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RESUMO

Pacientes acometidos por neoplasias hematologicas realizam tratamento quimioterapico
intenso e tém alto risco de desenvolver infeccBes invasivas por espécies de Candida spp.
devido a baixa resposta imune, neutropenia e outros fatores de risco, contribuindo para uma
elevada morbimortalidade. Entretanto, devido a peculiaridades da imunossupressao a que sao
submetidos, a distin¢do entre os processos infecciosos ainda ndo é uma tarefa facil podendo
levar o paciente a 6bito. O presente estudo teve como objetivo diagnosticar candidemias e
avaliar o perfil epidemiologico e sensibilidade antifingica em pacientes acometidos por
neoplasias hematoldgicas. O diagnostico micoldgico foi realizado através da taxonomia
classica e automatizada e confirmado pela técnica molecular (PCR-Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e identificacdo protedmica (MALDI-TOF MS). O teste de sensibilidade
antifungica seguiu as recomendagdes M27-A3 do Clinical & Laboratory Standards Institute
(2008). A analise estatistica descritiva foi realizada no programa GraphPad Prism6 através do
teste exato de Fisher e célculo do Odds ratio (intervalo de confianca de 95% para p < 0,05).
Foram analisadas 105 amostras sanguineas de 62 pacientes internados no servi¢co de Onco-
hematologia do Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) no periodo de janeiro de 2015 a
setembro de 2015. Dentre estas, foram isoladas nove (8,57%) leveduras do género Candida,
sendo seis (66,66%) C. tropicalis e trés (33,34%) C. albicans. O ébito ocorreu em 66,6% dos
casos de candidemia demonstrando haver associagdo estatistica significativa (p = 0,03, Odds
Ratio = 5,53). O internamento em UTI, como fator de risco, foi associado a candidemia (p =
0,0008 Odds ratio = 24,8) e o choque séptico ao 6bito (p= 0,0476 Odds ratio= 25,67). Ao
teste de sensibilidade antiflngica, os isolados mostraram sensibilidade aos antimicoéticos
anfotericina B, caspofungina, micafungina, anidulafungina e fluconazol. Com base nos
resultados obtidos, conclui-se que candidemia € uma infeccdo invasiva frequente causada por
espécies de Candida ndo-albicans, em pacientes com neoplasias hematoldgicas, como a

espécie C. tropicalis.

Palavras-chave: Cancer. Candidemia. Candida. Diagndstico micologico. Sensibilidade a

antifangicos.



ABSTRACT

Patients affected by neoplasia hematological which require intense chemotherapy treatment
have high risk of developing invasive infections by Candida spp species due to low immune
response, neutropenia and other risk factors contributing to high morbimortality. However,
due to peculiarities of the immunosuppression that are submitted, the distinction between the
infectious processes is still not an easy task and may progress rapidly and take the patient to
death. The study aimed to identify the candidemia and epidemiological profile in patients with
hematologic neoplasia. The mycological diagnosis was performed by classical taxonomy and
automated and confirmed to molecular technique (PCR-polymerase chain reaction) and
proteomics (MALDI-TOF MS). The antifungal susceptibility testing followed the M27 -A3 &
recommendations of the Clinical Laboratory Standards Institute (2008). The descriptive
statistical analysis was performed using GraphPad Prism6 program through the Fisher exact
test and calculation of Odds ratio (95% confidence interval for p < 0.05) .Blood samples
(105) were analysed of 62 patients admitted in the oncohematology service of the Hospital of
Pernambuco (HCP) from January 2015 to September 2015. Among samples studied, nine
(8,57%) were found positive for yeasts of the genus Candida in which identified six (66,66%)
species C. tropicalis and three (33,34%) C. albicans. The death occurred in 66.6 % of cases of
candidemia demonstrated significant statistical association (p = 0,03, Odds ratio = 5,53). The
admission to the ICU, as a risk factor was associated with candidemia (p = 0.0008 Odds ratio
= 24.8) and septic shock with death (p = 0.0476 Odds ratio = 25.67). The antifungal
susceptibility testing, isolates were presented, in its entirety, sensitive to antifungal agents
amphotericin B, caspofungin, micafungin, anidulafungin and fluconazole. Among the patients
with candidemia 66,6% evolved to death. Based on these results, one can conclude that
candidemia is a common invasive infection caused by Candida non-albicans species in

patients with hematological malignancies, such as C. tropicalis species.

Keywords: Cancer. Candidemia. Candida. Mycological diagnosis. Antifungal susceptibility
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1 APRESENTACAO

As neoplasias malignas, também denominadas de cancer, sdo caracterizadas por um
conjunto de mais de cem doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células
malignas que invadem os tecidos e érgdos além das mutacGes no genoma de uma célula, que
podem se disseminar para outras regides do corpo. A origem é dada por condicGes
multifatoriais que podem agir em conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover a
doenga (INCA, 2016).

Nas ultimas décadas, o registro brasileiro de cancer tem apresentado novos casos
devido ao processo de envelhecimento populacional e as mudancas das relagfes entre pessoa
e meio ambiente. Esta condicdo clinica tem sido cada vez mais prevalente no Brasil e,
atualmente, € a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda causa de morte
nos paises em desenvolvimento sendo, por esta razdo, considerado um problema de salde
publica mundial (INCA, 2016).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e a Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer (IARC - Internacional Agency for Research on Cancer) estimam 27 milhGes de
casos novos e 17 milhdes casos de morte por cancer no mundo, para o ano de 2030. No
Brasil, a estimativa para o ano de 2016, e de, aproximadamente, 596 mil casos novos e 190
mil casos de morte por cancer o que demonstra a complexidade da doenca no pais (INCA,
2016).

As neoplasias podem ser classificadas em tumores sélidos e neoplasias
hematoldgicas (INCA, 2016). Os pacientes acometidos por estas neoplasias sao submetidos a
tratamento quimioterdpico e, com isso, desenvolvem imunossupressdo e, consequente
leucopenia e neutropenia. Esta é considerada uma das mais relevantes condic@es de risco para
0 aparecimento destas infec¢bes, principalmente se o nimero de neutrofilos for menor ou
igual a 500 celulas/mm?3 (HUGHES et al., 2002; DE LA SERNA et al., 2013; WALSH T. J. et
al., 2013). Ademais, outros fatores como a idade avancada, antibioticoterapia de amplo
espectro, uso de corticosteroides, cateter venoso central e imunossupressores contribuem para
0 aparecimento das infec¢des (COLOMBO et al., 2006 ).

Adicionalmente, a proliferacdo de células malignas, imunologicamente ineficazes,
substitui a producdo de células sanguineas normais podendo predispor o paciente as infeccdes
contribuindo, assim, para uma elevada razdo entre morbidade e mortalidade (HUGHES et al.,
2002; DE LA SERNA et al., 2013).



Diniz, M.V. Candidemias associadas a neoplasias hematoldgicas... 16

A proporcéo da infecgéo pode atingir cerca de 80% destes pacientes, nos quais, 20 a
30% estdo associados a infeccbes documentadas, sobretudo, as de origem flngica
(COLOMBO, 2013) sendo as infecgdes flngicas invasivas (IFl) importantes causas de morte em
pacientes com neutropenia que realizam quimioterapia para o tratamento das neoplasias (WALSH et
al., 2013).

As leveduras do género Candida séo o principal agente causador de IFI (RUHNKE et
al., 2012) sendo responsaveis por cerca de 80% das infeccdes fungicas em pacientes com
salde critica (COLOMBO et al., 2006; PAPPAS et al., 2009). Portanto, o diagndstico
fidedigno das IFI é fundamental para estudo epidemioldgico, clinico e avaliagdo da resposta
terapéutica, assim como, a selecdo dos antifungicos (COLOMBO et al., 2007; WALSH et al.,
2013). Atualmente, os antimicéticos mais utilizados no tratamento das infeccdes invasivas
nosocomiais incluem os polienos, azélicos e as equinocandinas (MACEDO et al., 2011; KIM
etal., 2014).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo diagnosticar
candidemias em pacientes acometidos por neoplasias hematoldgicas atraves da taxonomia
classica, automacao, identificagdo protedmica (MALDI-TOF MS) e teste molecular (PCR).
Além disso, avaliar a incidéncia, o perfil epidemioldgico das candidemias e de sensibilidade

antifungica.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candidemias e neoplasias hematoldgicas

As neoplasias hematoldgicas correspondem a um grupo heterogéneo de doencas
malignas que atingem os precursores hematopoéticos da medula 6ssea e além desta, envolvem
0 sangue, ganglios linfaticos, baco e figado. O desenvolvimento das mutaces genéticas nas
neoplasias hematoldgicas sofre influéncia de fatores de risco genéticos e ambientais. Nos
fatores genéticos, hd uma transformacdo maligna resultante do acumulo de mutacdes
geneticas. Os fatores ambientais compreendem 0s agentes quimicos, drogas, exposicdo a
radiacdo, tabagismo, alimentacdo e infecces (HOFFBRAND et al., 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as neoplasias hematoldgicas séo
classificadas em  neoplasias  mieloproliferatvas, neoplasias  mielodisplasicas /

mieloproliferativas, sindromes mielodisplasicas, leucemias mieloides agudas, neoplasias de
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células linfoides precursoras, neoplasias de células linfoide B maduras, neoplasias de celulas
T e NK maduras, linfomas de Hodgkin e linfomas ndo —Hodgkin (OMS, 2008).

De acordo com o INCA, dentre as neoplasias hematologicas mais frequentes,
estimam-se 5.540 casos novos de leucemias em homens e 4.530 casos novos em mulheres
para 0 ano de 2016. Esses valores correspondem a um risco de 5,63 casos novos para cada
100 mil homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres. Em se tratando do linfoma ndo-Hodgkin
(LNH), a estimativa para 0 ano de 2016, no Brasil, é de 5.210 casos novos em homens e 5.030
casos novos em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de 5,27 casos
novos a cada 100 mil homens e 4,88 a cada 100 mil mulheres. Em relagdo ao linfoma de
Hodgkin (LH) s&o 1.460 casos novos em homens e 1.010 casos novos em mulheres (INCA,
2016).

Os pacientes com neoplasias hematologicas fazem parte de um grupo de alto risco
para desenvolvimento de infec¢Bes. Dentre estas, as infec¢bes fungicas invasivas (IFI) sdo
uma das principais causas de morbimortalidade e promovem aumento do tempo de
internamento e custos hospitalares (WALSH et al., 2013; LI et al., 2014).

Em 2009, Lai e colaboradores investigaram a colonizacdo por Candida e os fatores
de risco para o desenvolvimento de IFI em pacientes com neoplasias hematoldgicas. O estudo,
realizado com 114 pacientes, mostrou que a leucopenia por mais de 10 dias e a
antibioticoterapia sdo fatores de risco para IFI.

Liu e colaboradores (2012) estudaram pacientes com neoplasias hematoldgicas,
infecgbes fungicas invasivas e seus fatores de risco. Os autores concluiram que a
quimioterapia com leucopenia, antibioticoterapia e a idade avangada contribuem para o
aparecimento de infecgdes invasivas.

Um estudo multicéntrico e prospectivo, em 2014, analisou a epidemiologia e 0s
fatores de risco no aparecimento de candidemias em pacientes hospitalizados com neoplasias
hematol6gicas. As IFI foram causadas, em sua maioria, por espécies de Candida ndo-
albicans (87,5%) sendo C. parapsilosis a espécie mais frequente. A taxa de mortalidade
encontrada foi elevada (45%) e associada ao tempo de internamento (GAMALETSOU et al.,
2014).

Tang e colaboradores (2014), estudaram fatores de risco associados a candidemia em
pacientes com neoplasias hematoldgicas e tumores solidos. A presenca de cateter venoso
central (99%), antibioticoterapia (93%), e imunossupressédo (86%) foram encontrados com

maior frequéncia.
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Li e colaboradores (2014) avaliaram, em abril de 2004 a abril de 2013, 1.922
pacientes adultos com neoplasias hematoldgicas internados por mais de 48 horas e, dos
episddios de infeccdo identificados, 20,51% foram de origem fangica. Neste estudo foi
encontrada associacdo entre a presenca de IFI e alguns fatores de risco como a neutropenia
(contagem absoluta de neutrofilos <1.500/mm3), presenca de cateter venoso central e
hospitalizagdo prolongada. Os autores concluiram que a neutropenia grave aumenta a
incidéncia de IFI e a taxa de mortalidade nestes pacientes.

Neste contexto, os fungos sdo agentes que colonizam a microbiota como saprobios.
Mas, em condi¢Oes especiais, como a deficiéncia no mecanismo de defesa humoral e celular
do hospedeiro, e a depender de alguns fatores de viruléncia dos fungos podem, como
oportunistas, promover doencas secundarias (LACAZ et al., 2002). A estrutura celular é
semelhante a dos outros eucariotos, constituida basicamente por uma membrana, um
citoplasma com as organelas distribuidas aleatoriamente, por todo interior celular e o nicleo,
que armazena o material genético (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2005).

A parede celular fangica € uma estrutura complexa composta por proteinas,
polissacarideos (80-90% da composicdo) e glicoproteinas interligados. Os polissacarideos
compreendem as glucanas, mananas e, em menor quantidade, a quitina. A parede celular
promove rigidez, suporte osmotico e protecdo fisica a célula. A membrana celular € composta
por uma camada bilateral de fosfolipideos intercalada por moléculas de ergosterol. (LACAZ
et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A maioria das infeccBes fangicas nos seres humanos € causada por fungos
oportunistas. Em condi¢cdes normais, o fungo pode colonizar a cavidade oral, tratos
gastrointestinal, respiratorio e urinario. A infeccdo se manifesta quando hd mudanca na
relacdo entre o hospedeiro e a microbiota, assim como o sistema imune (DE ROSSI et al.,
2011). Assim, em individuos imunologicamente competentes, a resposta imune aos fungos
acontece com eficacia, 0 que ndo ocorre em pacientes imunossuprimidos. A resposta imune
antifungica requer acdo da defesa imune inata e adaptativa (COSTA et al., 2008).

Portanto, o fungo para se tornar patogénico, lanca méo de varias estratégias de
viruléncia como: a habilidade para aderir em superficies epiteliais; evasdo do sistema
complemento e resposta celular; invasao do tecido através de producéo de enzimas (Figura 1).
(LIMetal., 2012; LUO S. et al.,2013).
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Figura 1: Mecanismos de evasdo do sistema imunolégico utilizados por Candida albicans
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(Saps: aspartil proteases; Pra 1: antigeno- 1 regulador pH; CR3: receptor complemento 3;
TLR : receptor toll like)

A adesdo as células epiteliais € fundamental a sobrevivéncia do fungo. Este
mecanismo acontece através de proteinas expressas na superficie do fungo, as adesinas, uma
familia de genes chamada Aglutinin-Like Sequence (ALS) que codificam oito destas
proteinas. As principais sdo: Ala 1p, Alslp e Hwplp (ALMEIDA et al., 2008; DE ROSSI et
al., 2011; LIM et al., 2012).

No processo de invasdo celular, a proteina Als3 se liga a caderinas de células
epiteliais e, assim, o fungo é endocitado pela célula hospedeira (ZHAO et al., 2004; DE ROSSI
etal., 2011).

Além disso, C. albicans utiliza a Als3 para se ligar a ferritina das células epiteliais e
adquirir o ferro, essencial para seu crescimento (ALMEIDA et al., 2008; DE ROSSI et al.,
2011). Este fungo é pleomorfico, ou seja, tem a capacidade de se diferenciar de levedura
(blastosporos) para a forma filamentosa (hifas ou pseudohifas). Esta caracteristica representa
uma resposta do fungo para sobreviver em condicOes adversas como variacOes de temperatura
e pH (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009; DE ROSSI et al., 2011; LIM et al., 2012).

As aspartil proteases (Saps) e fosfolipases (PL) também sdo enzimas importantes no

processo de invasdo ao hospedeiro, pois agem na degradagdo das barreiras fisicas (pele e
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mucosas), na digestdo das proteinas e evasdo do fungo dos linfocitos e células fagociticas (DE
ROSSI et al., 2011).

Ademais, a producdo de hemolisina, proteina que degrada hemacias, desempenha um
papel importante na viruléncia. Esta proteina é essencial devido a aquisicdo de ferro, um
elemento inorganico necessario ao desenvolvimento dos fungos. A habilidade de obté-lo é
fundamental para a manutencéo do processo infeccioso (SARDI et al., 2013).

No processo de evasdo do sistema complemento, C. albicans desenvolvem maneiras
de inibir a ativacdo desse sistema pela captura de reguladores do complemento, como Fator H,
FHL-1, C4BP e plasminogénio do plasma humano para superficie. Além disso, as proteinas de
superficie, como o Pral (antigeno 1 regulado por pH), fator H, Gpm1 (mutase fosfoglicerato 1),
Hgtpl (transportador 1 de glicose de alta afinidade) agem bloqueando os componentes do
complemento. O fator H é visto apenas nas células de leveduras; enquanto o Pral, Gpml e
Hotp 1 sdo expressos na superficie de hifas e leveduras. As Saps também atuam inativando e
degradando os componentes C3b, C4b e C5 do complemento (DE ROSSI et al., 2011; LIM et
al., 2012; LUO et al., 2013).

Na evasdo da resposta imune celular, C. albicans controlam a acdo dos fagdcitos
atraidos para o local através de mudancas nos MAMPs (padrdo molecular associado ao
micrdbio) na superficie da célula fungica para escapar do reconhecimento pelos PRRs (receptor
reconhecimento do patdgeno) dos fagdcitos, como a dectina-1. Ainda a respeito da resposta
celular, as células Thl medeiam protecdo dependente de fagdcitos onde hd producdo de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa e INF-gama. Enquanto as células Th2 estimulam a
produgdo de citocinas anti-inflamatdrias como as interleucinas IL-4 e IL-10 que estdo
associadas a desativacao de fagdcitos, falha na resposta imune humoral e progressdo da doenca
(COSTA etal., 2008; LIM et al., 2012; LUO et al., 2013).

O crescimento das formas filamentosas parece estar mais adaptado para evadir da
resposta celular com producdo de IL-4, enquanto a levedura é considerada a forma de
proliferacéo, pois induz a produgéo de IL-12 (COSTA et al., 2008; LIM et al., 2012; LUO et
al., 2013).

2.2 Perfil epidemiolégico das candidemias

Candidemias sdo infeccBes da corrente sanguinea causadas por espécies de Candida e
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correspondem as principais causas de infecgdes fiingicas nosocomiais. E a micose oportunista
mais importante no mundo que tem conduzido a uma crescente morbidade e mortalidade
(PAPPAS et al., 2009; NUCCI et al., 2010; CHEN et al., 2012; RUHNKE et al., 2012;
AHMADI et al., 2013; COLOMBO et al., 2013; TAJ-ALDEEN et al., 2014).

As leveduras do género Candida estdo inseridas taxonomicamente no Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae. SA0 micro-organismos eucaridticos, de forma ovoide ou esférica que se
reproduzem assexuadamente por brotamento ou gemulacdo, dando origem a células
denominadas blastoconidios ou de forma sexuada com produgdo de ascosporos (LACAZ et
al., 2002; GIOLO et al., 2010). Fungo polimorfico e dipldide que estd presente em humanos
como micro-organismo comensal, mas pode promover o desenvolvimento de Vvarias
patologias (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009; DE ROSSI et al., 2011).

Candida spp tém habilidade de modificar sua forma de levedura para filamentosa
(hifa ou pseudohifa) e pode crescer a temperatura de 37°C. A pseudohifa é uma célula
alongada e possui constri¢cBes entre as juncdes celulares assemelhando-se a levedura. A hifa
verdadeira € uma célula longa sem constricbes. Apenas as espécies C. albicans e C.
dubliniensis tém a caracteristica de formar hifa verdadeira (LIM et al., 2012).

A capacidade de polimorfismo da C. albicans é visto como um importante fator de
viruléncia onde a levedura ¢é a forma de disseminagdo do fungo e a hifa garante a invaséo do
fungo no epitélio tecidual (LIM et al.,2012).

O género Candida é constituido por, aproximadamente, duzentas diferentes espécies
de leveduras, mas apenas algumas, cerca de vinte, estdo associadas a micoses oportunistas em
humanos. As espécies de maior interesse clinico compreendem: C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae (ALVARES et al.,
2007; COLOMBO et al., 2012; COLOMBO et al.,2013). Entretanto, foram relatados casos
graves de infecgdes invasivas causadas por outras espécies de Candida ndo-albicans. Dentre
estas C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis e
C. inconspicua (COLEMAN et al., 1998; COLOMBO et al., 2013).

Atualmente, testes moleculares e protedmicos estdo sendo aplicados na revisdo
taxondbmica desempenhando papel fundamental na caracterizacdo de algumas espécies
emergentes, como as que compdem os complexos C. parapsilosis, C. rugosa e C. haemulloni
(TAVANTI et al., 2005; GONCALVES et al., 2010; COLOMBO et al., 2013).

O género Candida causa infeccao fungica invasiva com maior frequéncia (RUHNKE

et al.,2012; BAILLY et al., 2016) sendo responsavel por cerca de 80% das infec¢des fungicas
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em pacientes com salde critica e é a 4 causa mais comum de infec¢des de corrente sanguinea
(COLOMBO et al., 2003; PAPPAS et al., 2009; RUHNKE et al., 2012; QUINDOS et al.,
2014). A incidéncia de infecgdes fungicas invasivas por Candida é relatada em torno de 8%
com mortalidade de 40 a 60% em pacientes hospitalizados (BASSETI et al., 2013;
COLOMBO et al.,2003). Tal estimativa tem evidenciado a necessidade de diagnostico
precoce e tratamento adequado (BASSETI et al., 2014).

Nos Estados Unidos da América, na década de 90, um estudo realizado por Pfaller e
colaboradores em 50 hospitais, mostraram que Candida spp responderam por 8% dos 4.725
episodios de infecgdo de corrente sanguinea documentados naquelas instituicoes, sendo assim,
considerada a quarta principal causa de infeccdo invasiva (PAPPAS et al., 2009; CHEN et al.,
2012; AHMADI et al., 2013; QUINDOS et al., 2014) em hospitais terciarios americanos
(COLOMBO et al., 2013) e Europa, sendo responsavel por mais de 85% de todas as
fungemias (QUINDOS et al., 2014).

A incidéncia das candidemias invasivas (Cl) é mais elevada na América Latina,
Dinamarca e Espanha. Essas diferencas epidemioldgicas podem ser explicadas pela avaliacao
de fatores de risco na populacdo analisada, variacdo de idade e metodologias estudadas
(QUINDOS et al., 2014).

Os fatores especificos para Cl em pacientes com neoplasias hematoldgicas
compreendem colonizacdo por Candida, nutricdo parenteral, uso prolongado de antibidtico,
cateter venoso central e uso de agentes quimioterapicos (CORNELY et al., 2007; PAPPAS et
al., 2009; AHMADI et al., 2013; COLOMBO et al., 2013; LI et al., 2014; QUINDOS et al.,
2014). Contudo, o fator de risco mais importante para a ocorréncia de Cl é considerado a
neutropenia prolongada (LLAMAS et al., 2012; YONGHUA LI et al., 2014).

A espécie C. albicans continua sendo considerada o agente mais incidente de
candidiase invasiva (COLOMBO et al., 2006; MIMICA et al., 2009; PAPPAS et al., 2009;
TAJ-ALDEEN et al., 2013). Todavia, espécies emergentes de Candida ndo-albicans
aparecem promovendo infeccBes, devido ao aumento do uso profildtico de drogas
antifangicas (BASSETTI et al., 2010; CHEN et al., 2012).

Quanto aos aspectos epidemioldgicos e terapéuticos, é essencial identificar a espécie
da levedura para monitorar taxas de infeccdo hospitalar e permitir o diagnostico precoce de
surtos de infecgdes por Candida. Tal procedimento é fundamental para definir o esquema
terapéutico e diminuir o tempo de internamento e custos hospitalares, pois apesar

de C.albicans ser a espécie mais frequentemente isolada nas infec¢des invasivas, a incidéncia
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de espécies de Candida ndo-albicans ¢ crescente (QUINDOS et al., 2014) e, em alguns casos,
associada a altas taxas de mortalidade (MIMICA et al., 2009).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém relatado uma progressiva mudanca na
etiologia das candidemias invasivas em diferentes grupos de pacientes e servigos hospitalares
distintos. O padrdo etioldgico de candidemias sofre variacbes geogréficas relevantes
documentadas em diferentes paises. Entretanto, C. albicans permanece sendo a espécie mais
frequente em varios estudos (QUINDOS et al., 2014).

Apesar disso, a incidéncia de infecgdes causadas por espécies de Candida ndo-
albicans tem crescido em todo o mundo. Esta mudanca epidemioldgica pode estar associada a
imunossupressao severa, uso de antibioticos de amplo espectro e em pacientes de idade
avancada (HORN et al., 2009; SARDI et al., 2013).

Al Tthagafi e colaboradores (2014) avaliaram, no periodo de janeiro de 2002 a
dezembro de 2009, 252 pacientes com candidemia e cancer encontrando, em pacientes com
neoplasia hematoldgica, C. albicans (34,1%) seguida por C. tropicalis (15,5%), C.
parapsilosis (11,9%) e C. glabrata (9,1%). Destes, houve uma taxa de mortalidade de 50,0%
para as especies de C. albicans e 57,8% para as espécies de Candida ndo-albicans.

Estudo retrospectivo realizado por Chen e colaboradores (2012), em um centro
médico tercidrio, em Taiwan entre 2006 a 2009 mostrou que nos 447 episédios de
candidemia, C. albicans foi a espécie mais frequentemente identificada (57,7%), seguida por
C. tropicalis (15,0%), C. parapsilosis (13,0%) e C. glabrata (8,3%).

Doi e colaboradores (2016) estudaram 2.563 episodios de infec¢cdes nosocomiais no
periodo de 2007 a 2010 e concluiram que Candida spp. foi 0 sétimo agente mais prevalente
dos casos em pacientes com malignidades e C.albicans foi a espécie mais frequente.

C. tropicalis ¢ isolada mais frequentemente em pacientes com tumores sélidos ou
neoplasias hematoldgicas e em pacientes com idade avancada (> 70 anos). Na Asia e parte da
América Latina (Brasil e Colémbia), ela aparece como segundo agente promotor de infeccéo
invasiva (LIM et al., 2012; QUINDOS et al., 2014). Age como oportunista em hospedeiro
neutropénico quando ha supressdo da flora bacteriana e danos na mucosa gastrica. Esta
espécie apresenta sensibilidade a anfotericina B e, na maioria das vezes, aos triazélicos (DE
CASTRO et al., 2012).

Em paises de América Latina, particularmente o Brasil, C. tropicalis, oportunista em
pacientes neutropénicos, é relatada como o segundo ou terceiro agente etiolégico mais comum
de candidemia em pacientes com neoplasias, sendo sua frequéncia maior em leucemias e

menor em tumores sélidos.
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Na pesquisa desenvolvida em 2012, Chen e colaboradores verificaram que C.
albicans foi a espécie de Candida mais comum encontrada em pacientes da Europa, Estados
Unidos e Taiwan seguida de C. tropicalis. Esta foi associada mais frequentemente a pacientes
com leucemia e neutropenia prolongada.

Em Taiwan, Tang e colaboradores (2014) estudaram 41.440 pacientes com cancer e
diagnosticaram 242 episddios de candidemia. Dentre as espécies de Candida encontradas nas
neoplasias hematoldgicas, C. albicans foi a mais comum (63,0%) seguida pela C.tropicalis
(22,2%), C.parapsilosis (7,4%) e C.glabrata (7,4%). A elevada taxa de mortalidade (50,8%)
foi associada a auséncia de tratamento com antifingicos.

Um estudo epidemioldgico mostrou que as espécies de Candida ndo-albicans foram
mais predominantes na Asia, Sul da Europa e América do Sul e que a espécie C.tropicalis
apareceu com mais frequéncia na Argentina e Asia Oriental dependendo da regio e tipo do
estudo. Esta espécie foi associada a neoplasia hematoldgica e neutropenia (FALAGAS;
ROUSSOS; VARDAKAS, 2010).

No Sul da india, Adhikary e Joshi (2011) estudaram candidemias por dois anos e,
encontraram a seguinte distribuicdo C. tropicalis (39,7%), C. albicans (26,4%), C. lipolytica
(5,8%), C. famata (4,4%) e C. parapsilosis (4,4%). A taxa de mortalidade foi de 37% nos
pacientes com malignidades hematoldgicas em tratamento quimioterapico. As especies de C.
tropicalis foram sensiveis a anfotericina B e voriconazol.

Chander e colaboradores (2013) no Norte da india, analisaram amostras de sangue
em pacientes imunocomprometidos e encontraram 40,7% de C.tropicalis, C.albicans (29,6%),
C.glabrata (18,5%) e outras (11,1%). Neste estudo, houve associagdo entre candidemia e uso
de antimicrobianos de amplo espectro e cateter venoso central. Além disso, 81,8% dos
isolados de C.tropicalis, apresentaram resisténcia ao fluconazol e 72,7% ao itraconazol.

C. glabrata aparece como segunda ou terceira causa mais frequente de candidemias
nos Estados Unidos e Europa. Isolados desta espécie apresentam menor sensibilidade ao
fluconazol e, alguns estudos demonstram que cerca de 10% destas amostras apresentaram
resisténcia a este farmaco. Por conseguinte, ha um aumento de infeccdes causadas por C.
glabrata em pacientes expostos, por longos periodos, a esse antifingico (DE CASTRO et al.,
2012; DEMITTO et al., 2012; COLOMBO et al., 2013).

Na América do Norte, por exemplo, observa-se o predominio de C. glabrata entre as
espécies de Candida ndo- albicans; na America do Sul, ha frequéncia mais elevada de C.
parapsilosis e C. tropicalis (COLOMBO et al., 2003).
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Apesar disso, em outros paises, C.glabrata € a espécie menos comum. Na América
Latina, ha baixa frequéncia correspondendo a apenas 4-7% de todas as demais (PFALLER et
al., 2012).

No Brasil, 0 aumento crescente de isolados de C. glabrata nos periodos de 1995-
2003 até 2005-2007 foi identificado em hospitais que administravam, mais frequentemente, o
fluconazol para o tratamento de candidiases invasivas (QUINDOS et al., 2014).

Na Espanha, de 2008 a 2009 foram analisados isolados de Candida spp de 79 centros
médicos e, aproximadamente, 90-95% destes, corresponderam a cinco espécies: C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (QUINDOS et al., 2014).

Bailly e colaboradores (2016) em estudo retrospectivo na Franga, em pacientes com
neoplasias hematoldgicas e tumores solidos, encontraram 19,5% das infe¢Ges invasivas
devido a Candida spp. onde a distribuicdo das espécies foi C. albicans (53%), C. glabrata
(16,2%), C. parapsilosis (7,9%) e C. tropicalis (7,5%).

C. glabrata e C. krusei estdo associadas com tumores solidos, pacientes idosos (> 65
anos), neonatos neutropénicos, transplantados e uso de corticoides. C. glabrata é a espécie
emergente mais importante como causa de infeccdo invasiva nos Estados Unidos sendo
responsavel por 20-24% de todas as espécies. Um estudo demonstrou que C. glabrata elevou
a incidéncia de infec¢bes fangicas invasivas, dentre as espécies de Candida, nos Estados
Unidos (QUINDOS et al., 2014). Em ambas as espécies, faz-se necessario o uso de altas doses
de anfotericina B para o tratamento de infec¢6es invasivas (COLOMBO et al., 2013) .

C. krusei é um patogeno hospitalar ocasional e aparece em pacientes com neoplasias
hematoldgicas e transplantados. C. krusei é resistente ao fluconazol e, provavelmente, por
isso, hd aumento de relatos em pacientes neutropénicos expostos, prolongadamente, a este
antifingico. Mas, na maioria dos casos, apresenta sensibilidade ao voriconazol (DE CASTRO
etal., 2012; DEMITTO et al., 2012; COLOMBO et al., 2013).

C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis compdem complexo
que esta associado a manifestagdes clinicas que incluem endocardite, artrite séptica,
peritonite, fungemia e infec¢cdes neonatais (TAVANTI et al., 2005).

C. parapsilosis é responsavel por 7% a 15% das candidemias nos Estados Unidos e
Europa. Em paises da América Latina, aparece como segunda causa de infeccdo fungica
invasiva. Sua incidéncia é maior em criangas e recém-nascidos, internados em unidades de
terapia intensiva, sendo responsével por 17-50% dos casos (DE CASTRO et al., 2012).

No Brasil, C.parapsilosis pode ser encontrada em todas as idades e, mais

frequentemente, em hospitais da rede publica (COLOMBO et al., 2013). Esta espécie se
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mostra sensivel & anfotericina B, triazdlicos, equinocandinas (DE CASTRO et al., 2012;
COLOMBO et al., 2013) e é associada a menor taxa de mortalidade (CHEN et al., 2013).

Estudo realizado em seis hospitais terciarios do Rio de Janeiro e Sdo Paulo-Brasil,
analisando 145 episddios de candidemia, mostrou que as espécies mais frequentes foram C.
albicans (37%), C. parapsilosis (25%), C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C.
glabrata (4%) (COLOMBO et al.,2003).

Em estudo epidemioldgico realizado no Brasil por Colombo e colaboradores (2007),
foram identificados 7.038 episddios de infeccdo invasiva sendo as espécies de Candida spp
responsaveis por 282 (4%), destes C. albicans foi a mais frequente, mas as espécies de
Candida ndo-albicans corresponderam a 62% dos casos, nos quais predominaram C.
parapsilosis e C. tropicalis.

Singaravelu e colaboradores (2014) mostraram C. parapsilosis como principal agente
causador de infeccio na Europa, Asia e America do Sul. Nos isolados analisados,
encontraram incidéncia de C. parapsilosis de 15,5% na America do Norte, 16,3% na Europa e
23,4% na América Latina. Nos Estados Unidos ¢ a terceira espécie mais comum como causa
de sepse em neonatos. Os autores estudaram os fatores que influenciam na viruléncia da C.
parapsilosis como aderéncia, metabolismo de lipideos e secre¢do de enzimas hidroliticas.

Devrim e colaboradores (2015) estudaram, na Turquia, 135 episédios de candidemia
em 114 pacientes pediatricos com cancer no periodo de 2007 a 2013 e encontraram C.
parapsilosis (61,4%) como principal agente da candidemia e, em seguida, C.albicans
(18,5%), e C.tropicalis (14,8%). A taxa de mortalidade no estudo foi de 4,44%.

Diante deste contexto, a analise das diferencas geograficas das espécies de Candida
spp. e perfil de sensibilidade in vitro a agentes antifungicos sdo importantes para avaliar
mudancas na distribuicdo destas espécies e comportamento frente as novas drogas (MIMICA
et al.,, 2009; TAJ-ALDEEN et al., 2013). O diagnostico fidedigno dessas espécies &
fundamental para estudo epidemioldgico e clinico, assim como, a avaliacdo da resposta
terapéutica. (COLOMBO et al., 2007).

2.3 Antifangicos e seus mecanismos de agao

As substancias com potencial antifungico surgiram na década de 1950 com o

aparecimento dos polienos (nistatina e anfotericina B). A partir dos anos 70, os azois
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(cetoconazol, itraconazol, fluconazol) surgiram no mercado com extensa aplicagdo devido a
seu amplo espectro e menor toxicidade. Em 1990, foi lancada a nova formulacdo da
anfotericina B, chamada formulacdo lipidica, que apresentava menor toxicidade renal. A
introducdo destes farmacos no mercado representou um grande avanco no controle das
infeccdes fungicas (LLAMAS et al., 2012)

O uso indiscriminado dos az6is promoveu 0 aparecimento de espécies emergentes
com capacidade de resistir as drogas existentes. Para este fim, nos anos 2000,surgiu uma nova
promessa de drogas antifingicas, as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e
micafungina) (BIDART et al., 2004).

A profilaxia com agentes antifungicos em pacientes com febre persistente e uso de
antibioticoterapia de amplo espectro pode ser aplicada na suspeita de IFIl. Nestes casos, alguns
antimicaéticos sdo indicados para tratamento empirico, como a anfotericina B desoxicolato
(AMB-D), anfotericina B lipossomal, itraconazol, voriconazol ou caspofungina (KIM et al.,
2014).

Devido as distintas caracteristicas de varias espécies de Candida, do ponto de vista
terapéutico e epidemioldgico, ha necessidade de identificar as leveduras ao nivel de espécie, e
avaliar a sensibilidade desses micro-organismos frente aos principais antifungicos. Esse
procedimento é fundamental para permitir a escolha do esquema terapéutico adequado
(DEMITTO et al., 2012). Além disso, o tratamento das candidemias ndo é abrangente devido
ao surgimento de dificuldades ocasionadas pela elevada toxicidade dos antifungicos e
aumento de espécies resistentes (KHAN et al., 2007).

Os antifungicos utilizadas no tratamento das candidiases compdem quatro classes de
medicamentos: polienos, azdlicos, analogos de nucleosideos e equinocandinas (PAPPAS et al.
2009, KATHIRAVAN et al. 2012). Os polienos incluem a anfotericina B e suas formulacGes
(desoxicolato, complexo lipidico e dispersdo coloidal). Os azolicos: fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e ravuconazol. Na classe dos analogos nucleosidicos, a fluocitosina
é o farmaco mais conhecido. Quanto as equinocandinas, sdo conhecidas trés drogas
principais: caspofungina, micafungina e anidulafungina (MARTINEZ et al, 2006).

Os polienos, especificamente a anfotericina B, origina-se do actinomiceto
Streptomyces nodosus, tém acdo fungicida ligando-se ao ergosterol, esterdide presente na
membrana de fungos sensiveis, alterando a permeabilidade desta e causando a perda de
constituintes citoplasmaticos. Além disso, leva a uma lesdo oxidativa que resulta em

alteracdes metabolicas prejudiciais a sobrevida celular (KATHIRAVAN et al. 2012).
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A formulacdo lipossomal apresenta menor toxicidade na infusdo, ou seja, as reacoes
adversas agudas tais como febre, calafrios, tremores, nausea, vomitos e dor de cabeca e baixa
toxicidade renal. Em se tratando das formulacdes lipidicas, o indice terapéutico pode ser
ajustado permitindo o uso de doses mais elevadas com reduzida toxicidade renal (FILIPIN;
SOUZA, 2006). A anfotericina B lipossomal é um agente antifungico indicado como terapia
alvo para infecgfes fungicas invasivas devido ao seu amplo espectro e sua eficacia (DE LA
SERNA etal., 2013).

Pfaller e colaboradores (2002) estudaram amostras de pacientes oriundos dos Estados
Unidos, Canada, América Latina e Europa onde C. albicans foi a espécie mais encontrada
sendo esta mais susceptivel a anfotericina B (CIM = 1,0 mg/ml) seguida pelos isolados
resistentes de C. glabrata (CIM = 4,0 mg/ml), C. parapsilosis (CIM = 4,0 mg/ml) e C. krusei
(CIM = 8,0 mg/ml).

Em 2014, Kalantar e colaboradores identificaram nos isolados estudados 40% de
espécies de C. albicans e 60% de espécies de Candida ndo-albicans e elevada resisténcia ao
antifingico anfotericina B em todos os isolados de Candida ndo-albicans.

Os azolicos tém acdo fungistatica e atuam inibindo a enzima 14 alfa-demetilase,
codificada pelo gene ERG11, do citocromo P450 dos fungos, bloqueando a demetilagcdo do
lanosterol e a sintese de ergosterol, o que altera a permeabilidade da membrana e a viabilidade
fangica. Esse bloqueio ocorre pela ligacdo do atomo de nitrogénio do anel imidazolico ou
triazélico ao grupo heme da 14-o-demetilase que se encontra no sitio ativo da enzima,
impedindo sua atividade. Também agem modificando a sintese de lipideos e inativando
enzimas do processo oxidativo dos fungos (CANUTO et al.,2002;KATHIRAVAN et al.
2012).

Estudo desenvolvido por Pfaller e colaboradores (2003), entre o periodo de 1992 a
2001, em varias regides dos Estados Unidos evidenciou C. glabrata (18,3%) como a espécie
mais comum das espécies de Candida nédo-albicans. Além disso, verificaram que 12% dos
isolados de C. glabrata apresentaram resisténcia ao fluconazol. Os autores ndo encontraram
associacdo entre a incidéncia da espécie e sua resisténcia ao antifingico testado.

No Japdo, entre outubro de 2006 e marco de 2013, Koh e colaboradores
demonstraram a eficacia clinica em 68,9% dos 103 pacientes com neoplasias hematologicas e
neutropenia febril tratados, empiricamente, com voriconazol.

Um estudo multicéntrico realizado na Coréia (2014) por Kim e colaboradores,

avaliou a administracdo empirica do itraconazol em 438 pacientes com neoplasias
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hematoldgicas que possuiam neutropenia febril persistente e demonstrou eficacia em 56,5%
dos casos estudados.

Em 2015, Farmakiotis e colaboradores identificaram C.glabrata como a mais comum
das espécies de Candida ndo-albicans em isolados de pacientes com cancer. Os autores
constataram 20,5% dos isolados com CIM > 64 mg/L para o fluconazol e 10,3% foram
resistentes a caspofungina. Além disso, encontraram associacdo entre o inicio precoce do
tratamento com reducéo da taxa de mortalidade.

Won e colaboradores (2015) realizaram estudo multicéntrico na Coréia em pacientes
com neoplasias hematoldgicas através da identificacdo de isolados de Candida spp..As
espécies mais frequentes foram C. albicans (40,4%), C. parapsilosis (19,9%), C. tropicalis
(17,6%) e C. glabrata (14,2%). Os autores identificaram aumento significativo no uso do
fluconazol entre os anos de 2005 e 2011 e aumento na taxa de resisténcia ao fluconazol
(CIM> 64 ug/ml) em isolados de C. glabrata com associagdo entre o aumento do uso do
fluconazol e incidéncia de C. glabrata.

As equinocandinas, formadas a partir da fermentacdo de alguns fungos como
Aspergillus nidulans e Glorea luzonensis, apresentam seu mecanismo de acdo baseado na
inibigdo da sintese da f-D- 1,3 glucana codificada pelo gene FKS1, essencial para a formacao
da B - glucana, componente da parede celular. Elas possuem acgéo fungicida para todas as
espécies de Candida, incluindo as resistentes ao itraconazol e fluconazol, como C. glabrata
(SANGLARD; ODDS, 2002; DIOMEDI et al., 2004; KATHIRAVAN et al., 2012).

As equinocandinas agem inibindo, de forma competitiva, a sintese de D-glucano,
principal polissacarideo da célula e que representa cerca de 50-60% do peso seco da
membrana. Essa inibi¢do leva a instabilidade e rompimento da parede com morte celular. Os
efeitos adversos desta droga sdo minimos, pois o alvo ndo é visto nas células dos mamiferos
(SANGLARD; ODDS, 2002; DIOMEDI et al., 2004; KATHIRAVAN et al., 2012).

Como a maioria dos pacientes neutropénicos com neoplasias hematoldgicas sdo
tratados, profilaticamente, com os antifungicos triazélicos (fluconazol, voriconazol ou
poaconazol), as equinocandinas (anidulafungina, micafungina e caspofungina) séo
recomendadas no inicio do tratamento das candidemias invasivas nestes pacientes (BORGES-
SAetal., 2012; WALSH et al., 2004).

As equinocandinas tém rapida acdo fungicida contra as espécies de Candida spp e
baixa toxicidade sendo, assim, considerada uma boa opcéo nos pacientes graves (BORGES-
SAetal., 2012; WALSH et al., 2004).
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Bailly e colaboradores (2016) estudaram, na Franca, isolados de pacientes com
neoplasias hematoldgicas e malignidades solidas e a sensibilidade antifingica onde
verificaram que os isolados de C. albicans mostraram sensibilidade ao fluconazol (CIM 0- 0,5
mg/ml). Resisténcia a esta droga foi notada em isolados de C. glabrata e C. parapsilosis.
Quanto ao antifangico voriconazol, foi evidenciada resisténcia em duas espécies C.albicans e
C. glabrata. Todos os isolados demonstraram sensibilidade a anfotericina B. Entretanto, o
aumento da CIM para anfotericina B foi visto em isolados de C. tropicalis ap0s seis meses do
seu uso. Em relacdo as equinocandinas, o estudo comprovou um aumento do consumo da
caspofungina e micafungina no qual foi relacionado ao aumento da CIM em isolados de C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis ap6s alguns meses do seu uso.

O uso dos antifangicos deve ser acompanhado pela susceptibilidade antifungica
devido a resisténcia apresentada ao fluconazol pelas espécies C. glabrata e C. krusei
(WALSH et al., 2013).

Portanto, alguns critérios devem ser estabelecidos para a selecdo das drogas
antifingicas, como diferencas no espectro de atividade antifungica, biodisponibilidade,
formulacdo, interacdo medicamentosa e efeitos colaterais, 0 que torna indispensavel o
conhecimento das classes de medicamentos para se obter resposta terapéutica adequada
(MACEDO et al., 2011).

2.4 Mecanismos de resisténcia antiflngica

Atualmente, varios estudos tém relatado a importancia do mecanismo de resisténcia
antifungica entre as espécies de Candida por ser um transtorno crescente. A resisténcia aos
antiflngicos estéa relacionada ao uso indevido destas drogas levando a um tratamento ineficaz
(DE CASTRO et al., 2012). Deste modo, algumas espécies de fungos emergentes, como as de
Candida ndo-albicans, vém apresentando resisténcia aos antifingicos mais comumente
utilizados, os polienos; pois, a utilizacao profilatica ou empirica de drogas antifungicas pode
acarretar o aparecimento de cepas resistentes secundarias e a substituicdo de espécies
suscetiveis por outras com resisténcia intriseca (COLOMBO et al., 2007).

Algumas limitacdes nos métodos convencionais de diagnostico, como a baixa
sensibilidade (GIOLO et al., 2010) e o tempo elevado, favorecem o tratamento empirico com
antifingicos em pacientes com alto risco para infeccdo promovendo o aparecimento de
resisténcia a estes farmacos (CORNELY et al., 2007; DEMITTO et al., 2012; ZABALZA etz

al., 2013). Em consequéncia disso, ha necessidade de desenvolver outros métodos para
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obtencdo de diagndstico preciso e rapido, como as técnicas moleculares e protedmicas para,
assim, optar pelo antifungico mais eficaz e de menor toxicidade. Ademais, é importante
avaliar a resisténcia in vitro e in vivo em isolados de Candida n&o-albicans, assim como, a
resisténcia inata e adquirida (GIOLO et al., 2010).

Apesar de C. albicans ser a espécie mais comumente encontrada nas infecgdes
invasivas, algumas espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabratra, C. krusei, C.
lusitaniae e C. guillermondii tém surgido retratando a mudanca nesse quadro atual. A
variacdo na distribuicdo das espécies pode estar relacionada com o potencial de viruléncia e a
resisténcia desses micro-organismos aos antifungicos (DEMITTO et al, 2012).

Nesse contexto, a resisténcia aos azolicos envolve quatro mecanismos: reducéo da
concentracdo do farmaco, alteracdo do sitio alvo, regulacdo positiva da enzima alvo e desvio

na via de biossintese (Figura 2).

Figura 2: Mecanismos de resisténcia antifingica
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Fonte: Adaptado www.microbiologia.vet.br

A diminuicdo do antifingico intracelular ocorre pela regulacdo positiva de genes
codificantes para as proteinas de multirresisténcia (CDR1 e CDR2) e principal facilitadora de

transporte (MDR), que constituem as bombas de efluxo responsaveis pelo bombeamento da
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droga do meio intracelular para o meio extracelular (KANAFANI & PERFECT et al., 2008;
ZHANG et al., 2013).

A alteracdo do sitio alvo acontece atraves da mutacdo do gene ERG11 (ERGI6,
CYP51) que altera a sequéncia de DNA que codifica a enzima lanosterol 14 alfa-demetilase,
alvo para as drogas antifngicas azolicas. Com a mudanca na configuragdo desta enzima
havera diminuicdo na afinidade por estes farmacos (KANAFANI & PERFECT et al., 2008;
COLOMBO et al., 2013; ZHANG et al.,2013).

Na regulacédo positiva da enzima ha manutencéo de altas concentragGes desta, mesmo
na acdo do farmaco; ndo sendo suficiente para inibir a enzima disponivel em grandes
quantidades. Esta regulacdo pode acontecer com aumento da tradugdo do gene para RNA
mensageiro (RNAm) que contém a informacdo para a tradugdo na enzima, aumento da taxa de
transcricdo do RNAm, diminuicdo da degradagdo do RNAm ou da enzima produzida
(KANAFANI & PERFECT et al., 2008).

O desvio na via de biossintese é decorrente da inibicdo da enzima 14- alfa-
demetilase, catalizadora da sintese do ergosterol. Consequentemente, hd& o acimulo do
precursor lanosterol que é convertido em 14-a-metilfecosterol e sofre a¢ao da enzima A-5,6-
desaturase, resultando em produtos toxicos. Todavia, com a inativagdo da A-5,6-desaturase,
ocorre 0 acumulo do 14-a-metilfecosterol, mantendo as membranas intactas e inibindo a agdo
dos azdlicos (COLOMBO et al., 2013).

A resisténcia adquirida a anfotericina B é rara e esta relacionada, na maioria das
vezes, com alteracBes genéticas que modificam a composicdo dos esterdis na membrana
celular. A alteragdo dos genes que codificam as enzimas C-5 esterol desaturase (ERG3) e A-
(24)-esterol metiltransferase (ERG6), envolvidas na biossintese do ergosterol, faz com que
ocorra 0 acumulo de outros esterois, que ndo o ergosterol, diminuindo o alvo para esse
antifungico (VANDEPUTTE et al., 2007, KANAFANI & PERFECT , 2008).

A resisténcia as equinocandinas aparece em casos de mutacdo no gene FKS1. A
sensibilidade reduzida € observada em testes de suscetibilidade in vitro para esse antifingico
em consequéncia do chamado “efeito paradoxal”. Neste efeito, o fungo suporta altas
concentracdes desse farmaco nos testes in vitro, devido ao aumento da sintese de quitina que
aumenta a rigidez da parede celular (KANAFANI & PERFECT, 2008).

Na ultima década, pesquisadores empenham-se em estudar 0S mecanismos
moleculares que estdo associados a resisténcia aos antifangicos como Pfaller e colaboradores

(2011) que evidenciaram os mecanismos moleculares mais comuns de resisténcia antifungica
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adquirida aos azolicos: indugdo de bombas de efluxo pelos genes MDR ou CDR e mutacGes
no gene ERG11, codificador da enzima alvo.

Colombo e colaboradores (2013), demonstraram mecanismos de resisténcia atraves
do efluxo da droga em isolados de C. glabrata. Muta¢des no gene ERG11 e mudancgas na
enzima 14-alfa-demetilase foram descritas com C.krusei e fluconazol.

Estudo realizado por Zhang e colaboradores (2013), para avaliar a susceptibilidade
da C. albicans aos antifungicos azdlicos, mostrou associacdo entre mutacdes do gene ERG11
e resisténcia aos azélicos em isolados clinicos na China.

Em 2014, Ricardo e colaboradores estudaram isolados de C. krusei obtidos de
pacientes com leucemia durante terapia com voriconazol e avaliaram 0s mecanismos de
resisténcia envolvidos. Os autores constataram a presenca de mecanismos de resisténcia in
vivo e in vitro apos longo periodo de tratamento com este antifingico mostrando papel

relevante no efluxo da droga e mutagéo na enzima alvo ERG 11p.

3. METODOS

3.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi submetida para analise ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) com registro de aprovacdo (CAAE: 36507614.0.0000.5208) para posterior
desenvolvimento do estudo, de acordo com a Resolugdo n® 466/12 do Conselho Nacional de
Salde, a qual preconiza sobre a ética da pesquisa envolvendo seres humanos, e garante a
privacidade do sujeito envolvido na pesquisa (ANEXO A).

Ademais, atendendo aos critérios estabelecidos, os dados obtidos ficardo arquivados,
a responsabilidade do pesquisador, pelo periodo minimo de cinco anos.

Os pacientes que, ap6s informacdo, concordaram em participar da pesquisa,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE (APENDICE A). Na
ocasido, foram esclarecidos a justificativa, os objetivos, beneficios e procedimentos
utilizados, assim como, 0s possiveis riscos que poderiam acometer ao paciente em suas fases

de execucéo.
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3.2 Locais de desenvolvimento do estudo

Os pacientes estudados estavam internados no Servico de Onco-hematologia do
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) — Centro de referéncia em oncologia no Estado de
Pernambuco.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Central do Hospital Agamenon
Magalhdes-PE, Laboratorio de Micologia Médica e de Biologia Molecular do Departamento
de Micologia Médica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Centro de
Tecnicas Estratégicas do Nordeste (CETENE).

3.3 Populacao
A populagdo do estudo incluiu pacientes diagnosticados com neoplasias

hematologicas, de ambos 0s géneros, com idade a partir de 18 anos, internados no Servico de

Onco-hematologia do Hospital de Cancer de Pernambuco.

3.4 Periodo de referéncia
O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2015 a setembro de 2015 e teve inicio

com a avaliacdo de prontudrios para selecdo dos pacientes que atendessem aos critérios de

inclusdo da pesquisa.

3.5 Desenho e tipo de estudo

O desenho do estudo experimental foi do tipo exploratdrio e prospectivo com analise

das candidemias desenvolvidas em pacientes acometidos por neoplasias hematoldgicas.

3.6 Método de coleta e processamento das amostras
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O registro dos pacientes foi efetuado através do preenchimento de uma ficha de
dados pessoais e clinicos (APENDICE B). Posteriormente, foi executada a coleta do material

bioldgico para o diagndstico laboratorial micologico.

3.6.1 Coleta das amostras de sangue

O material bioldgico utilizado na pesquisa, o sangue periférico, foi adquirido para
realizar os exames de hemograma, a proteina C reativa e diagndstico laboratorial micolégico.
A pungdo venosa foi realizada de acordo com os critérios preconizados pela
ANVISA (2013) nas seguintes etapas:
e Lavagem das mdos com agua e sabao;
e Preparacdo do material com identificacdo do frasco com nome do paciente, leito, data,
hora e local de coleta (sitio anatdmico), imediatamente ao procedimento;
e Limpeza da tampa de borracha com algoddo embebido em alcool 70%;
e Ap0s a escolha do melhor local de puncdo para a coleta de sangue; colocar o garrote e
escolher a veia mais calibrosa e menos movel;
e Realizacdo da antissepsia com clorexidine alcoolico 0,5% ou alcool iodado ou alcool
70%, friccionando a pele em circulos semiabertos a partir do ponto a ser puncionado;
e Puncdo venosa com coleta de 5 a 10 mL de sangue em dois tubos de hemocultura, 01
mL para o tubo sem anticoagulante e 2,7 mL para o tubo com o anticoagulante Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético-EDTA,;
e Transferéncia da amostra para os frascos adequados. Lavagem das maos.

Encaminhamento das amostras ao laboratorio.

Para tanto, foram utilizados frascos a vacuo (BD- Becton-Dickinson,Franklin Lajes,
NJ, USA). A amostra coletada com EDTA foi utilizada para a realizagdo do hemograma
através do analisador hematoldgico LH 750® Coulter (Principio Coulter- Beckman Coulter) e
do exame direto.

Além desta, foi coletada uma amostra sem anticoagulante em tubos a vacuo (BD-
Becton-Dickinson (Franklin Lajes, NJ, USA), em quantidade minima de 01 mL, para
realizacdo do analito bioquimico de proteina C reativa através do analisador automatico

Vitros 250 (Orho-Clinical Diagnostics; Bioguimica Seca- Johnson e Johnson).
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Apbs a coleta, as amostras de hemocultura foram dispensadas em frascos BD
BACTEC™* Plus Aerobic contendo meio Brain Heart Infusion-BHI (Infusdo de cérebro e
coracao) para diagnéstico micoldgico atraves da taxonomia classica e automatizada. Esta
altima foi desenvolvida através do equipamento Bactec 9120/ Phoenix-BD ( Becton-
Dickinson, Franklin Lajes, NJ, USA).

3.7 Realizacgdo do diagnéstico micoldgico

3.7.1 Exame direto

O exame direto foi realizado com as amostras de sangue periférico coletadas com
EDTA, onde laminas foram preparadas sem adicdo de corante ou clarificante para

visualizacdo das estruturas fangicas (LACAZ et al., 2002).

3.7.2 Identificacdo pelo CHROMagar Candida

Este € um meio de isolamento cromogénico que tem como principio a producao de
cor nas coldnias, por reagdes enzimaticas especificas, com um substrato cromogénico do
meio. ApOs o crescimento das leveduras, foram preparadas suspensfes (escala 0,5 de
MacFarland) em agua destilada esterilizada. Posteriormente, as referidas suspensdes foram
semeadas no meio CHROMagar Candida® (Difco, USA) (Mimica et al., 2009), contido em
placas de Petri, e incubadas a 37°C durante 48 horas. A leitura seguiu as cores relacionadas as
espécies, a exemplo de C. albicans, que se torna verde, C. tropicalis, de cor azul e C. krusei,

de cor rosa.

3.7.3 Taxonomia classica

A fenotipagem classica foi baseada nos critérios propostos por Barnett et al. (2000) e
Hoog et al. (2000), com identificacdo das caracteristicas morfofisiologicas das leveduras. As
amostras clinicas foram semeadas, em duplicata, em placas de Petri contendo meio Agar
Sabouraud (Difco, USA) adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol mantidas a temperatura de
30°C e 37°C por até 15 dias. Ap6s o surgimento das col6nias, foram observadas as
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caracteristicas macroscopicas, como cor e textura das colbnias; nas caracteristicas
microscopicas, a forma das células, brotacdo, possivel formacdo de micélio verdadeiro e
pseudomicélio, bem como producéo de clamidosporos.

Apos o isolamento, a purificacdo foi realizada colocando fragmentos da coldnia em
agua destilada esterilizada adicionada de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo 0,2mL
foram semeados por esgotamento na superficie do meio Agar Sabouraud (Difco, USA) com
antibiotico contido em placas de Petri.

As caracteristicas fisiologicas foram avaliadas através da realizacdo dos testes de
auxonograma (assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio), zimograma (fermentacdo de
fontes de carbono) e producdo de urease.

Posteriormente, foi realizada a taxonomia por automacdo (BD Diagnostic Systems,
Franklin Lakes, NJ,USA) no Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) e o teste molecular-
PCR (Manarelli & Kurtzman, 1998) no Departamento de Micologia Médica (UFPE). Em
seguida, as amostras foram encaminhadas ao Centro de Técnicas Estratégicas do Nordeste
(CETENE) para identificacdo protebmica através da técnica de MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics-Bremen,Germany). Apos a identificacdo, foi realizado o teste de sensibilidade
antifungica de acordo com as instrugfes descritas no documento M27-A3 (CLSI, 2008) no

Departamento de Micologia Médica (UFPE).

3.7.3.1 Auxonograma

O auxonograma analisa a capacidade do fungo de assimilar fontes de carbono e
nitrogénio. Foram preparadas suspensdes (escala 0,5 de MacFarland) dos isolados em agua
contendo extrato de levedura (YE). Imediatamente ap0s esta etapa, foi realizado pour plate
das referidas suspensdes e, apos a solidificagdo do meio, foram adicionadas, separadamente,
as diferentes fontes de carbono (dextrose, galactose, sacarose, lactose, maltose entre outras) e
fontes de nitrogénio (sulfato de amonio e nitrato de potassio) sendo o0 meio incubado a 28°C
(x2°) por trés dias. A leitura foi realizada a cada 24 horas, por trés dias, para verificar se
houve formagdo de um halo opaco ao redor da fonte inoculada. O aparecimento deste
caracteriza que a referida fonte foi utilizada para o crescimento da levedura (Barnett; Payne;
Yarrow, 2000; De Hoog; Guarro, 2000).
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3.7.3.2 Zimograma

O teste para andlise da capacidade de fermentacdo de fontes de carbono foi realizado
em tubos de vidro (150 mm x 12 mm), contendo em seu interior tubos de Durham invertidos
(50 mm x 6 mm). Adicionou-se a cada tubo uma solucdo contendo extrato de malte (0,5%) ou
agua peptonada, fonte de carbono a ser testada (4%) além da suspensdo de cada isolado de
levedura (100uL), com a referida suspensdo ajustada a 0,5 na escala de McFarland. Os tubos
foram incubados a temperatura de 28°C (*2°) por 10 dias, sendo o teste observado
diariamente para constatacdo da possivel producdo de gas (dioxido de carbono),
caracterizando a capacidade do isolado em fermentar a fonte testada (Barnett; Payne; Yarrow,
2000; De Hoog; Guarro, 2000).

3.7.3.3 Capacidade de hidroélise da uréia

Culturas com até 48h de crescimento foram semeadas em Agar Uréia de Christensen
e incubadas a 28°C (£2°). Ap0s 24 - 72 horas, os tubos foram examinados a fim de verificar a
mudanca de cor do amarelo para o rosa, sendo este, indicador da producédo de urease. Amarelo
= negativo; Rosa = positivo (Barnett; Payne; Yarrow, 2000; De Hoog; Guarro, 2000).

3.7.4 Identificagdo por automacéo

A metodologia € baseada na fluorescéncia com sistema que apresenta alta
sensibilidade e realiza leitura das amostras a cada 10 min, acelerando o tempo de detec¢éo e
fornecendo alarmes tanto visuais quanto sonoros, em caso de amostras positivas.

As amostras de hemocultura coletadas em frascos BD Bactec* Plus Aerobic/F foram
incubadas no equipamento automatizado Bactec 9120/ Phoenix™-BD para sinalizacdo em
caso de positividade. Nestes casos, foram preparadas suspensdes de colbnias das leveduras em
3,0 ml de solucéo salina estéril (solucdo aquosa a 0,45% a 0,50% de NaCl, pH 4,5 a 7,0) para
analise no equipamento BD Phoenix™ com classificacdo de género e espécie fungicos. A
turvacéo foi ajustada de acordo com a escala (1,80 - 2,20) de McFarland.

Posteriormente, as suspensdes das leveduras foram colocadas em cassetes junto com

0s respectivos cartdes de identificacdo e inseridos, manualmente, na cadmara de vacuo do
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aparelho Phoenix™, Logo que 0 vacuo € acionado e o ar introduzido, a suspensdo da levedura
é pressionada atraves do tubo de transferéncia para dentro de microcanais preenchendo todos
0S pogos de teste presentes nos cartdes.

Os cartfes inoculados e vedados foram incubados a 35,5 + 1,0°C. Posteriormente,
foram removidos da incubadora a cada 15 min, sendo transportados para o sistema Optico de
reacdo de leituras e retornando para a incubadora. Os dados foram coletados em intervalos de

15 min durante todo o periodo de incubacéo (até 15 horas).

3.7.5 Taxonomia molecular (PCR)

Extracdo de DNA

Os isolados foram repicados em placas contendo Agar Sabouraud adicionado de
cloranfenicol e mantidos a 37°C por cinco dias. A massa celular obtida foi transferida para
tubos de extracdo rosqueados contendo pérolas de vidro. O DNA foi extraido de acordo com a
metodologia proposta por Fredricks,Smith; Meier (2005).

Inicialmente, foi adicionado 700uL de tampdo CTAB pré-aquecido aos tubos de
extracdo contendo as pérolas de vidro e a massa celular, sendo entdo agitados no Fast-Prep
por 1 min a 5,5 m/s. e 0s tubos colocados em banho-maria por 1 hora a 65°C. Logo apo6s foi
realizada centrifugacdo a 13000 r.p.m por 10 min e o sobrenadante foi transferido para tubos
Eppendorf ao qual foi adicionado solucdo de cloroférmio-alcool-isoamilico. Em seguida, foi
realizada outra centrifugacdo e o sobrenadante foi recuperado e transferido para outro
Eppendorf e acrescentado isopropanol. As amostras foram mantidas a -20°C por 30 min e, em
seguida, realizou-se a centrifugacdo nas mesmas condicdes supracitadas. Apds esta etapa,
observou-se a formagdo de “pellet”, o sobrenadante foi descartado e foram realizadas trés (3)
lavagens sucessivas com etanol a 70%. Os tubos de Eppendorf foram deixados em posicao
horizontal para completa secagem do “pellet”. Posteriormente foi adicionado 55uL de agua
ultra pura ao DNA que foi mantido em geladeira para ressuspensdao. O DNA extraido foi

quantificado em fotémetro quantificador de DNA (Nanodrop 1000 Spectrophotometer).

Amplificagdo com primer espécie-especifico

A amplificacdo foi realizada segundo Manarelli & Kurtzman (1998) utilizando
como controles as ATCC 90028 de C.albicans e ATCC 750 de C.tropicalis e primers
especie-especificos para C. albicans (senso: CAL5-TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG
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e anti-senso: NL4ACAL- AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAAA) e outro para C.
tropicalis(senso: CTR22- TGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTA e anti-senso: NLACTR1-
ITAAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTATA) sob as seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C
durante 30s, anelamento a 50°C durante 60s, e extensdo a 72°C durante 90s, com uma
extensdo final a 72°C durante 10 min, sendo essas etapas realizadas em termociclador
(Techne). Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5% com 1 X tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA) durante 40 min a 3V/cm. O gel foi

dTM

corado com GelRe e fotografado sob luz ultravioleta.

3.7.6 Identificacdo protebmica (MALDI-TOF MS)

Os isolados foram submetidos a analise por espectrometria de massa através da
técnica matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF MS Bruker
Daltonics Inc.,USA/Germany).

A técnica se baseia na aplicacdo de energia laser a uma amostra embebida em uma
matriz que consegue vaporizar e ionizar essa matriz que arrasta as proteinas contidas nela.
Estas proteinas ionizadas sdo submetidas a aceleracdo em um campo elétrico e migracao
através de um tubo de vacuo até um detector. O tempo que transcorre desde a
vaporizacdo/ionizacdo para a deteccdo depende do quociente massa/carga (m/z) dessa
proteina. Esse quociente permite determinar sua massa exata.

O MALDI-TOF MS foi realizado, em duplicata, seguindo o protocolo da Bruker
Daltonics (Bremen,Germany). Para extracdo proteica, foram utilizadas colénias puras,
cultivadas em Sabouraud Dextrose Agar (Difco, USA) por até 24 horas. As etapas da extracio
e anélise estdo descritas a seguir:

e As colbnias foram suspensas em 300 uL de &gua esterilizada em tubo de Eppendorf e
agitadas em vortex;

e Foram adicionados 900 uL de etanol, agitados em vortex e centrifugados por 2
minutos a 12.200g; o etanol foi decantado e centrifugado novamente por 2 minutos e
removido todo o excesso de etanol;

e 50 uL de acido férmico foram acrescentados e agitados em vortex ;

e 50 uL de acetonitrila foram adicionados e agitados em vortex;
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Realizada centrifugacdo por 02 minutos, e pipetado 1 uL do sobrenadante, em
duplicata, e 1 uL do calibrante (protein calibration standard 1, Bruker
Daltonics,Bilerica, MA,USA), em duplicata, em pocos distintos, na placa de MALDI-
TOF (Bruker Daltonics). Deixou-se secar a temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida, foi pipetado 1 uL da matriz (75 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico-
CHCA em etanol/agua/acetonitrila 1:1:1 com 0,03% de acido trifluoroacético- TFA)
(Lima-Neto et al. 2014).

O equipamento utilizado foi MALDI TOF Autoflex 11l Mass Spectrometer (Bruker
Daltonics Inc., EUA / Alemanha).Os espectros para determinacdo do perfil proteico
dos isolados foram identificados através do laser de 1064 nm. A variacdo de massa foi
entre 2.000 a 20.000 Da e os espectros finais foram gerados por um total de 10.800
disparos de laser somados por espectro. A lista de picos foi exportada ao software
MALDI Biotyper™ 3,0 (Bruker Daltonics,Bremem,Germany) para identificacdo final.
Os intervalos de valores para identificacdo proteica foram interpretados pelo
fabricante, onde valores acima de 2.000 (> 2.0) indicaram identificacdo correta ao
nivel da espécie e intervalos entre 1.700 e 1.999, reconhecimento ao nivel de género.
Valores abaixo de 1.700 (<1.7) ndo houve identificacdo (LIMA NETO et al, 2014,
PULCRANO et al., 2013; TAJ-ALDEEN et al., 2013). A identificagdo da amostra
testada correspondeu a espécie de referéncia em que melhor correspondeu na base de

dados, quanto aos picos protéicos.

3.8 Avaliagdo in vitro da sensibilidade antifingica para levedura

A avaliacdo da sensibilidade antifungica foi realizada através do método de

microdiluicdo em caldo que segue de acordo com as instru¢des descritas no documento em
M27-A3 (CLSI, 2008 S4, 2012). O meio de cultura utilizado foi o RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de

sodio, pH 7,0 + 0,1, com 4cido morfolino propano sulfénico (MOPS); 0,165 mol.L™; Sigma-

Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado em membrana de 0,22 um (Millipore, Darmstadt,

Alemanha). Os agentes antifingicos comerciais utilizados, na forma de sais, foram a

anfotericina B (Bristol-Myers Squibb, Princeton, USA), equinocandinas: caspofungina

(Cancidas Merck Sharp & Dhome Farmacéutica LTDA.), anidulafungina (Pfizer, Nova York,
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EUA) e micafungina (Astellas Farma Brasil Importacdo e Distribuicdo de Medicamentos
LTDA.) solubilizadas em DMSO (dimetilsulféxido) e o fluconazol (Pfizer, Nova York,
EUA), diluido em &gua destilada. ConcentracGes diferentes de tais antifingicos foram
preparadas e usadas nos intervalos de 0,03 a 16 pg.mL™ para anfotericina B e equinocandinas;
0,125 a 64 pug.mL™ para fluconazol.

As espécies de levedura foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar
(Difco,USA) e incubadas a 35°C por até 24 horas. As suspensfes das amostras dos isolados,
preparadas em solucdo salina, e sua densidade ajustada de acordo com a escala 0.5 de
McFarland em 90% da transmitancia utilizando um espectrofotometro a 530 nm. O volume do
indculo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo salina esterilizada e, posteriormente, diluido em
meio RPMI 1640 para uma concentracdo de 2-5x10° céls./mL, de acordo com o protocolo
M27-A3 e como controles foram utilizadas ATCC 90028 de C.albicans e ATCC 750 de C.
tropicalis.

Nos testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagdo de fundo chato
de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado aos pocos contendo 0s
farmacos a serem testados, e as placas incubadas a 35°C durante 48 horas para determinacéo
da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM). As CIMs para anfotericina B foram determinadas
para 100% e para equinocandinas e fluconazol foram determinadas para >50% de inibi¢cdo em
relacdo aos pocos controles, por leitura visual.

Para determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) da anfotericina B, 0
contetdo dos pogos que mostrou 100% de inibicdo no crescimento foi cultivado em meio
SDA (Sabouraud Dextrose Agar) em placas de Petri. As placas foram incubadas a 35°C
durante trés dias para determinar a viabilidade fangica. A CFM foi confirmada pela auséncia

total de crescimento fungico através de leitura visual.

3.9 Definicdo das variaveis

As varidveis analisadas foram descritas através de uma ficha de dados pessoais e
clinicos obtidos a partir de prontuarios dos pacientes. O preenchimento foi realizado apds a
aplicacdo do TCLE. S&o as seguintes:

e Género e idade;
e Tipo de neoplasia hematoldgica;

e Tempo de quimioterapia;
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e Medicamentos prescritos;

e Presenca de neutropenia: identificada pelo hemograma;

e Presenga de infeccdo: determinada pela hemocultura e pcr (proteina c reativa);
e Fatores de risco;

e Tempo de internamento.

3.10 Métodos estatisticos

A andlise estatistica descritiva foi realizada no programa GraphPad Prism 6 através
dos testes exato de Fisher e célculo do Odds ratio (intervalo de confianga de 95% para p <
0,05).

4 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo descritos no APENDICE C:
Artigo a ser submetido: “Candidemia em pacientes com neoplasia hematoldgica : diagndstico
por taxonomia polifasica e sensibilidade antifingica”
Revista: Annals of Hematology
Fator de impacto: 2.634
Qualis capes: B1

5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e Os portadores de neoplasias hematoldgicas que realizam tratamento quimioterapico
sdo susceptiveis as candidemias;

e As malignidades hematoldgicas que mais acometem os pacientes sdo o Linfoma néo-
Hodgkin e a Leucemia Mieloide Aguda;

e As técnicas de diagnostico realizadas apresentam concordancia de 100% em seus
resultados;

e Candidemia é a infeccdo fungica invasiva mais comum em pacientes que realizam

tratamento quimioterapico;
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e Candida tropicalis € a espécie de Candida ndo-albicans mais frequente nas
malignidades hematoldgicas;

e A internagdo em UTI, como fator de risco, esta associada estatisticamente a
candidemia;

e O choque séptico é associado ao Obito em pacientes com neoplasia hematoldgica e
candidemia;

e A incidéncia de Obitos é alta e associada estatisticamente a infec¢des invasivas por
espécies de Candida;

e As espécies C. albicans e C. tropicalis sdo sensiveis aos antifingicos anfotericina B,

caspofungina, anidulafungina, micafungina e fluconazol.

Portanto, os dados do estudo mostram relevancia para o0 manejo clinico diferenciado
de pacientes com candidemias mostrando a necessidade de urgéncia e precisao no diagndstico

para sucesso terapéutico.
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(Para maiores de 18 anos ou emancipados - Resolucao 466/12)
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associadas a neoplasias hematolégicas: perfil epidemioldgico e sensibilidade antifingica que
estd sob a responsabilidade da pesquisadora Madi Veiga Diniz, Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Patologia, Av. Prof. Nelson
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Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Micologia, Av. Prof. Nelson Chaves, s/n,
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final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa o(a) senhor(a) ndo sera prejudicado(a) de forma alguma.
Além disso, garantimos que o(a) senhor(a) tenha o direito de retirar o consentimento da sua
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Essa pesquisa tem como objetivo diagnosticar candidemias, descrever o perfil
epidemioldgico e sensibilidade antifingica em pacientes acometidos por neoplasias
hematologicos acompanhados no servico de onco-hematologia do Hospital de Céancer de
Pernambuco. O material bioldgico a ser utilizado na pesquisa serd o sangue periférico, como
amostra clinica, com a qual serdo realizados 0 hemograma, a proteina C reativa e, através da
hemocultura, o diagndstico micoldgico e o teste de sensibilidade antifungica. Estas serdo
encaminhadas ao Laboratorio do Hospital Agamenon Magalhdes — PE, Departamento de
Micologia - UFPE e ao Centro de Técnicas Estratégicas do Nordeste-CETENE para
diagnostico laboratorial micologico.

Aos pacientes participantes, 0s prejuizos e riscos envolvidos na pesquisa Sao
minimos pois, a coleta de sangue sera realizada por profissionais qualificados e essa ndo sera
de uso exclusivo da pesquisa sendo um procedimento de rotina para diagnostico e tratamento
dos pacientes. Os beneficios diretos aos participantes da pesquisa incluem, além dos
resultados das culturas e identificacdo dos micro-organismos patogénicos, rapidez e preciséo
no diagndstico de agentes infecciosos, nos quais, levam a uma melhor decisdo clinica para um
tratamento mais eficaz, melhorando, assim, a qualidade de vida dos pacientes com neoplasias
hematologicas acometidos por candidemias.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados em computadores e livros de registros pessoais,
sob a responsabilidade da mestranda Madi Veiga Diniz e da Prof® Dr? Rejane Pereira Neves,
nos enderecos acima informados, pelo periodo de minimo 5 anos.

O (A) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizagdo em casos de
danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial
ou extrajudicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitéaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).
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(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(}AO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, ., CPF , abaixo

assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do estudo “CANDIDEMIAS ASSOCIADAS A NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS: PERFIL EPIDEMIOLOGICO E SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA”,
como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a)
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcéo

de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Local e Data

Assinatura do Participante

Presenciamos a solicitagcéo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do

voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B

Ficha de dados clinicos e pessoais

Data: /[ Registro: Caso:

Identificacéo do paciente:

Nome:

Sexo: Idade;: anos
Escolaridade:

Profissao e/ou ocupacéo atual:
Endereco:

Cep.: Fone:

Dados clinicos

Diagnostico (Neoplasia):

Antibiotico e/ou antifungico:

Tempo de uso:
Data de Internamento: /[ .

Eo1°internamento? ( )Sim ( ) N&o

Faz quimioterapia? ( )Sim ( )N&o Quanto tempo ?

Neutropenia: () presente ( ) ausente
Febre: ( ) presente ( )ausente  Quanto tempo ?

Infeccdes fungicas tratadas? Qual antifungico?

Antibioticoterapia (1°):
Qual antibidtico?

Inicio(data):

Troca/associacdo ao 3° antibiotico:
Quial antibidtico?

Inicio(data):

Responsavel pela avaliacéo:

58



Diniz, M.V. Candidemias associadas a neoplasias hematoldgicas... 59

APENDICE C

CANDIDEMIA EM PACIENTES COM NEOPLASIA HEMATOLOGICA:
DIAGNOSTICO POR TAXONOMIA POLIFASICA E SENSIBILIDADE
ANTIFUNGICA

Diniz., M.V. %; Branddo, L.A.C. %; Neto, R.G.L! 2 3 : Barbosa, R.N.F.2.; Inacio, C.P.3; Filho,
J.M.S3; Couto, F.M.M3; Assis, R.A.% Gimino, N.M.R.“;; Aradjo, P.S.R.>; Barros, J.F.;
Campos, J.F.”; Neves, R.P.1 23

Resumo

Pacientes acometidos por malignidades hematoldgicas tém grandes chances de desenvolver
infec¢bes fungicas invasivas (IFI) devido a neutropenia febril, uso prévio de antimicrobianos,
senilidade, tempo de internamento, permanéncia na Unidade de Terapia Intensa entre outros.
Estas condi¢des podem levar ao aumento da morbimortalidade. O objetivo deste estudo foi
verificar a ocorréncia de candidemia em pacientes que utilizaram o servico de onco-
hematologia de um hospital publico de Pernambuco-Brasil. Foram analisadas 105 amostras
clinicas no Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de Pernambuco. O
diagnostico micoldgico foi realizado através da automacdo (Bactec 9120/ Phoenix™-BD),
identificacdo protedmica (MALDI-TOF MS) e molecular (PCR). O teste de sensibilidade
antifungica seguiu as recomendag¢es M27-A3 do Clinical & Laboratory Standards Institute
(2008). A analise estatistica descritiva foi realizada no programa GraphPad Prism6 através do
teste exato de Fisher e célculo do Odds ratio (intervalo de confianca de 95% para p < 0,05).
Dentre as amostras estudadas, foram isoladas nove (8,57%) leveduras do género Candida,
sendo seis (66,66%) C. tropicalis e trés (33,34%) C. albicans. Os isolados mostraram-se
sensiveis aos antifangicos testados. O Obito ocorreu em 66,6% dos casos de candidemia.
Houve associacao estatistica significativa entre candidemia e o6bito (p = 0,03; Odds Ratio =
5,53), internacdo em UTI e candidemia (p = 0,0008 Odds ratio = 24,8) e entre choque séptico
como fator de risco para ébito (p= 0,0476 Odds ratio= 25,67). Diante do exposto, conclui-se
que o surgimento de candidemia requer uma atencdo especial devido a sua relacdo com altas

taxas de mortalidade causada por espécies de Candida nao-albicans, como C. tropicalis.

Keywords: Cancer. Infec¢do fungica invasiva. Candida. Susceptibilidade a antifingicos
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Introducéo

As infeccdes fungicas invasivas (IFI) sdo importantes causas de morte em pacientes
com neutropenia que realizam quimioterapia para o tratamento do cancer [1]. Alguns fatores
de risco como idade avancada, antibioticoterapia de amplo espectro e uso de cateter venoso
central contribuem para o seu aparecimento [2-3].

O género Candida é citado como principal causa de infeccdo fungica invasiva (IFI)
sendo responsavel por cerca de 80% das infec¢des fungicas em pacientes criticos e a quarta
(4% causa mais comum de infeccBes de corrente sanguinea [3-9]. A incidéncia de IFI por
Candida é relatada em torno de 8% com mortalidade de 40 a 60% em pacientes hospitalizados
[4,10]. Tal estimativa tem evidenciado a necessidade de diagndstico precoce e tratamento
adequado [10].

As especies de Candida de maior interesse clinico compreendem C.albicans,
C.tropicalis, C. parapsilosis, C.glabrata, C.krusei, C. guilliermondii e C.lusitaniae [11]
C.albicans permanece como a espécie mais freqiiente nos casos de candidiase invasiva [7,11-
13]. Todavia, espécies emergentes de Candida nao-albicans aparecem promovendo infecc¢des
devido ao aumento do uso profilatico de antifungicos em pacientes criticos [5,8,14]. Além
disso, a elevada toxicidade destes farmacos e o crescente aparecimento de espécies resistentes

dificultam o tratamento das candidemias [15].
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A andlise das diferencas geograficas das espécies de Candida e perfil de
sensibilidade in vitro a agentes antifingicos sdo importantes para avaliar mudancas na
distribuicdo destas espécies e comportamento frente as novas drogas [12]. Assim, do ponto
de vista terapéutico e epidemioldgico, torna-se essencial a identificacdo das leveduras ao nivel
de espécie para monitorar taxas de infeccdo hospitalar e permitir o diagnostico precoce de
surtos de infeccGes por Candida [9].

Para tanto, varios estudos tém mostrado a utilizacdo de técnicas rapidas e de baixo
custo, como a espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) [16,17] e técnicas precisas como o
teste molecular (PCR) [18] Tal procedimento é fundamental para definir o esquema
terapéutico, diminuir o tempo de internamento e custos hospitalares [9].

Esta pesquisa teve como objetivo diagnosticar infeccdes fungicas através da
automacdo Bactec 9120/ Phoenix™-BD (Becton-Dickinson, Franklin Lajes, NJ, USA),
identificacdo protedmica (MALDI-TOF MS Bruker Daltonics Inc.,USA/Germany) e teste
molecular (PCR); descrever o perfil epidemiol6gico de candidemias e verificar in vitro a
sensibilidade antifingica através do método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008 S4,
2012).

Metodologia

Desenho do estudo

O estudo experimental foi do tipo exploratério e prospectivo com analise de 105
amostras de hemocultura de 62 pacientes diagnosticados com neoplasias hematoldgicas, de
ambos 0s géneros, com idade a partir de 18 anos e internados no servi¢o de onco-hematologia
de um hospital publico de Pernambuco-Brasil. A anélise foi realizada no periodo de janeiro de
2015 a setembro de 2015.

Amostras clinicas e processamento

Amostras de hemocultura, coletadas em frascos BD Bactec* Plus Aeorobic/F, foram
processadas e identificadas através do equipamento automatizado Bactec 9120/ Phoenix™-
BD (Becton-Dickinson, Franklin Lajes, NJ, USA). Em seguida, foram semeadas, em
duplicata, em placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud (Difco,USA) adicionado de 50

mg/L de cloranfenicol mantidas a temperatura de 30°C e 37°C por até 15 dias. Apds o
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surgimento das colbnias, estas foram purificadas e, no periodo maximo de 24 horas,
submetidas a analise através da técnica matrix-assisted laser desorption/ionization-time of
flight (MALDI-TOF  MS-Bruker  Daltonics  Inc.,USA/Germany),teste  molecular
PCR(Manarelli & Kurtzman, 1998) e avaliacdo in vitro da sensibilidade antifingica M27-A3
(CLS1,2008 S4,2012).

Identificacdo protebmica (MALDI-TOF MS)

A identificacdo das leveduras pelo MALDI-TOF MS foi realizada de acordo com o
protocolo da Bruker Daltonics (Bremen, Germany). Para extracdo proteica, foram utilizadas
colénias puras, cultivadas em DAS (Sabouraud Dextrose Agar) por até 24 horas. Estas foram
suspensas em 300 uL de agua esterilizada em tubo de Eppendorf. Apds agitacdo em vortex,
900 uL de etanol (EtOH) foram adicionados e,apds centrifugacdo a 12.000g por 2 minutos, o
sobrenadante foi decantado e acrescentado 50 uL de &cido formico 70% (FA). A solucéo foi
agitada no vortex e acrescentados 50 uL de acetonitrila (ACN). Ap6s nova centrifugacéo,
pipetou-se 1 uL do sobrenadante e 1 uL do calibrante (protein calibration standard I, Bruker
Daltonics,Bilerica, MA,USA), em pocos distintos, e, em duplicata, na placa de MALDI-
TOF(Bruker Daltonics). A placa foi deixada a temperatura ambiente para secar por 5 minutos.
Em seguida, pipetou-se 1ulL da matriz (75 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicindmico-CHCA
em etanol/agua/acetonitrila 1:1:1 com 0,03% de &cido trifluoroacético- TFA) na placa de
MALDI-TOF [30].

Os espectros para determinagdo do perfil proteico dos isolados foram identificados
através do laser de 1064 nm. A variacdo de massa ficou entre 2.000 a 20.000 Da e o0s
espectros finais foram gerados por um total de 10.800 disparos de laser somados por espectro.
A lista de picos foi exportada ao software MALDI Biotyper™ 3,0(Bruker
Daltonics,Bremem,Germany) para identificagéo final.

Os intervalos de valores para identificagdo proteica foram interpretados pelo
fabricante, onde valores acima de 2.000 (> 2.0) indicaram identificacdo correta ao nivel da
espécie e intervalos entre 1.700 e 1.999, reconhecimento ao nivel de género. Valores abaixo
de 1.700 (<1.7) nao foram possiveis a identificacdo [13,17, 30].

Teste molecular (PCR-Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Extracdo de DNA
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Os isolados foram repicados em placas contendo Agar Sabouraud adicionado de
cloranfenicol e mantidos a 37°C por cinco dias. A massa celular obtida foi transferida para
tubos de extracdo rosqueados contendo peérolas de vidro. O DNA foi extraido de acordo com a
metodologia proposta por Fredricks,Smith; Meier (2005) [19].

Inicialmente, foi adicionado 700pL de tamp&o hexadecil trimetril aménio brometo-
CTAB pré-aquecido aos tubos de extracdo contendo as pérolas de vidro e a massa celular,
sendo entdo agitados Fast-Prep por 1 min a 5,5 m/s. e os tubos colocados em banho-maria por
1 hora a 65°C. Logo ap6s foi realizada centrifugacdo a 13000 rpm por 10 min e o
sobrenadante foi transferido para tubos Eppendorf ao qual foi adicionado solucdo de
cloroférmio-alcool-isoamilico. Em seguida, foi realizada outra centrifugacéo a 13000rpm por
10 min. O sobrenadante foi recuperado e transferido para outro Eppendorf e acrescentado
isopropanol. As amostras foram mantidas a -20°C por 30 min e, em seguida, realizou-se a
centrifugacdo nas mesmas condicdes supracitadas. Apos esta etapa, observou-se a formacao
de “pellet”, o sobrenadante foi descartado e foram realizadas trés (3) lavagens sucessivas com
etanol a 70%. Os tubos de Eppendorf foram deixados em posi¢do horizontal para completa
secagem do “pellet”. Posteriormente foi adicionado 55uL de agua ultra-pura ao DNA que foi
mantido em geladeira para ressuspensdo. O DNA extraido foi quantificado em fotémetro

quantificador de DNA (Nanodrop 1000 Spectrophotometer).

Amplificacdo com primers especie-especificos

A amplificacdo foi realizada de acordo com Manarelli & Kurtzman (1998) [20]
utilizando como controles as ATCC 90028 de C.albicans e ATCC 750 de C.tropicalis e um

par de primers espécie-especificos para C.albicans(senso:CALS5-
TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG e anti-senso: NL4CAL-
AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAAA) e outro para C.tropicalis (senso: CTR22-
TGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTA e anti-senso: NL4CTR1-

TAAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTATA) sob as seguintes condigdes: desnaturacéo
inicial a 94°C durante 5min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30s,
anelamento a 50°C durante 60s, e extensdo a 72°C durante 90s, com uma extensdo final a
72°C durante 10 min, sendo essas etapas realizadas em termociclador (Techne). Os produtos

de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% com 1 X tampéo
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TAE (Tris-acetato-EDTA) durante 40 min a 3V/cm. O gel foi corado com GelRed ™ e

fotografado sob luz ultravioleta.

Avaliacdo in vitro da sensibilidade antifungica

Os isolados foram testados através do método de microdiluicdo em caldo (M27-A3)
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Os antiflingicos
comerciais utilizados, na forma de sais, foram a anfotericina B (Bristol-Myers Squibb,
Princeton, USA), caspofungina (Cancidas Merck Sharp & Dhome Farmacéutica LTDA.),
anidulafungina (Pfizer, Nova York, EUA) e micafungina (Astellas Farma Brasil Importagéo e
Distribuicdo de Medicamentos LTDA.) solubilizadas em DMSO (dimetilsulfoxido) e o
fluconazol (Pfizer, Nova York, EUA), diluido em agua destilada. Concentracdes diferentes de
tais antifngicos foram preparadas e usadas nos intervalos de 0,03 a 16 pg.mL™ para
anfotericina B e equinocandinas; 0,125 a 64 pg.mL™ para fluconazol. As espécies de levedura
foram mantidas em meio DAS (Difco,USA) e incubadas a 35°C por até 24 horas. As
suspensdes das amostras dos isolados, preparadas em solucdo salina, e sua densidade ajustada
de acordo com a escala 0.5 de McFarland em 90% da transmitancia utilizando um
espectrofotdbmetro a 530 nm. O volume do indculo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo salina
esterilizada e, posteriormente, diluido em meio RPMI 1640 para uma concentracdo de 2-
5x10°% céls./mL, de acordo com o protocolo M27-A3.

Nos testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagdo de fundo chato
de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica) e, como controles, as ATCC 90028 de C.albicans e
ATCC 750 de C.tropicalis. Os in6culos foram adicionados aos pogos contendo os farmacos a
serem testados, e as placas incubadas a 35°C durante 48 horas para determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). As CIMs para anfotericina B foram determinadas
para 100%; equinocandinas e fluconazol foram determinados para >50% de inibicdo em

relacdo aos pocos controles, por leitura visual.

Analise estatistica

A andlise estatistica descritiva foi realizada no programa GraphPad Prism 6 através
dos testes exato de Fisher e calculo do Odds ratio (intervalo de confianca de 95% para
p<0,05).
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Resultados

Dentre as neoplasias hematoldgicas do estudo, as mais frequentes foram o Linfoma
ndo-Hodgkin 22 (35,48%) e a Leucemia Mieloide Aguda 13 (20,97%). Das 105 amostras de
hemocultura analisadas, foram isoladas nove (8,57%) do género Candida sendo seis (66,66%)
C. tropicalis e trés (33,34%) C. albicans (Tabela 1), ndo havendo discordancia entre os
métodos de diagnostico. Em relacdo aos fatores de risco estudados, a internacdo em UTI
mostrou associacdo estatistica significativa a candidemia (p = 0,0008; Odds ratio = 24,8)
(Tabela 2), mas ndo apresentou associa¢do ao Obito (Tabela 4). Este, que ocorreu em 66,6%
dos casos, demonstrou ter associacdo a candidemia (p = 0,03; Odds ratio = 5,53) (Tabela 3).
Ademais, foi verificada associacédo entre o choque séptico como fator de risco para 6bito em
pacientes com candidemia (p = 0,0476; Odds ratio = 25,67) (Tabela 5). Ao teste de
sensibilidade antifingica, os isolados se apresentaram, em sua totalidade, sensiveis aos
antifangicos anfotericina B (CIM < 0,5 ug/ml), caspofungina (CIM < 0,25 ug/ml),
anidulafungina (CIM < 0,06 ug/ml), micafungina (CIM < 0,06 ug/ml) e fluconazol (CIM < 1
ug/ml).

Tabela 1: Incidéncia de candidemia na populacéo estudada

Espécies isoladas Incidéncia n (%o)
Candida tropicalis 06 (66,66%)
Candida albicans 03 (33,34%)

Total 09 (100%)
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Tabela 2 : Avaliacdo dos fatores de risco em relagdo a incidéncia de candidemia entre
0s pacientes com neoplasia hematoldgica.

o Candidemia Ausé_ncia Qe
Variaveis n (%) candidemia Valor de p*
n(%o)

Género
Masculino 4 (44,44) 52 (54,73) 0,7295
Feminino 5 (55,56) 43 (45,27)

Idade (anos)
18 a 59 5 (55,56) 76 (84,44) 0,0545
Acima de 60 4 (44.44) 14 (15,56)

Neutropenia
Presenca 6 (66,67) 59 (64,83) 1,0
Auséncia 3(33,33) 32 (35,17)

Proteina C reativa
>1,0 mg/dl 9 (100) 88 (94,62) 1,0
< 1,0 mg/dl 0 (0) 5 (5,38)

Uso de antifingico
Sim 4 (44,44) 43 (44,79) 1,0
Né&o 5 (55,56) 53 (55,21)

Internamentos na UT
Sim 4 (44,44) 3(3,13) 0,0008**
Né&o 5 (55,56) 93 (96,87)

Tempo de internamento
>14 dias 5 (55,56) 34 (35,41) 0,2870
< 14 dias 4 (44,44) 62 (64,59)

* Valor de p significante < 0,05 ** Odds ratio = 24,8; Intervalo de confianca 95% = 4,3243 a
142,2277

Tabela 3: Avaliacdo da candidemia como fator de risco para 6bito entre os pacientes
com neoplasia hematoldgica.

Obito Sobrevida

Variavel Valor de p* Odds ratio**

n (%) n (%)
Candidemia 4 (25) 5 (5,68) 003 553
Auséncia de candidemia 12(75) 84 (94,32) ' '

* Valor de p significante < 0,05 **Intervalo de Confianca 95%: 1,3013 a 23,5294

Tabela 4: Avaliacdo do uso da UTI como fator de risco para ébito entre os pacientes
com candidemia.

g Obito Sobrevida .
Variavel n (%) n (%) Valor de p
Internamentos na UTI 3 (25) 1 (5,68) 0.2063
Sem internamentos na UTI 1 (75) 4 (94,32) '

* Valor de p significante < 0,05
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Tabela 5: Avaliacdo do choque séptico como fator de risco para 6bito entre os pacientes
com neoplasia hematoldgica e candidemia.

Obito

. . « .
Variavel n (%) Sobrevida Valor de p Odds ratio
Choque séptico 3 (75) 0(0)
Auséncia de 1(25) 5 (100) 0,0476 2567

choque séptico

* Valor de p significante < 0,05 **Intervalo de Confianga 95%: 0,7987 a 824,7764

Discussao

Candidemias compreendem a micose oportunista mais importante no mundo com
crescente morbimortalidade [5,7,8,21,22]. Seu padréo etiolégico sofre variagbes geograficas
relevantes documentadas em varios paises [2,21].

A incidéncia de candidemia encontrada no presente trabalho foi mais elevada que
alguns estudos que avaliaram pacientes com neoplasias hematoldgicas em regides geograficas
diferentes [5,23].

Al Tthagafi e colaboradores (2014) avaliaram pacientes com neoplasia hematoldgica
e candidemia encontrando C. albicans (34,1%) seguida por C. tropicalis (15,5%), C.
parapsilosis (11,9%) e C. glabrata (9,1%). Destes, houve uma taxa de mortalidade de 57,8%
para as espécies de Candida ndo-albicans [22].

Em Taiwan, Tang e colaboradores (2014) estudaram pacientes com cancer e, dentre
as espécies de Candida encontradas nas neoplasias hematoldgicas, C. albicans foi a mais
comum (63,0%) seguida por C. tropicalis (22,2%), C. parapsilosis (7,4%) e C. glabrata
(7,4%). A elevada taxa de mortalidade (50,8%) foi associada & auséncia de tratamento com
antifungicos [24].

Apesar de varias pesquisas mostrarem C. tropicalis como primeira ou segunda
espécie mais incidente, entre as espécies de Candida ndo-albicans, o presente estudo obteve
resultados semelhantes a trabalhos realizados no Norte e Sul da india e em Taiwan que
identificaram C. tropicalis como a espécie mais frequente em pacientes com neoplasias
hematoldgicas [5,21,23].

Em relacdo aos fatores de risco analisados, houve associacdo significativa entre a
internacdo em UT]I e candidemia [25]. Esta foi associada estatisticamente a elevada incidéncia

de obito, como apresentado em outros estudos [21,22,24,25].
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A associagdo do choque séptico ao 6bito encontrada em nosso trabalho, também foi
evidenciada por Chen e colaboradores onde afirmaram que pacientes com choque e infeccao
tém piores prognosticos e maior risco de candidemia [5].

Quanto a sensibilidade antifingica, os nossos resultados foram compativeis com
varios trabalhos que mostram isolados de C. albicans e C. tropicalis sensiveis a anfotericina
B, fluconazol [14,21,26,27] e as equinocandinas [5,28,29].

Os dados do estudo sdo relevantes para o manejo clinico diferenciado de pacientes
com candidemias e mostram a necessidade de urgéncia e precisdo no diagnoéstico, com

identificacdo ao nivel de espécie e obtencdo do sucesso terapéutico.
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