2016).

Pfaller et al. (2011) com base no programa internacional de

monitoramento de agentes ICS (SENTRY), especificamente, candidemia do
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biénio 2008-2009, mostraram prevaléncia global de 18,2% para C. grabrata.
Em estudo de 12 meses sobre candidemia realizado na Escocia, Reino Unido,
Odds et al. (2007) identificaram 21% de C. glabrata, ocupando o segundo
lugar como agente causador de candidemia. Leroy et al. (2009) descreveram
em seu estudo prevaléncia de 16,7% para esta espécie de Candida. C.
glabrata esta associada a candidemia em pacientes idosos (acima de 65
anos); a maior sobrevida de pacientes e os frequentes cuidados intensivos em
populacao idosa tem sido fatores relacionados ao acréscimo de casos em
algumas partes do mundo.

Publicacdes do norte da Europa (Arendrup et al. 2011; Asmundsdottir
et al. 2013) e dos EUA (Pfaller et al. 2005, 2010) reportam elevado nimero de
casos de candidemia provocados por C. glabrata, enquanto que estudos de
Espanha e Brasil demonstraram menor numero de casos (Almirante et al.
2005; Nucci et al. 2013). No Brasil, diferente do continente norte-americano e
europeu, C. glabrata apresenta-se em taxas menores (1,3% e 4%) (Ruiz et al.
2005; Pereira et al. 2010). Apenas em um estudo brasileiro aponta-se para
incremento de C. glabrata em hospital universitario do estado de Sao Paulo,
durante periodo de 2006 a 2010. (Moretti et al. 2013). Estes dados
corroboram com os dados encontrados neste estudo em relacao a C. glabrata,
ainda que tenha havido um aumento de casos por essa espécie em um ano
do periodo, por causas nao determinadas. A frequéncia média desta espécie,
neste estudo, foi baixa (1%) mas, esta espécie, cada vez mais, toma lugar de
destaque na epidemiologia mundial da candidemia, n&o pela forte presenca
mas pelo caracteristica de resisténcia a antifUngicos que pode implicar na
clinica em falha terapéutica (Glockner e Cornely 2015).

C. glabrata, ainda que classificada como pouco virulenta, é a espécie
que esta associada com a segunda maior taxa de mortalidade em pacientes
com candidemia, devido a forte resisténcia adquirida ao fluconazol (Canton
et al. 2001; Rodrigues et al. 2014) e reducdo da sensibilidade as
equinocandinas (Vallabhaneni et al. 2015). C. glabrata, assim como C. krusei
€ agente de infeccao em pacientes com antecedentes de profilaxia antifungica

com fluconazol.
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Sabe-se que apenas estas 5 espécies (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei) respondem pela grande maioria (> 92%)
dos casos de candidemia no mundo todo; no entanto, a sua distribui¢cdo varia
em estudos de base populacional realizados em diferentes areas geograficas
(Guinea 2014). Nos casos atendidos nos hospitais da regidao de Salvador,
Bahia, esse grupo de espécies estava envolvido em 97% dos episodios de
candidemia.

Uma espécie nao incluida nesse conjunto de agentes é C.
guilliermondii. C. guilliermondii no maior estudo brasileiro (Da Matta et al.,
2007) também teve frequéncia insignificante (3%). C. guilliermondii teve a
mesma 49requéncia (3%) em pacientes com candidemias na América Latina
(Pfaller e Diekema 2007). O maior aglomerado de casos acometidos por C.
Guilliermondii (n=1029) relatado por Pfaller et al. (2006), ressaltando a
variagdo de frequencia segundo a regido geografica estudada. Poucos
isolados (0,6%) foram procedentes da América do Norte, 1,1% da Asia, 1%
da Europa e 3,7% da América Latina. Segundo Pfaller et al. (2006) € uma
espécie mais frequentemente associada com onicomicose sendo, raramente,
encontrada como causa de infecgdo fungica invasiva. Savini et al. (2011)
enfatizam que a literatura ja descreve esta espécie como agente de fungemia
em pacientes com cancer. Girmenia et al. (2006), em estudo italiano
retrospectivo longo (22 anos) descreveram aumento da frequéncia de
candidemia devido a C. guilliermondii, com 11,7% de 230 pacientes com
neoplasias hematolégicas.

Além da C. guilliermondii, outra espécie nao frequentemente
encontrada em casos de ICS & C. haemulonii. Trata-se de uma levedura
multidroga resistente e que teve sua primeira identificacdo no Brasil em 2010
em um hospital de Sdo Paulo (Almeida-Jr et al. 2012). Trata-se, atualmente,
de um complexo de cinco espécies: C. haemulonii, C. haemulonii var vulnera,
C. duobushaemulonii, C. auris e C. pseudohaemulonii (Cendejas-Bueno et al.
2012). Apesar do numero de casos envolvendo essa levedura ser pequeno
em todo o mundo (Pfaller et al. 2010), suas caracteristicas de multidroga

resisténcia chamam a atengao. Sao leveduras que apresentam CIM elevadas,
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principalmente, para fluconazol e anfotericina B levando a falhas terapéuticas
(Kim et al. 2011; Almeida-Jr et al. 2012). Neste estudo também foi encontrada
um exemplar da levedura que apresentou CIM para o fluconazol de 32ug/mL,
de 8ug/mL para a anfotericina B e para o voriconazol obteve-se uma
concentracao inibitéria minima de <0,12ug/mL. No trabalho publicado por
(Ramos et al. 2015) com isolados de diversos sitios anatémicos, foi possivel
perceber que a caracteristica de multidroga resisténcia tem um padrao. Todos
os isolados sao resistentes a anfotericina e fluconazol. Em parte, isto pode ser
observado com o isolado de n® 83 deste estudo (apéndice 1). A caracteristica
de susceptibilidade a classe das equinocandinas parece variavel quando se
observa os diferentes valores de CIM dentro da classe do farmaco, o que
permite inferir que a resisténcia a essa classe de farmaco é um fator
individualizado (Cendejas-Bueno et al. 2012).

Além da necessidade de se compreender a distribuicdo das espécies
de Candida de modo regionalizado, é preciso obter mais informacdes a
respeito da sensibilidade aos antifungicos também de modo regional. A
sensibilidade das leveduras do género Candida aos antifungicos disponiveis
depende, dentre outros fatores, da espécie do isolado, sendo previsivel na
maioria delas; porém, nem sempre um determinado isolado segue o padrao
geral dos membros de sua espécie. Esta identificacao do agente patoldgico é,
muitas vezes, necessaria para o sucesso da terapia empregada. Surge, entao,
a necessidade de testes confiaveis e de facil execugdo que permitam uma
maior realizagdo de numero de exames e, consequentemente, maiores
informacgdes locais.

O teste de disco difusao baseado no documento CLSI M44-A2 (CLSI,
2009) € uma alternativa para resposta rapida do laboratério a demanda clinica
para orientacdo da terapia antifiungica em casos de candidemia. Entretanto
esbarra em algumas questdes como a producéo e controle de qualidade do
meio AMHmMG, que nao é comercializado pronto para uso. Soma-se a isso, 0s
poucos fornecedores de discos de antifungicos, o que dificulta a aquisicao do

produto no mercado nacional.
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Os métodos visam detectar cepas resistentes in vitro que poderiam
antever faléncia terapéutica in vivo. Um dos problemas técnicos, ainda vigente
em todos os métodos para determinacao da sensibilidade a antifungicos é o
fenbmeno denominado ftrailling ou arraste. Ocorre em muitos testes com
farmacos fungistaticos, como azois e 5-FC e resulta em falsos resultados de
resisténcia em laboratérios com pessoal pouco treinado. O efeito do farmaco
ndao € proporcional ao aumento da sua concentragdo e observa-se
crescimento residual da levedura, mesmo em concentra¢des acima do CIM.
Este fato ocorre, com alta frequéncia em cepas de C. tropicalis. Para contornar
o problema a leitura dos fungistaticos da-se em 50% de inibicdo ou mais, em
relagdo ao crescimento no tubo controle sem antifungico (VITEK e
microdiluicdo). No caso do método de disco-difusédo, a leitura do halo de
inibicdo e realizada no limite de crescimento de colénias grandes e
coalescentes, tdo logo se dé a inibicao. A leitura tardia do teste implica em
influéncia maléfica do trailling para determinacao do CIM (Marr et al. 1999).

Realizada a leitura do valor do CIM, ha que se classificar o isolado em
sensivel, intermediario ou S-DD e resistente. Para o disco existe orientacédo
do fabricante e a interpretacdo é mais facil. Para o caso de microdiluicao e
automacao, os pontos de corte (breakpoints), também, sdo instruidos pelos
fabricantes, no entanto, a definicdo de pontos de corte (breakpoints) esta em
constante atualizacéo e, nos dias de hoje, ainda nao é aplicada para todos os
antifngicos e todas as espécies de leveduras, sendo esta uma limitacao para
sua aplicagdo clinica. O conceito de breakpoint leva em conta diversos
parametros, incluindo resposta clinica ao tratamento, farmacocinética e
farmacodindmica do medicamento, sitio da infeccdo entre outros, além do
CIM. A resisténcia clinica é definida, como persisténcia, ou progressao, de
uma infeccdo, mesmo com a administracdo do tratamento antifungico
adequado, relaciona-se com distintos fatores, tanto do farmaco, quanto do
paciente. Resisténcia microbiolégica € apenas um fenémeno verificado in
vitro, no qual o agente etiolégico consegue se desenvolver na presenca de
concentragdes terapéuticas do farmaco, antifungico (Perea e Patterson 2002).

A intrinseca em fungos, é dita quando nenhum membro de uma espécie é
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sensivel ao antifungico, como por exemplo, C. krusei frente ao fluconazol.
Resisténcia primaria € quando dentro de uma espécie, em regra, sensivel a
determinado antifingico, encontra-se uma cepa com resisténcia natural contra
0 mesmo, sem necessidade de haver estado em contato com o farmaco. A
resisténcia secundaria, ou adquirida, ocorre quando uma cepa, previamente,
sensivel desenvolve resisténcia ao antifungico apds a exposigéo a ele, por
meio de alteracbes genotipicas, que se manifestam de forma estavel, ou
transitéria, como por exemplo, C. glabrata frente ao fluconazol (Mellado et al.
2002).

Os valores de CIM obtidos pelo VITEK 2, ainda que, segundo o
fabricante o critério do CLSI seja adotado pela empresa, foram para efeito
deste estudo interpretados pelos breakpoints, quando existentes, pelo AFST-
EUCAST também. Os resultados em relagédo a C. albicans indicaram que no
intervalo de CIM de fluconazol (<2ug/mL) ndo ha valores que significam
resisténcia a esse farmaco, seja por CLSI ou AFST-EUCAST. Os valores
encontrados concordam com a afirmacao de Pfaller e Diekema (2004) sobre
a manutencao, durante vinte anos, do perfil de sensibilidade de C. albicans
em varias regides do globo, frente ao fluconazol, mesmo com o amplo uso
profilatico e terapéutico desse farmaco. A faixa de valores baixos de CIM é,
frequentemente, citada em estudos internacionais como o de Rodriguez-
Tudela et al. (2007) e publicacdes nacionais (da Matta et al. 2007; Franca et
al. 2008). O método do disco-difusao foi, plenamente satisfatorio para esta
espécie e foi confirmado seu uso na rotina clinica, como alternativa ao método
de microdiluigéo.

C. albicans testadas neste estudo mostraram-se bastante sensiveis
ao farmaco. A CIMgo de <0,12ug/mL frente ao voriconazol é compativel aos
valores publicados em diversas partes do mundo (Colombo et al. 2006; Pfaller
et al. 2010; Zuluaga Rodriguez et al. 2010; Cuenca-Estrella et al. 2011; Jung
et al. 2012; Nucci et al. 2013). Relatos de sensibilidade reduzida ao farmaco
sao observadas na literatura e podem estar atribuidas a sensibilidade cruzada

a outros azoélicos (Colombo et al. 2006).
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Com relagao a anfotericina B, a CIM90 de 1ug/mL acompanha os
dados da literatura nacional (Colombo et al. 2006; da Matta et al. 2007; Doi et
al. 2016), o que da, de certa forma, uma maior seguranca ao tratamento, uma
vez que a possibilidade de ter um paciente infectado por um isolado resistente
a anfotericina B € rara e isso dificultaria 0 manejo clinico, uma vez que, em
Salvador-BA, a rede hospitalar publica ndo dispbes, em sua, rotina,
equinocandinas para tratamento de ICS.

C. parapsilosis frente ao fluconazol apresentou apenas 2 isolados
com CIM um pouco mais elevado (8ug/mL) sendo classificados como
resistente segundo o CLSI; no entanto, como o ponto de corte europeu é mais
restrito, seis isolados foram resistentes por este método. O valor de CIM para
fluconazol foi inferior ao encontrado por Silva et al. (2009) que descreveram
CIM de 16ug/mL a 64ug/mL em 5,6% dos isolados de C. parapsilosis. O valor
de CIMgo para fluconazol foi semelhante ao descrito (2 ug/mL) por Da Matta
et al. (2007), sendo um pouco inferior ao descrito por Messer et al. (2009) que
mostraram valor de CIMgo de 4ug/mL para C. parapsilosis frente ao fluconazol.
No método de disco-difusdo ocorreram 5 erros graves (major error), quando
cinco cepas resistentes foram classificadas como S-DD tomando como base
o EUCAST. O estudo ARTEMIS (Pfaller et al. 2010) em dez anos e meio de
observacado, mostrou que a sensibilidade ao fluconazol, para esta levedura
(n=12.788), foi de 93,2%, Colombo et al. (2002) obteve 99% (n=200) enquanto
que, na Colémbia (Zuluaga Rodriguez et al. 2010), de 2001 a 2007 (n = 47),
também pelo método de disco-difusdo, mostram uma sensibilidade ao
fluconazol de apenas 59,6%. Neste trabalho, os quatro anos de observacéo,
a sensibilidade foi de 93% (n=86).

C. tropicalis mostrou-se sensivel a fluconazol, reiterando as raras e
baixas taxas de resisténcia a fluconazol, nessa espécie. Pfaller e Diekema
(2004) em seu estudo com isolados de 1992 a 2001, mostraram que os
isolados de C. tropicalis foram sensiveis ao fluconazol, independente da area
de origem. Estudos relatam C. tropicalis como agente de candidemia com
indice de resisténcia variando de 3 a 7% frente a farmacos azélicos (Diekema
et al. 2002; R.a. et al. 2004; da Matta et al. 2007; Pfaller et al. 2010). O método
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de disco-difusdo detectou um isolado SDD (n® 31 — apéndice 1) que
apresentou um valor de CIM de 4ug/mL, confirmando esta classificacao seja
pelo CLSI ou EUCAST.

Os dados de CIM para os isolados de C. tropicalis deste estudo frente
ao voriconazol sao ratificados pela literatura, que mostra valores de ClMgo
inferiores a 0,125ug/mL (Colombo et al. 2006; Jung et al. 2012; Asmundsdottir
et al. 2013; Nucci et al. 2013; Doi et al. 2016). Registros de resisténcia ao
farmaco por esta levedura ja foram descritos (Pfaller et al. 2010; Cuenca-
Estrella et al. 2011), entretanto neste estudo isso néo foi encontrado.

Ao longo do tempo, C. glabrata mostrou-se uma das mais habeis em
se adaptar aos antifungicos, haja visto que, constantemente, tanto o CLSI
quanto o AFST-EUCAST buscam dados que suportem os valores de CIM a
serem empregados na rotina laboratorial. De acordo a classificagdo atual seja
pelo CLSI ou pelo AFST-EUCAST, nao ha mais C. glabrata sensivel ao
fluconazol, apenas as categorias de sensivel dose dependente — SDD (CIM
<32ug/mL) e resistente — R (=64 ug/mL). Laboratérios que utilizam a disco
difusdo, segundo documento CLSI M44-A2 e seu complemento M44-S4,
esbarram-se na desatualizacédo do critério de interpretacao para o fluconazol.
Os 13 isolados deste estudo foram classificados como sensiveis pelos
critérios de interpretacdo da disco difusdo, mas verifica-se um erro grave
(major error) neste método frente ao Vitek2. Diferente dos trabalhos que
mostram taxas de resisténcia ao fluconazol variando de 11 a 18,8% (Colombo
et al. 2002; Pfaller et al. 2010; Zuluaga Rodriguez et al. 2010), este trabalho
ndo detectou C. glabrata resistente ao farmaco. Os valores para ClIMogo
(8ug/mL) encontrados neste estudo reforcam os achados da disco difusao.
Este valor de CIMgo foi 0 mesmo encontrado por Da Matta et al. (2007) e

inferior ao publicado por Jung et al. (2012) que foi de 16ug/mL.

Para o voriconazol, os 13 isolados de C. glabrata mostroram-se com
baixos valores de CIM, sendo semelhantes aos encontrados para C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis, com CIMgo de 0,125 ug/mL. O mesmo foi

encontrado por Jung et al. (2012) utilizando sistema VITEK2 para
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determinacdo da concentracdo inibitéria minima. O fato do CLSI e do
EUCAST nao estabelecerem breakpoints para C. glabrata se da ao fato de
nao se ter volume de informacbes acerca da utilizacdo do farmaco no
tratamento de ICS para esta levedura, ndo sendo possivel assim estabelecer
os pontos de corte (Rodriguez-Tudela 2008; CLSI 2012).

Diante da capacidade de se adaptar frente aos azélicos, a alternativa
terapéutica sdo os poliénicos e as equinocandinas. Estudos moleculares
mostram que C. glabrata possui um grande numero de genes envolvidos na
resposta adaptativa aos antifungicos (Brunke e Hube 2013). Contudo poucos
trabalhos demonstram relacdes diretas entre os genes e a reducdo da
sensibilidade aos poliénicos, sobretudo em de C. glabrata (Rodrigues et al.
2014). A mutacdo missence (substituicio de uma cisteina por uma
fenilalanina) no gene ERG6, envolvido na rota de sintese do ergosterol, leva
a uma susceptibilidade reduzida a polienos e a subsequentes altera¢des do
teor de esterdis da membrana plasmatica (Vandeputte et al. 2007). Neste
estudo ndo foram encontrados isolados resistentes, assim como em outros
trabalhos no Brasil e América Latina (Godoy et al. 2003; Colombo et al. 2006;
da Matta et al. 2007; Cordoba et al. 2011; Nucci et al. 2013; Doi et al. 2016) e
0 mesmo pode ser visto em outras partes do mundo (Odds et al. 2007;
Lockhart et al. 2012). Entretanto Arendrup et al. (2011) de 2004 a 2009
registraram 1,6% de C. glabrata resistente de um total de 449 isolados.

Resisténcia a AmB vem com um grande custo. Mutacbées que
conferem resisténcia geram, simultaneamente, diversas tensdes que exigiam
niveis elevados da proteina de choque térmico (Hsp90) para a sobrevivéncia
da célula, mesmo na auséncia da AmB. Este requisito é resultado de tensdes
internas graves causadas pelas mutagdes, que diminuiu drasticamente a
tolerancia a estresses externos a partir do hospedeiro. Isolados mutantes
resistentes a anfotericina B sdo hipersensiveis ao stress oxidativo, as
temperaturas febris, e eliminados por neutréfilos, além de apresentarem
deficiéncia de invasao dos tecidos. Assim, os custos de evolucdo da
resisténcia a AmB limita o aparecimento deste fenétipo na clinica (Vincent et
al. 2013).
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Os seis isolados de C. kruseiforam resistentes ao fluconazol em todos
os testes, o que ja era previsto por conta de sua resisténcia intrinseca ao
farmaco. Entretanto todas apresentaram sensibilidade ao voriconazol,
segundo CLSI M44-S4. O ARTEMIS Disk Global Antifungal Surveillance
Study, 1997 a 2007, com 5.005 isolados de C. krusei encontrou uma
resisténcia de 7,6%.

Para a analise de CIM de C. kruseifrente ao voriconazol, atualmente,
o documento CLSI M27-S4 estabelece breakpoints mais altos para esta
espécie (S <0,5ug/mL; SDD =1 ug/mL; R=2 ug/mL) e, neste estudo, a CIM90
encontrada foi 0,12ug/mL. Apesar de pouco inferior, corroboram com o0s
dados de Nucci et al. (2013) (n=18; CIM90 = 0,25 ug/mL) com Jung et al.
(2012) (n=4; CIM90 = 0,25ug/mL) e Arendrup et al. (2011) (n=104;
CIM90=0,25ug/mL). Isolados com CIM =2 pug/mL foram registrados no
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (2008 a 2009) com apenas um
unico isolado de um total de 40 C.krusei testadas. Arendrup et al. (2011)
também registrou isolados com CIM =2 ug/mL, entretanto o mesmo néo traz
a informacéao do quantitativo destes isolados, apenas indica que o intervalo de
CIM foi de 0,06-2ug/mL.

Em relagéo a anfotericina, os seis isolados de C. krusei deste trabalho
mostraram-se sensiveis. Este dado corrobora com as publicagdes que, ao
longo dos anos, ndo detectam isolados resistentes a este farmaco (Almirante
et al. 2005; Jung et al. 2012; Nucci et al. 2013; Xiao et al. 2015). Arendrup et
al. (2011) regqistrou isolados com CIM superiores a 1 ug/mL, (n=5/106) com
intervalo de CIM de 0,06-4ug/mL.

O conhecimento das espécies causadoras de candidemia nos
hospitais publicos de Salvador, além da descricao do perfil de sensibilidade a
antifungicos desses agentes, podera contribuir de modo significativo para a
composicao de um banco de dados para andlise temporal e geogréfica,
desses microrganismos, em nosso pais, além de contribuir para uma melhor
gestao do recurso publico destinado a utilizagcdo e compra de medicamentos

antifangicos, permitindo também novas discussdes sobre o tema ainda pouco

56



debatido pela escassez de dados a respeito de candidemia no municipio
assim como no estado da Bahia como um todo. Isso mostra que é preciso
continuar o monitoramento da candidemia no servigo publico do municipio de
Salvador e amplia-lo para outras regides do estado, permitindo assim uma
percepcao mais acurada da realidade das diversas regides da Bahia.
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6

CONCLUSOES

Com base na realizacao e observacdes durante todo o procedimento

e execucgao neste trabalho, podemos relatar as seguintes conclusoes:

A distribuicAdo geral das espécies de leveduras do género Candida,
mostrou-se diferente da maioria dos estudos disponiveis na literatura
nacional e internacional, na medida em que a levedura mais prevalente foi
C. parapsilosis;

ICS por leveduras CNCA foram, aproximadamente, trés vezes mais
frequentes do que as provocadas por C. albicans;

ICS por C. glabrata e C. krusei nao foram frequentes e seguiram o perfil
descrito nas distintas regiées do Brasil;

O método de disco difusdo mostrou-se de facil execucdo quando
comparado ao método de microdiluicao automatizado. Para a rotina
laboratorial o método de disco difusdo pode ser uma alternativa adequada
para as unidades que ndo podem implantar a microdiluicdo ou, ainda, nao
conseguem adquirir testes automatizados;

A referéncia atual para determinar a sensibilidade de C. glabrata ao
fluconazol pelo método de disco difusao (M44-A2) é incompativel com as
novas referéncias de CIM propostas pelo CLSI (M27-S4) e AFST-EUCAST
(E.DEF 7.2), podendo levar o laboratério a emitir laudos, no minimo,
equivocados;

A resisténcia global é baixa e compativel aos valores encontrados para o
Brasil a América Latina;

Os isolados de C. albicans mostram-se susceptiveis aos farmacos
testados neste estudo e que sdo empregados no tratamento das ICS;

C. parapsilosis necessita de uma maior atencao pelo fato de ja demonstrar
resisténcia ao fluconazol;

C. tropicalis mostram-se susceptiveis aos farmacos testados neste estudo
e que sdo empregados no tratamento das ICS;
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C. glabrata € uma levedura pouco frequente em casos de ICS e, ainda que
classificada como SDD, os valores de CIM para o fluconazol ainda séao
baixos;

A frequéncia de C. krusei é baixa e € compativel com o perfil brasileiro;
Anfotericina B continua sendo um farmaco microbiologicamente seguro
para o tratamento de ICS provocada pelas principais espécies do género
Candida em pacientes da rede publica de Salvador;

Nao foi encontrado resisténcia para o voriconazol nos isolados de Candida
da rede publica de Salvador;

Candida spp mostraram-se sensiveis frente a 5-FC, in vitro, com excegao

da C. krusei que foi classificada como SDD.
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APENDICE 1 — tabela de identificacdo das leveduras utilizadas no estudo.

N ano isolado levedura mm  5-F VCz FLU AMB
1 2009 109.037.592 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
2 2009 109.002.794 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 <1 0,5
3 2009 109.016.170 C. tropicalis 36 NR NR NR NR
4 2009 109.023.963 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 1

5 2009 109.037.595 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 2 0,5
6 2009 109.052.456 C. albicans 33 <1 <0,12 <1 0,5
7 2009 109.059.142 C. parapsilosis 33 <1 <0,12 <1 1

8 2009 109.060.707 C. glabrata 22 <1 <0,12 2 0,5
9 2009 109.060.729 C. tropicalis 35 <1 <0,12 <1 0,5
10 2009 109.064.748 C. parapsilosis 32 <1 <0,12 <1 0,5
11 2009 109.068.416 C. parapsilosis 20 <1 <0,12 4 0,5
12 2009 109.084.368 C. albicans 31 <1 <0,12 <1 0,5
13 2009 109.084.378 C. albicans 31 <1 <0,12 <1 1
14 2009 109.084.384 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
15 2009 109.084.391 C. tropicalis NR NR NR NR NR
16 2009 109.085.786 C. parapsilosis 20 <1 <0,12 4 0,5
17 2009 109.085.788 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 0,5
18 2009 109.085.791 C. albicans 30 <1 <0,12 <1 1
19 2009 109.091.147 C. albicans 34 <1 <0,12 <1 0,5
20 2009 109.095.789 C. parapsilosis 33 <1 <0,12 <1 0,5
21 2009 109.099.198 C. albicans 36 <1 <0,12 <1 0,5
22 2009 109.101.696 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 1
23 2009 109.115.741 C. albicans 34 <1 <0,12 <1 1
24 2009 109.115.749 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 0,5
25 2009 109.115.750 C. tropicalis 20 <1 <0,12 <1 <0,25
26 2009 109.115.753 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
27 2009 109.115.759 C. albicans 29 <1 <0,12 <1 1
28 2009 109.124.234 C. tropicalis 25 NR NR NR NR
29 2009 109.124.250 C. parapsilosis 39 <1 <0,12 <1 <0,25
30 2009 109.125.983 C. tropicalis 28 <1 <0,12 <1 0,5
31 2009 109.125.988 C. tropicalis 18 <1 <0,12 4 0,5
32 2009 109.132.275 C. tropicalis 26 NR NR NR NR
33 2009 109.132.282 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
34 2009 109.136.524 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 <1 0,5
35 2009 109.136.641 C. tropicalis 28 <1 <0,12 <1 0,5
36 2009 109.137.557 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
37 2009 109.140.087 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
38 2009 109.140.882 C. tropicalis 29 <1 <0,12 <1 <0,25
39 2009 109.142.984 C. albicans 30 <1 <0,12 <1 1
40 2009 109.156.010 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
41 2009 109.156.015 C. tropicalis 36 NR NR NR NR
42 2009 109.156.028 C. albicans 41 <1 <0,12 <1 1
43 2009 109.156.094 C. albicans 44 <1 <0,12 <1 1
44 2009 109.161.169 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
45 2009 109.161.779 C. tropicalis 35 <1 <0,12 <1 <0,25
46 2009 109.166.523 C. parapsilosis 39 <1 <0,12 <1 0,5
47 2009 109.170.827 C. tropicalis 33 <1 <0,12 <1 0,5
48 2009 109.173.273 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 <0,25




n ano isolado levedura mm  5-F VCz FLU AMB
49 2009 109.174.461 C. tropicalis 32 NR NR NR NR
50 2009 109.180.606 C. albicans 30 2 <0,12 <1 1
51 2009 109.180.610 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
52 2009 109.180.627 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 <0,25
53 2009 109.186.246 C. albicans 38 <1 <0,12 <1 1
54 2009 109.192.957 C. albicans 39 <1 <0,12 <1 1
55 2009 109.192.963 C. albicans 41 <1 <0,12 <1 0,5
56 2009 109.192.965 C. tropicalis 38 <1 <0,12 <1 0,5
57 2009 109.197.484 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
58 2009 109.197.491 C. parapsilosis 25 <1 <0,12 <1 0,5
59 2009 109.197.492 C. albicans 38 <1 <0,12 <1 1
60 2009 109.197.495 C. albicans 38 <1 <0,12 <1 1
61 2009 109.199.258 C. parapsilosis 32 NR NR NR NR
62 2009 109.200.017 C. parapsilosis 34 <1 <0,12 <1 0,5
63 2009 109.200.026 C. parapsilosis 34 <1 <0,12 <1 0,5
64 2009 109.200.027 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
65 2009 109.201.594 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 0,5
66 2009 109.204.153 C. tropicalis 35 <1 <0,12 <1 0,5
67 2009 109.205.578 C. parapsilosis 37 <1 <0,12 <1 0,5
68 2009 109.205.605 C. tropicalis 34 <1 <0,12 <1 0,5
69 2009 109.211.007 C. parapsilosis 29 <1 <0,12 <1 0,5
70 2009 109.211.011 C. albicans 36 <1 <0,12 <1 1
71 2009 109.211.012 C. albicans 32 <1 <0,12 <1 1
72 2009 109.211.045 C. glabrata 26 <1 <0,12 2 0,5
73 2010 110.000.932 C. albicans 43 <1 <0,12 <1 1
74 2010 110.002.652 C. albicans 30 <1 <0,12 <1 1
75 2010 110.003.210 C. tropicalis 33 NR NR NR NR
76 2010 110.003.951 C. tropicalis 29 <1 <0,12 <1 1
77 2010 110.008.493 C. glabrata 30 <1 <0,12 2 0,5
78 2010 110.009.844 C. parapsilosis 20 <1 <0,12 2 0,5
79 2010 110.009.847 C. krusei 10 4 <0,12 8 1
80 2010 110.010.414 C. tropicalis 30 NR NR NR NR
81 2010 110.013.536 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
82 2010 110.016.491 C. albicans 30 <1 <0,12 <1 1
83 2010 110.022.106 C. haemulonii 6 <1 <0,12 32 8
84 2010 110.022.108 C. parapsilosis 17 <1 <0,12 2 0,5
85 2010 110.022.114 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 0,5
86 2010 110.022.827 C. tropicalis 33 <1 <0,12 <1 0,5
87 2010 110.023.002 C. parapsilosis 32 <1 <0,12 <1 0,5
88 2010 110.025.559 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
89 2010 110.025.561 C. tropicalis 24 <1 <0,12 <1 <0,25
90 2010 110.029.203 C. albicans 38 <1 <0,12 <1 1
91 2010 110.029.217 C. parapsilosis 18 <1 <0,12 2 0,5
92 2010 110.030.539 C. parapsilosis 32 <1 <0,12 <1 0,5
93 2010 110.030.626 C. tropicalis 35 <1 <0,12 <1 0,5
94 2010 110.037.275 C. albicans 28 <1 <0,12 <1 0,5
95 2010 110.046.874 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 0,5
96 2010 110.046.879 C. parapsilosis 28 <1 <0,12 2 0,5
97 2010 110.046.880 C. parapsilosis 32 <1 <0,12 <1 0,5
98 2010 110.046.885 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 0,5
99 2010 110.051.625 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 <0,25
100 2010 110.057.965 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
101 2010 110.057.970 C. guilliermondii 26 <1 <0,12 2 0,5




n ano isolado levedura mm  5-F VCz AMB
102 2010 110.057.981 C. albicans 41 <1 <0,12 <1 0,5
103 2010 110.057.986  C. guilliermondii 25 NR NR NR NR
104 2010 110.062.587 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 4 0,5
105 2010 110.067.703 C. tropicalis 30 NR NR NR NR
106 2010 110.067.708 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 1
107 2010 110.067.714 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
108 2010 110.067.716 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
109 2010 110.068.696 C. tropicalis 29 <1 <0,12 <1 <0,25
110 2010 110.068.746 C. tropicalis 30 NR NR NR NR
111 2010 110.076.270 C. lusitaniae 40 <1 <0,12 <1 0,5
112 2010 110.076.271 C. albicans 42 <1 <0,12 <1 1
113 2010 110.076.273 C. parapsilosis 40 <1 <0,12 <1 0,5
114 2010 110.076.274 C. parapsilosis 14 <1 0,25 8 0,5
115 2010 110.076.617 C. albicans 40 NR NR NR NR
116 2010 110.084.705 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
117 2010 110.084.706 Candida sp 16 <1 <0,12 16 8
118 2010 110.084.707 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 2 0,5
119 2010 110.088.380 C. albicans 32 <1 <0,12 <1 1
120 2010 110.094.723 C. tropicalis 34 <1 <0,12 <1 0,5
121 2010 110.096.373 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 <0,25
122 2010 110.096.380 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
123 2010 110.097.745 C. tropicalis 30 NR NR NR NR
124 2010 110.097.749 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 <0,25
125 2010 110.100.824 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
126 2010 110.100.840 C. parapsilosis 34 <1 <0,12 <1 0,5
127 2010 110.109.629 C. krusei 12 4 <0,12 8 0,5
128 2010 110.109.808 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
129 2010 110.109.810 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 <0,25
130 2010 110.109.811 C. parapsilosis 20 <1 <0,12 2 0,5
131 2010 110.110.742 C. albicans 30 <1 <0,12 <1 0,5
132 2010 110.110.744 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
133 2010 110.116.531 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
134 2010 110.117.008 C. tropicalis 34 <1 <0,12 <1 0,5
135 2010 110.117.011 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 <0,25
136 2010 110.117.012 C. parapsilosis 42 <1 <0,12 <1 0,5
137 2010 110.117.013 C. tropicalis 27 <1 <0,12 <1 <0,25
138 2010 110.117.082 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
139 2010 110.117.083 C. parapsilosis 28 <1 <0,12 <1 <0,25
140 2010 110.119.771 C. parapsilosis 28 <1 <0,12 <1 1
141 2010 110.125.696 C. parapsilosis 23 <1 <0,12 <1 0,5
142 2010 110.130.358 C. parapsilosis 55 <1 <0,12 <1 0,5
143 2010 110.130.360 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
144 2010 110.130.362 C. parapsilosis 36 <1 <0,12 <1 0,5
145 2010 110.130.363 C. parapsilosis 39 <1 <0,12 <1 0,5
146 2010 110.133.497 C. parapsilosis 22 <1 <0,12 4 0,5
147 2010 110.134.758 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
148 2010 110.135.294 C. parapsilosis 24 <1 <0,12 2 0,5
149 2010 110.140.309 C. tropicalis 31 <1 <0,12 <1 <0,25
150 2010 110.141.701 C. parapsilosis 25 <1 <0,12 2 0,5
151 2010 110.141.713 C. parapsilosis 27 <1 <0,12 <1 0,5
152 2010 110.144.047 C. tropicalis 31 <1 <0,12 <1 <0,25
153 2010 110.151.290 C. parapsilosis 40 <1 <0,12 <1 0,5
154 2010 110.152.221 C. parapsilosis 18 <1 <0,12 <1 0,5




n ano isolado levedura mm  5-F VCz FLU AMB
155 2010 110.152.229 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
156 2010 110.172.746 C. parapsilosis 40 <1 <0,12 <1 0,5
157 2010 110.178.451 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
158 2010 110.179.387 C. parapsilosis 35 <1 <0,12 <1 0,5
159 2010 110.179.500 C. tropicalis 24 <1 <0,12 <1 <0,25
160 2010 110.183.408 C. albicans 25 <1 <0,12 <1 1
161 2010 110.186.069 C. parapsilosis 34 <1 <0,12 <1 <0,25
162 2010 110.186.556 C. glabrata 32 <1 <0,12 2 0,5
163 2010 110.189.335 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 1
164 2010 110.192.425 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 <1 0,5
165 2010 110.192.426 C. parapsilosis 27 <1 <0,12 <1 0,5
166 2010 110.192.578 C. tropicalis 36 <1 <0,12 <1 <0,25
167 2010 110.194.601 C. tropicalis 34 <1 <0,12 <1 <0,25
168 2010 110.196.723 C. albicans 33 <1 <0,12 <1 1
169 2010 110.197.152 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
170 2010 110.209.083 C. tropicalis 25 <1 <0,12 <1 0,5
171 2010 110.214.680 C. tropicalis 31 <1 <0,12 <1 <0,25
172 2010 110.219.241 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 0,5
173 2010 110.221.682 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 £0,25
174 2010 110.228.428 C. glabrata 30 <1 <0,12 2 <0,25
175 2010 110.228.430 C. tropicalis 36 <1 <0,12 <1 <0,25
176 2010 110.231.289 C. albicans 45 <1 <0,12 <1 1
177 2010 110.231.292 C. parapsilosis 33 <1 <0,12 <1 0,5
178 2010 110.231.295 C. albicans 45 <1 <0,12 <1 1
179 2010 110.239.777 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
180 2011 111.002.132 C. tropicalis 30 NR NR NR NR
181 2011 111.007.251 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5
182 2011 111.008.030 C. tropicalis 28 <1 <0,12 <1 £0,25
183 2011 111.030.454 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 0,5
184 2011 111.036.935 C. tropicalis 32 NR NR NR NR
185 2011 111.042.220 C. albicans 38 <1 <0,12 2 0,5
186 2011 111.045.332 C. albicans 36 <1 <0,12 <1 1
187 2011 111.045.339 C. tropicalis 33 <1 <0,12 <1 <0,25
188 2011 111.051.175 C. parapsilosis 28 <1 <0,12 <1 0,5
189 2011 111.051.204 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 1
190 2011 111.062.276 C. parapsilosis 36 2 <0,12 <1 0,5
191 2011 111.068.322 C. parapsilosis 37 1 <0,12 <1 0,5
192 2011 111.081.264 C. albicans 42 <1 <0,12 <1 1
193 2011 111.088.332 C. krusei 12 16 <0,12 16 1
194 2011 111.088.337 C. parapsilosis 33 <1 <0,12 <1 0,5
195 2011 111.088.375 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
196 2011 111.088.376 C. parapsilosis 39 <1 <0,12 <1 1
197 2011 111.088.925 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 £0,25
198 2011 111.106.363 C. parapsilosis 22 <1 <0,12 2 1
199 2011 111.111.993 C. albicans 38 <1 <0,12 <1 1
200 2011 111.112.699 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
201 2011 111.114.910 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
202 2011 111.126.378 C. krusei 12 8 <0,12 8 0,5
203 2011 111.133.957 C. glabrata 23 <1 0,5 16 1
204 2011 111.136.911 C. albicans 35 <1 <0,12 <1 0,5
205 2011 111.147.169 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 0,5
206 2011 111.147.979 C. tropicalis 33 <1 <0,12 <1 0,5
207 2011 111.150.493 C. parapsilosis 30 <1 <0,12 <1 0,5




n ano isolado levedura mm  5-F VCz FLU AMB
208 2011 111.156.845  C. guilliermondii 21 <1 <0,12 2 £0,25
209 2011 111.159.671 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
210 2011 111.161.190 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 £0,25
211 2011 111.166.375 C. albicans 39 <1 <0,12 <1 0,5
212 2011 111.184.919 C. tropicalis 40 <1 <0,12 <1 <0,25
213 2011 111.191.474 C. parapsilosis 37 <1 <0,12 <1 0,5
214 2011 111.205.273 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 0,5
215 2011 111.208.721 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 0,5
216 2011 111.212.195 C. krusei 10 16 0,25 16 1
217 2011 111.220.821 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 <1 1
218 2011 111.220.843 C. krusei 12 16 <0,12 16 1
219 2011 111.225.569 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
220 2011 111.226.449 C. tropicalis 30 <1 <0,12 <1 0,5
221 2011 111.242.201 C. parapsilosis 19 <1 <0,12 4 1
222 2011 111.249.248 C. tropicalis 31 <1 <0,12 <1 0,5
223 2011 111.265.829 C. tropicalis 35 <1 <0,12 <1 0,5
224 2012 112.037.437 C. albicans 38 <1 <0,12 <1 0,5
225 2012 112.039.850 C. albicans 40 <1 <0,12 <1 1
226 2012 112.048.969 C. tropicalis 31 <1 <0,12 <1 0,5
227 2012 112.048.974 C. tropicalis 33 <1 <0,12 <1 0,5
228 2012 112.048.977 C. albicans 39 <1 <0,12 <1 1
229 2012 112.051.209 C. glabrata 20 <1 <0,12 4 1
230 2012 112.059.636 C. albicans 45 <1 <0,12 <1 1
231 2012 112.065.271 C. glabrata 22 <1 <0,12 2 1
232 2012 112.068.297 Pichia angusta 40 NR NR NR NR
233 2012 112.074.775 C. parapsilosis 34 <1 <0,12 <1 0,5
234 2012 112.089.464 C. parapsilosis 42 <1 <0,12 <1 1
235 2012 112.097.390 C. parapsilosis 36 <1 <0,12 <1 1
236 2012 112.106.326 C. glabrata 20 <1 <0,12 4 1
237 2012 112.111.848 C. glabrata 20 <1 <0,12 8 1
238 2012 112.111.849 C. glabrata 20 <1 <0,12 2 1
239 2012 112.111.849 C. glabrata 20 <1 <0,12 8 1
240 2012 112.125.387 C. tropicalis 32 <1 <0,12 <1 1
241 2012 112.167.655 C. albicans 39 <1 <0,12 <1 1
242 2012 112.202.932 C. glabrata 21 <1 <0,12 8 1
243 2012 112.215.497 C. albicans 30 <1 <0,12 <1 1
244 2012 112.252.645 C. parapsilosis 24 <1 <0,12 <1 0,5
245 2012 112.252.862 C. parapsilosis 26 <1 <0,12 <1 0,5
246 2012 112.275.847 C. tropicalis 36 <1 <0,12 <1 0,5
247 2012 112.286.345 C. albicans 41 <1 <0,12 <1 0,5
248 2012 112.294.989 C. parapsilosis 20 <1 <0,12 8 1
249 2012 112.296.765 C. tropicalis 38 <1 <0,12 <1 0,5
250 2012 112.296.772 C. albicans 34 <1 <0,12 <1 0,5

NR = isolado n&o recuperado



Anexo 1 - Carta de aprovacao do comité de ética

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902

Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br
Sdo Paulo, 16 de dezembro de 2011.

Protocolo: 089 /2011 ;
Registro CEPIAL n° 030/2011 de 06/10/11
1° Parecer — Protocolo 076/2011 de 21/11/11

Projeto de Pesquisa: “Caracterizagdio de leveduras isoladas de corrente sanguinea de
pacientes atendidos em hospitais publicos do municipio de Salvador”.

Pesquisador Responsavel: Mércia de Souza Carvalho Melhem
Institui¢do: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL analisou e
deliberou em reunifio ordindria de 15 de dezembro de 2011, de acordo com a Resolug#io
CNS n°® 196 de 10 de outubro de 1996 e resolugdes complementares, o projeto na
categoria APROVADO.

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugdo CNS n° 196/1996 - cabe ao
pesquisador: a)desenvolver o projeto conforme delineado; b)elaborar e apresentar os
relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer
momento; d)manter em arquivo, sob sua guarda, por § anos, os dados da pesquisa,
contendo fichas individuais ¢ todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
e)encaminhar os resultados para publicagio, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico participante do' projeto; fjustificar, perante o CEP,
interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Os relat6rios parciais deverdo ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir
do inicio da pesquisa.

Luz Marina Trjillo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL

1? via — coordenador
2% via- CEPIAL
LMT/dvmp



