[~
[ [~
e

c—

@

IRTUS IMPAVIDA
LI ]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

i)

RODRIGO NISKIER FERREIRA BARBOSA

CANDIDEMIA EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA: ESTUDO
EPIDEMIOLOGICO MULTICENTRICO ASSOCIADO AO PERFIL FENOTIPICO E
GENOTIPICO DOS FATORES DE VIRULENCIA

Recife
2019



RODRIGO NISKIER FERREIRA BARBOSA

CANDIDEMIA EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA: ESTUDO
EPIDEMIOLOGICO MULTICENTRICO ASSOCIADO AO PERFIL FENOTIPICOE
GENOTIPICO DOS FATORES DE VIRULENCIA

Tese apresentada ao Programa de P0s-
Graduagdo em  Medicina  Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Doutor em Medicina Tropical.

Area de concentracdo: Medicina Tropical

Orientadora: Profa. Dra. Rejane Pereira Neves

Coorientador: Prof. Dr. Reginaldo Gongalves Lima Neto

Recife
2019



Catalogacao na fonte:
bibliotecéria: Elaine Freitas CRB4:1790

B238c

Barbosa, Rodrigo Niskier Ferreira.

Candidemia em unidade de terapia intensiva: estudo epidemioldgico
multicéntrico associado ao perfil fenotipico e genotipico dos fatores de
viruléncia/ Rodrigo Niskier Ferreira Barbosa. — Recife: o autor, 2019.

100 f.; il.

Orientadora: Rejane Pereira Neves.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Ciéncias da Saude. Programa de pos-graduagdo em Medicina tropical.

Inclui referéncias e apéndices.

1. Candidemia. 2. Unidade de terapia intensiva. 3. Viruléncia. 4.
Receptor Toll Like. I. Neves, Rejane Pereira (orientadora). Il. Titulo.

616 CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2019 - 141)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE)
\ﬁ] CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS (CCM)
uwversowe - PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL (PPGMEDTROP)

DE P!

RODRIGO NISKIER FERREIRA BARBOSA

CANDIDEMIA EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA: ESTUDO
EPIDEMIOLOGICO MULTICENTRICO ASSOCIADO AO PERFIL FENOTIPICO E
GENOTIPICO DOS FATORES DE VIRULENCIA

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Medicina Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a obtengéo
do titulo de Doutor em Medicina
Tropical.

Aprovado em: 21/02/2019.

BANCA EXAMINADORA:

Profd. Dr2. Rejane Pereira Neves (Examinadora Interna)
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Prof. Dr2 Neide Santos (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Profd. Dr2. Carolina Maria da Silva (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Prof. Dr. Guilherme Maranhdo Chaves (Examinador Externo)
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)

Profé. Dr2. Maria Daniela Silva Buonafina (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)



A Deus,
A quem agradeco por todos 0s aspectos da minha vida.

A minha mae, Maria da Gléria Ferreira Barbosa (in memorian), por me ensinar o
sentido eterno do amor e a importancia dos estudos.



AGRADECIMENTOS

Neste momento da minha vida, tenho a agradecer:

A Deus, por se fazer sempre presente em todos os momentos da minha vida e a
quem consagro as superacdes e vitdrias alcangadas.

Aquela a quem devo a minha propria existéncia e que, carinhosa e
pacientemente, assistiu-me dia apés dia, amparando e perdoando todas as minhas falhas:
minha mde, Maria da Gléria Ferreira Barbosa (in memorian). Por essa razao, pedirei
aos aqui ndo citados, que, igualmente, me perdoem por mencionar alguns poucos e
caros amigos, dado a exiguidade do espaco.

Aos meus familiares, pelo suporte essencial a minha formacdo ética e
conservadora.

A minha orientadora, professora Dra. Rejane Pereira Neves e ao meu
coorientador, professor Dr. Reginaldo Gongalves Lima-Neto, pelo exemplo de
dedicacdo, comprometimento e ética, dignos dos meéritos pela inspiragdo profissional
despertada em mim.

A todos os meus mestres da formacdo fundamental, média, graduacdo e pos-
graduacOes, pelos conhecimentos e exemplos que construiram minha base intelectual e
profissional.

A todo departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de
Pernambuco, pela dedicacdo e exemplos essenciais a minha formacao.

Aos colegas do Laboratorio de Micologia Medica, em especial a Madi Diniz,
Ana Paula e Michael por todo suporte e coleguismo, sem o0s quais este trabalho néo teria
sido possivel.

A todos os profissionais dos hospitais e laboratérios envolvidos neste trabalho,
direta ou indiretamente, pelo profissionalismo e dedicacéo.

Aos responsaveis e participantes deste trabalho, pelo valoroso consentimento em
fazer parte desta pesquisa, viabilizando, assim, a sua realizagéo.

Aos membros das bancas de qualificacdo e examinadora, pelas consideracGes
mencionadas para melhoria significativa deste trabalho.

A Fundacio de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE), pelo
fomento concedido a esta pesquisa.



RESUMO

O desenvolvimento e a gravidade da candidemia observada em pacientes
hospitalizados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) normalmente estdo associados
as condic@es clinicas dos pacientes e a viruléncia das espécies de Candida. Entretanto,
alguns pacientes ndo desenvolvem tal infeccdo, mesmo com uma combinagdo de varios
fatores de risco. Atribui-se papel importante para polimorfismos em genes com fungéo
imunoldgica, tais como o receptor Toll Like-1 (TLR1). O objetivo deste trabalho foi
verificar a distribuicdo das espécies de Candida como agentes etiolégicos de infeccdes
fungicas na corrente sanguinea de pacientes em UTIs de hospitais publicos de
Pernambuco e da Paraiba, entre 0s anos de 2015 e 2017, a capacidade de adesdo celular
in vitro e a possivel associacdo da infeccdo com o polimorfismo rs5743611. As
leveduras foram identificados por automacdo e pela técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). O fenotipo de viruléncia foi verificado a partir de ensaio in vitro de
adesd@o as células epiteliais. A distribuicdo do polimorfismo rs5743611 foi determinada
a partir de PCR seguida de ensaios com enzima de restricdo. Foram obtidas 74 amostras
para espécies do género Candida. Informacdes clinicas de 80 pacientes com cultura ndo
obtida constituiram o grupo controle. Foi evidenciada Candida albicans em 31 amostras
(41,89%), C. tropicalis em 26 (35,14%), C. paraspsilosis em 11 (14,86%) e C. glabrata
em seis (8,11%). Houve diferenca significante em relacdo ao uso de imunossupressores
(p = 0,0008), neutropenia (p < 0,0001), uso prévio de antibacteriano (p < 0,0001),
tempo de permanéncia na UTI superior a 14 dias (p = 0,001), uso de cateter venoso
central (p < 0,0001), nutricdo parenteral (p < 0,0001) e ventilagio mecanica (p <
0,0001). O maior percentual de isolados com forte capacidade de aderéncia foi
verificado para C. albicans. Todos os isolados de C. glabrata foram caracterizados com
fraca capacidade de aderéncia. A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo rs5743611
ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p = 0,3594). Os
dados encontrados mostram que espécies de Candida ndo-albicans apresentam-se como
importantes agentes etioldgicos de candidemia. A diferenca na viruléncia das espécies
isoladas ndo foi significativa nas amostras analisadas. Os resultados deste trabalho
sugerem, ainda, um papel secundario do polimorfismo rs5743611 na susceptibilidade a

candidemia.

PALAVRAS-CHAVE: Candidemia. Unidade De Terapia Intensiva. Viruléncia.
Receptor Toll Like.



ABSTRACT

The development and severity of candidemia observed in patients hospitalized in
Intensive Care Units (ICUs) are usually associated with the clinical conditions of the
patients and the virulence of the Candida species. However, some patients do not
develop such an infection, even with a combination of several risk factors. Important
role for polymorphisms in genes with immunological function, such as the Toll Like-1
receptor (TLR1), is attributed. The objective of this work was to verify the distribution
of Candida species as etiological agents of fungal infections in the blood of patients in
ICUs of public hospitals of Pernambuco and Paraiba between 2015 and 2017, in vitro
cell adhesion capacity and the possible association of the infection with the rs5743611
polymorphism. The yeasts were identified by automation and by the Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique. The virulence phenotype was verified from the in vitro assay
of epithelial cell adhesion. The distribution of the rs5743611 polymorphism was
determined from PCR followed by restriction enzyme assays. A total of 74 samples
were obtained for species of the genus Candida. Clinical information of 80 patients with
no culture was the control group. Candida albicans was found in 31 samples (41.89%),
C. tropicalis in 26 (35.14%), C. paraspsilosis in 11 (14.86%) and C. glabrata in six
(8.11%). There was a significant difference in the use of immunosuppressants (p =
0.0008), neutropenia (p <0.0001), previous antibacterial use (p <0.0001), ICU stay
longer than 14 days 0.001), central venous catheter use (p <0.0001), parenteral nutrition
(p <0.0001) and mechanical ventilation (p <0.0001). The highest percentage of isolates
with strong adhesion capacity was verified for C. albicans. All C. glabrata isolates were
characterized with poor adherence. The distribution of rs5743611 polymorphism
genotypes did not present a statistically significant difference between the groups (p =
0.3594). The data found show that Candida non-albicans species present as important
etiological agents of candidemia. The difference in virulence of the isolated species was
not significant in the analyzed samples. The results of this work also suggest a

secondary role of the rs5743611 polymorphism in the susceptibility to candidemia.

KEY WORDS: Candidemia. Intensive Care Unit. Virulence. Receiver Toll Like.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo na corrente sanguinea por fungos do género Candida representa uma
importante causa de complicaces clinicas durante a permanéncia dos pacientes nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTI). As razdes para isso podem envolver
caracteristicas fenotipicas do patégeno associadas a fatores de susceptibilidade do
hospedeiro. Porém, esta possivel relacdo ainda é pouco abordada nos estudos sobre
candidemia em pacientes nestas condicbes (COLOMBO et al., 2014; SILVA et al.,
2015; DOl et al., 2016).

Em relacdo a distribuicdo das espécies, Candida albicans tem sido a mais
frequentemente isolada, seguida de C. glabrata nos trabalhos europeus e norte-
americanos (GUINEA, 2014; YAPAR, 2014). A maioria dos estudos brasileiros
concentram-se no sul, centro-oeste e sudeste do pais, sendo escassos no nordeste, e
evidenciam, em contrapartida, C. tropicalis e o complexo C. paraspsilosis como
espécies de Candida ndo-Candida albicans mais incidentes, com variabilidade nas
frequéncias encontradas (ARCHIMEDES et al., 2017; BREDA et al., 2017; MATTOS
et al., 2017). Estas diferencas ainda ndo estdo bem esclarecidas, o que justifica a
necessidade de ampliar as investigaces em diferentes regides do Brasil.

A UTI representa um ambiente com caracteristicas e dindmica particulares no
ambiente hospitalar. As infec¢des invasivas por Candida sdo 10-20 vezes maiores neste
setor (EPELBAUM; CHASAN, 2017). ldentificar o paciente sob risco de desenvolver
candidemia € importante, uma vez que a resisténcia aos antifingicos nos isolados
tipicos de Candida e o surgimento de novas espécies virulentas e multirresistentes,
como C. auris, dificultam a decisao terapéutica (LOCKHART et al., 2017).

Além da viruléncia do patégeno, como a capacidade de adesao celular, e fatores
de risco inerentes as condic@es clinicas dos pacientes, tais como o0 uso de cateter venoso
central (CVC), ventilacdo mecanica, sonda vesical e nutricdo parenteral, a predisposicédo
genética relacionada a elementos imunoldgicos do hospedeiro podem contribuir para
incidéncia e prognéstico da candidemia. Polimorfismos nos genes Toll-Like Receptor 1,
2 e 4 (TLR1, TLR2 e TLR4) podem aumentar a suscetibilidade a este tipo de infeccdo
(VAN DER GRAAF et al., 2006; TAGHAVI et al., 2017).

Esta evidéncia foi demonstrada em um estudo apenas nas variantes do gene
TLR1 em caucasianos norte-americanos (PLANTINGA et al., 2012). O polimorfismo

rs5743611 (R80T, troca do amino&cido Arginina por Treonina na posi¢do 80 da cadeia
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polipeptidica codificada pelo gene TLR1) foi o mais significativo e apresentou uma
odds ratio de 1,82 (IC de 95% 1,12-2,98) na associagdo com aumento da
susceptibilidade a candidemia. Este tipo de abordagem no estudo da candidemia é
escasso no Brasil, apesar de um trabalho ter revisado a importancia dos genes TLR na
susceptibilidade a diversos tipos de infeccbes (FRAZAO; ERRANTE; CONDINO-
NETO, 2013).

Neste estudo, foi verificada a distribuicdo das espécies de Candida como agentes
etiolégicos de infecgbes flngicas na corrente sanguinea de pacientes em UTIs de
hospitais publicos de Pernambuco e da Paraiba, entre os anos de 2015 e 2017, a
capacidade de adesd@o celular in vitro e a contribuicdo do polimorfismo rs5743611 na

suscetibilidade a esta infecgéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candidemia em pacientes nas Unidades de Terapia Intensiva

Fungos do género Candida apresentam crescimento macroscépico em laboratério
como colbnias de cor creme-amareladas e microscopicamente como leveduras em
brotamento. A espécie clinicamente mais incidente é C. albicans, um fungo pleomdrfico
capaz de sobreviver como levedura (blastoconideo) ou na forma micelial, dependendo
de condigdes ambientais, tais como temperatura, umidade, aeracdo e substrato de
desenvolvimento. Apresenta capacidade de formar hifas verdadeiras ou corpos
alongados, chamados pseudohifas. As hifas originam-se a partir de projecdes delgadas
chamados tubos germinativos, caracteristica distinta desta espécie (TREVIJANO-
CONTADOR; RUEDA; ZARAGOZA, 2016).

As manifestacdes clinicas de infecgdes fungicas hospitalares podem se apresentar
de varias formas: infecgdes da corrente sanguinea (fungemia), do trato urinario (ITU),
de feridas cirurgicas, abscessos de pele relacionadas a insercao do cateter, infecgdo do
musculo cardiaco e outros (PLAYFORD et al., 2016).

A candidemia caracteriza-se pelo isolamento de Candida spp. na corrente sanguinea
de pacientes sem evidéncias clinicas e laboratoriais de focos infecciosos nas visceras.
Na pratica clinica, existem poucos casos para 0s quais hd documentacdo do
envolvimento de diferentes 6rgdos durante o episodio de candidemia. O padréo clinico
mais frequente de apresentacdo de candidemia em adultos é a presenca de febre que ndo
responde a terapia com antibioticos. A febre pode ter um inicio insidioso, sem
envolvimento significativo do quadro geral ou pode ser acompanhada por calafrios,
mialgia, hipotensdo e taquicardia. Eventualmente, alguns pacientes desenvolvem
hipotermia e outras evidéncias de sepse (COLOMBO et al., 2013).

Apesar de ser considerada a quarta infeccdo de corrente sanguinea mais comum
em unidades de terapia intensiva (UTIs), na maioria dos estudos populacionais a
candidemia é relatada entre a sétima e décima infeccdo de corrente sanguinea mais
comum. As taxas de incidéncia tém aumentado ou estdo estaveis na maioria das regides,
embora taxas decrescentes tenham sido relatadas em areas de alta incidéncia apds a
introducdo de melhorias na higiene e no manejo da doenca. O aumento no tempo de

internacdo, a piora das condicdes clinicas e o eventual 6bito associados a esta infeccéo
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normalmente precedem o diagndstico laboratorial positivo (MCCARTY; PAPPAS,
2016; EPELBAUM; CHASAN, 2017).

De acordo com um estudo de Prevaléncia Estendida em Terapia Intensiva
(“Extended Prevalence of Infection in Intensive Care”, EPIC II), espécies do gé€nero
Candida representam a terceira causa mais frequente de infeccdo em UTIs em todo o
mundo, respondendo por 17% de todas as infecgOes em pacientes com hemocultura
positiva (LAMOTH et al., 2018).

2.2 Distribuicdo das espécies de Candida isoladas em UTIs

A espécie Candida albicans é a mais comumente isolada na maioria dos estudos
sobre candidemia em pacientes na UTI, apesar das proporgdes variarem
geograficamente. Entretanto, em alguns casos, as espécies do complexo C.
paraspsilosis, C. tropicalis, C. krusei e do complexo C. glabrata revelam-se mais
incidentes quando consideradas em conjunto (BREDA et al.,, 2017). A Tabela 1
apresenta as taxas de incidéncia anual de candidemia em estudos populacionais ou
multicéntricos e a relacdo proporcional entre C. albicans e espécies de Candida néo-
Candida albicans (LAMOTH et al., 2018).

A distribuicao de espécies tem mudado ao longo das Gltimas década, com uma
diminuicdo na proporcdo de C. albicans e um aumento nos complexos de C. glabrata e
de C. parapsilosis, principalmente. A distribuicdo geral das espécies depende da
distribuicdo geografica e caracteristicas clinicas associadas aos pacientes. A mudanca
na epidemiologia das infeccBes por Candida em relacdo a espécies de Candida nao-
Candida albicans € clinicamente relevante por causa das altas taxas de resisténcia ao
fluconazol entre os isolados do complexo C. glabrata e a resisténcia intrinseca ao
fluconazol de C. krusei (LAMOTH et al., 2018). A Figura 1 apresenta um resumo da
variacdo na distribuicdo das espécies de Candida ndo-Candida albicans em alguns
estudos populacionais.

Um trabalho de ambito global estimou a incidéncia das espécies de Candida
isoladas a partir de infec¢bes na corrente sanguinea em 1265 UTIs de 79 paises (estudo
EPIC II). Verificou-se uma frequéncia de 6,87 casos em cada 1000 pacientes internados
nas UTIs. A espécie mais frequentemente isolada foi C. albicans, 70,7% considerando

todos os continentes analisados. A maior incidéncia continental desta espécie foi
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verificada na Europa (71,7%), enquanto a menor foi na América Latina (57,1%)
(LAMOTH et al., 2018).

Tabela 1: Taxas de incidéncia anual de casos de candidemia a partir de estudos
multicéntricos ou populacionais.

incidéncia anual Candida albicans/
Pais Periodo Casos (casos/100 mil na Candida ndo-Candida
populacéo) albicans (%)

Estados

Unidos 2013 515 95-14,4 35/65
Canada 3203'20 453 3,0 62/38
Noruega igo4-20 1677 3,9 68/32
Finlandia 3304'20 603 2.9 67/33
Islandia i(l)OO—ZO 208 5,7 56/44
Dinamarca 3804'20 2649 8.6 58/42
Espanha i(l)lo_zo 773 8,1 45/55
Escécia 2007 242 4.8 50/50
Australia i;”"” 527 2.4 44/56

Incidéncia anual
(casos/1000 admissdes)

Bélgica igls-zo 338 0.4 50/50

Peru 5213‘20 157 2.0 28/72
América 2008-20

latina* 10 672 0,3-2,0 38/62

india ig“‘zo 1601 0,3-2.9 41/59

* Estudo realizado com amostras de 21 hospitais terciarios da Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, Equador, Honduras e Venezuela.
Fonte: Adaptado de (LAMOTH et al., 2018)

Nos Estados Unidos da América (EUA), um estudo realizado em 56 hospitais,
entre 1998 e 2006, verificou 1218 episodios de infecgdes na corrente sanguinea por
Candida spp. A espécie C. albicans foi a mais prevalente, identificada em 611 casos
(50,7%), seguido pelo complexo C. parapsilosis (17,4%), complexo C. glabrata
(16,7%) e C. tropicalis (10,2%). A proporcdo de espécies de Candida ndo-Candida
albicans aumentou significativamente (p <0,001) ao longo do tempo (WISPLINGHOFF
et al., 2014).
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Proporgdes aproximadas foram observadas em um estudo conduzido durante um
periodo de oito anos e sete meses (2003-2011) no mesmo pais. Verificaram-se 161
casos de candidemia em 158 pacientes na UTI de um total de 16.074 admitidos. Dos
isolados, 50% eram C. albicans, 19% complexo C. glabrata, 14% complexo C.
parapsilosis e 7% C. tropicalis. Em relacdo aos pacientes, 52% eram do sexo feminino,
apresentaram idade média de 59 anos (variando de 18 a 98) e 74% apresentavam doenca
de base clinica, enquanto os demais eram do setor cirurgico. Destes, apenas trés nao
desenvolveram sepse, dos quais dois foram a ébito. Entretanto, 43 desenvolveram sepse
(13 obitos, 30%) , 50 sepse severa (22 ébitos, 44%) e 65 choque séptico (42 Obitos,
65%). A frequéncia geral de 6bitos foi, portanto, 49,07% (NG et al., 2015).
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Figura 1: Variacdo geografica na distribuicdo das espécies de Candida ndo-Candida
albicans. Os dados referentes as notificacdes de C. auris foram obtidos a partir do
Centro de Controle de Doencas e Prevencdo, dos Estados Unidos (Centers for Disease

Control and Prevention, CDC), acessado em 27 de Marco de 2018. Fonte: Adaptado de
(PAPPAS et al., 2018).

Em UTIs europeias e australianas o complexo C. glabrata €, geralmente, o
isolado de Candida ndo-Candida albicans mais comum, sendo responsavel por cerca de
20% das infeccBes. Apresenta-se menos virulenta que C. albicans e esta associada ao
aumento da idade e transplantes de orgdos solidos. Isolados do complexo C. tropicalis
equiparam-se com os de C. albicans em termos de viruléncia e € comparativamente bem
menos frequente (aproximadamente 9%). Na Ameérica do Sul, por outro lado, essas
proporg¢des sdo inversas: C. tropicalis é o isolado Candida ndo-Candida albicans mais

comum (aproximadamente 20%), enquanto o complexo C. glabrata é isolada em cerca
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de 9% dos casos. Essas diferencas na distribuicdo das espécies podem ajudar a explicar
as diferentes taxas de mortalidade associadas a candidemia relatadas na Europa (50%) e
América do Sul (70%) (EPELBAUM; CHASAN, 2017).

Um estudo realizado entre 2009 e 2010 na Africa do Sul, envolvendo 11
hospitais publicos e 85 privados, evidenciou 1138 casos de candidemia, sendo 719
(63,2%) obtidos a partir de pacientes internados em UTIs. Entre os isolados dos
hospitais puablicos, C. albicans foi identificada em 46%, seguida do complexo C.
parapsilosis (35%), complexo C. glabrata (7%), C. krusei (2%) e outras espécies (4%).
Entretanto, nos hospitais privados o complexo C. parapsilosis foi a espécie mais
prevalente, com uma propor¢do de 53%. Os dados referente as demais espécies ndo
foram apresentados (GOVENDER et al., 2016).

Na india, um estudo realizado entre 2011 e 2012 investigou a incidéncia de
candidemia em 27 UTIs médicas e cirargicas. Um total de 215.112 pacientes foram
admitidos nas UTIs, dos quais 1.400 desenvolveram candidemia, resultando em uma
incidéncia de 6,51 casos para cada 1.000 admissdes (1C95% 6,18-6,86). Em relacéo aos
isolados, C. tropicalis foi 0 mais prevalente (41,6%), seguido de C. albicans (20,9%) e
o complexo C. parapsilosis (10,9%). Oito espécies causaram 92,8% dos casos,
enquanto 7,2% foram infectados por 22 espécies menos comuns. Enquanto C. tropicalis
foi a espécie Candida ndo-Candida albicans significativamente mais incidente em UTIs
particulares (44,8% vs. 37,7%; p = 0,035), no setor publico as mais comuns foram C.
auris (8,2% vs. 3,9%; p = 0,008) e C. rugosa (5,6% vs. 1,5%; p = 0,001). A espécie
emergente C. auris multirresistente foi isolado em 19 de 27 UTIs e compreendeu 5,2%
de todos os isolados. Esta espécie foi significativamente mais comum em pacientes com
cateterismo venoso central (6,8% vs. 2,9%; p = 0,035) (CHAKRABARTI et al., 2014).

Cinco grandes hospitais da China participaram de um estudo retrospectivo entre
2008 e 2010. Foi verificado que ndo houve diferenca significante na distribuicdo das
espécies de Candida entre os pacientes das UTIs e outros setores dos hospitais. Entre os
isolados das UTlIs foi verificada uma incidéncia de 15,1 casos/1.000 internacdes. A
espécie mais incidente foi C. albicans (40%), seguida de C. tropicalis (22,5%),
complexo C. parapsilosis (15%), C. krusei (11,3%), complexo C. glabrata (10%) e C.
famata (1,3%) (LI et al., 2015).

Na Russia, foram analisados 322 isolados entre 2012 e 2014 em 37 setores
clinicos (a maioria UTIs) das seis regides federativas do pais. Um total de 14 espécies

foram identificadas: C. albicans (43.2%), complexo C. parapsilosis (20.2%), complexo
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C. glabrata (11.5%), C. tropicalis (9.6%), C. krusei (6.2%), C. guilliermondii (5.3%),
C. lusitaniae (1.3%), C. pararugosa (0.6%), C. dubliniensis (0.6%), C. inconspicua
(0.3%), C. bracarensis (0.3%), C. utilis, C. kefyr (0.3%), e C. lipolytica (0.3%)
(VASILYEVA et al., 2018).

No Brasil, um estudo denominado Vigilancia e Controle Brasileiro de Patdgenos
de Importancia Epidemiologica (“Brazilian Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiologic Importance” - BrSCOPE), envolveu 16 hospitais publicos e privados
participantes nas cinco regides do Brasil. Dados clinicos e caracteristicas
microbioldgicas foram coletadas e analisadas entre 2007 e 2010. Foram estudadas 2.563
episodios de infeccbes hospitalares com 2.688 microrganismos relatados pelos 16
centros participantes. Espécies do género Candida compreenderam o 7° agente mais
prevalente, contabilizando 137 casos, dos quais 88 (64,2%) ocorreram em UTIs. A
distribuicdo das espécies foi: C. albicans (34,3%), complexo C. parapsilosis (24,1%),

C. tropicalis (15,3%), complexo C. glabrata (10,2%), C. krusei (1,5%), C. pelliculosa
(1,5%), C. lusitaniae (0,7%), C. famata (0,7%), e C. guilliermondii (0,7%) (DOI et al.,
2016).

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo proporcional das cinco espécies mais

incidentes em casos de candidemia evidenciados em pacientes internados nas UTIs em

estudos no Brasil publicados recentemente.
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Tabela 2: Distribui¢do proporcional das cinco espécies mais incidentes em casos de candidemia evidenciados em pacientes internados nas UTIs.

Local Period N C Candida N . _ .
oca eriodo asos albicans C. tropicalis C.glabrata C. parapsilosis C. krusei  Outras Referéncias
Campinas (MORETTI et
(SP) 2006-2010 53 43,4% 28,4% 7,5% 9,4% 3,8% 7,5% 1, 2013)
al.,
Sé&o Paulo (COLOMBO et
(SP) 2003-2012 647 44% 21,8% 9,9% 17,2% 2,5% 1,9% 1. 2014)
al.,
Londrina (DA COSTA et
(PR) 2004-2011 108 28,7% 30,5% 8,3% 24,1% 1,8% - 1. 2014)
al.,
Ribeirdo (GASPAR et al.,
2011-2012 18 36,8% 26,3% 15,7% 5,2% 5,2% 5,2%
Preto (SP) 2015)
(PINHATI et al.,
Brasilia (DF) 2011-2012 40 22,5% 2,5% 5% 70% - -
2016)
Campo MATTOS et al.,
2013-2014 221 35,3% 33,5% 15,8% 9,9% 3,2% 2,4% (
Grande (MS) 2017)
o (BREDA et al.,
Curitiba (PR) 2011-2016 149 45% 15,4% 14,1% 12,1% 6,7% 6,7%

2017)
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2.3 Fatores de risco para o desenvolvimento da candidemia em UTIs

A internacdo em UTIs é considerada um fator de risco isolado para o
desenvolvimento de candidemia, devido a grande diversidade de procedimentos
invasivos, existéncia de reservatérios ambientais e contaminagdo cruzada da assisténcia
a que os pacientes sdo submetidos (YAPAR, 2014; MCCARTY; PAPPAS, 2016;
LAMOTH et al., 2018). Inicialmente, os estudos sobre este tipo de infecgdo apontavam
0 potencial de transmissdo nosocomial a partir de outros pacientes ou profissionais de
salde. No entanto, a autoinfeccdo €, em estudos mais recentes, considerada uma rota
predominante para o desenvolvimento da fungemia. E necesséaria uma lesdo no sistema
tegumentar ou no revestimento intestinal concomitante ao crescimento excessivo da
levedura para obter acesso a corrente sanguinea ou a outros locais. Os dados apontam o
intestino como a fonte inicial de Candida spp enddgena isolada em hemoculturas. Em
estudos com modelos animais, evidenciou-se que a neutropenia com integridade
intestinal preservada ou lesdo intestinal sem neutropenia sdo condicOes insuficientes
para 0 desenvolvimento de candidiase disseminada em um modelo murino. Em
humanos, essa combinacdo de fatores se encontra na enterocolite neutropénica.
(EPELBAUM; CHASAN, 2017).

Espécies de Candida que colonizam o intestino invadem por translocacdo ou por
transposicdo anastomatica apos laparotomia e causam infeccdo localizada profunda (por
exemplo, peritonite) ou candidemia (Figura 2). Em pacientes com cateter intravascular a
candidemia que se origina do intestino ou da pele leva a colonizacdo do cateter e a
formacdo de biofilme. As leveduras sdo posteriormente liberadas do biofilme causando
candidemia persistente e podem se disseminar levando a infec¢bes secundarias no
pulmdo, figado, baco, rins, ossos ou olhos. Estas infeccbes podem permanecer
localizadas ou levar a candidemia secundaria. Durante a infec¢do, os fungos na corrente
sanguinea podem predispor a candiddria. Menos frequentemente, a candidiase profunda
pode ocorrer como resultado de pielonefrite ascendente e pode permanecer localizada
ou levar a candidemia secundaria (MCCARTY; PAPPAS, 2016; PAPPAS et al., 2018).

Outras situacbes que causam debilidade imunolégica, como as advindas das
condicBes clinicas de pacientes com diabetes, insuficiéncia renal e outras doencas
crbnicas, sdo apontados como importantes fatores de risco para candidemia em

pacientes da UTI. A diferenca pode estar na contribuicdo aditiva das intervencées,
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particularmente a introducdo de dispositivos mecénicos, incluindo CVC, equipamentos
para hemodialise, tubos endotraqueais, e cateteres urinarios. (MONTAGNA et al., 2014;
LI etal., 2015; MERMUTLUOGLU et al., 2017; LAMOTH et al., 2018).
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Figura 2: Origem da candidemia através de fonte enddgena ou por uso de cateter
intravascular e disseminacdo da infecdo. Fonte: Adaptado de (MCCARTY; PAPPAS,
2016).

Além destes fatores, os casos de candidemia na UTI, quando comparados com 0s
casos de outros setores, sdo caracterizadas por uma pré-exposi¢cdo mais frequente ao
fluconazol com subsequente tratamento com equinocandina, baixa incidéncia do
complexo C. parapsilosis e maiores taxas de mortalidade bruta (COLOMBO et al.,

2014). Em relacéo ao risco de Obito, alguns fatores independentes e associados a
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candidemia na UTI podem incluir pacientes diabéticos, uso de ventilagdo mecénica,
imunossupresséo, febre, escore APACHE 11 alto, idade, uso de cateter arterial, infeccéo
por C. kefyr, pré-exposicdo a caspofungina e falta de terapia antifiUngica no momento
dos resultados da hemocultura (LAMOTH et al., 2018).

Um estudo retrospectivo de &mbito global analisou a prevaléncia e fatores de risco
associados a infeccdo por Candida spp na corrente sanguinea de pacientes internados
em UTIs de 76 paises. Um total de 14.414 pacientes foram incluidos no estudo. A
prevaléncia de candidemia foi 6,9/1000 pacientes. Foi verificada coinfeccdo com
bactérias em 38,4% dos casos. Nos casos de infeccdo apenas pela levedura, 59% eram
do sexo masculino, com uma média de idade de 59 anos e estiveram internados por, em
média, 14 dias na UTI. A condicdo de base mais comum foi cancer (24,6%), seguida de
doenca pulmonar obstrutiva crénica (13,1%). Em relagdo as intervencdes clinicas,
destacaram-se o uso de CVC (88,5%), ventilacdo mecanica (72,1%) e uso de cateter
arterial (63,9%). A mortalidade foi observada em 42,6% destes pacientes (KETT et al.,
2011).

Os estudos no Brasil apresentam resultados similares. Em um trabalho realizado em
16 hospitais das cinco regibes do pais entre 2007 e 2010 foram identificados 137
pacientes com candidemia, dos quais 88 estavam em UTIs. A maioria dos pacientes era
do sexo masculino (51,8%) e a média de idade foi 56 anos. A condigdo de base mais
frequente foi cancer (32,1%), seguida de doenca gastrointestinal (18,9%). Entre os
principais fatores de risco foi observado o uso de CVC (88,3%) e ventilagdo mecanica
(49,6%). A mortalidade foi observada em 85% dos pacientes internados na UTI que
desenvolveram candidemia (p < 0,01) (DOl et al., 2016).

Em 2006, um grupo espanhol, usando o banco de dados do “Estudio de Prevalencia
de Candidiasis”, identificou quatro preditores de infec¢do invasiva por Candida (LEON
et al., 2006). Com base nesses preditores, uma pontuagcdo denominada “Candida Score”
foi construida. Em 2009, o0 mesmo grupo demonstrou uma significativa associacdo
linear entre valores crescentes do “Candida Score” e a taxa de infec¢des invasivas por
Candida (LEON et al., 2009). Tal pontuacdo pode ser (til para estratificar o risco
comprovado de infeccdo por Candida e diferenciar pacientes que se beneficiariam do
tratamento antifungico precoce daqueles para quem a candidiase invasiva é altamente
improvavel.

Um estudo de coorte avaliou a performance do “Candida Score” em cinco UTIs na

Franga. Verificou-se que dos 94 pacientes estudados, 44 tiveram uma pontuagédo = 2,
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enquanto 29 tiveram uma pontuacdo = 3, outros 17 pacientes tiveram uma pontuacgao =
4, e apenas 4 pacientes tiveram uma pontuacdo = 5. Candidiase invasiva foi observada
em cinco (5,3%) pacientes. Um paciente teve candidemia, trés pacientes apresentaram
peritonite e um paciente infeccdo pleural. As taxas de candidiase invasiva foi de 0% em
pacientes com escore = 2 ou 3, 17,6% em pacientes com escore = 4 e 50% em pacientes
com escore = 5 (p <0,0001). Estes resultados confirmam que o “Candida score” é uma
ferramenta interessante para diferenciar entre os pacientes da UTI que apresentam sepse
grave adquirida no hospital ou choque séptico aqueles que se beneficiariam do
tratamento antifingico precoce (escore > 3) daqueles para quem a candidiase invasiva é
improvavel (escore < 3) (LEROY et al., 2011).

2.4 Viruléncia das espécies isoladas em casos de candidemia nas UTIs

A razdo pela qual alguns pacientes na UTI com fatores de risco conhecidos
desenvolvem candidemia enquanto outros ndo, é provavelmente uma funcdo da
complexa interacdo dos fatores de risco, da viruléncia fungica e das defesas do
hospedeiro. A maioria dos estudos concentram-se em caracterizar os fatores de
viruléncia associados a infeccdo por C. albicans, havendo um escassez de publicacfes
sobre as outras espécies. Um dos motivos é o fato desta espécie ser um fungo
pleomérfico, existindo como levedura, hifas ou pseudo-hifas. Experimentos com
modelos animais tém demonstrado que restringir C. albicans a forma de levedura torna-
a ndo virulenta, talvez pela reducdo da sua capacidade de resistir a fagocitose. Outro
mecanismo de resisténcia ao sistema imunoldgico é a capacidade de formacdo de
biofilme em superficies naturais (mucosas) ou artificiais (cateteres) (EPELBAUM,;
CHASAN, 2017).

O significado da transicdo morfoldgica é evidenciado através de publicacdes que
apresentam a forma filamentosa invariavelmente associada com alguma condigédo
patologica, enquanto a forma de levedura pode ser encontrada no intestino e vagina de
uma grande porcentagem da populacdo sem causar sintomas. Os estimulo exdgenos in
vitro que levam a esta transicdo incluem a presenca de soro a 37°C, N-
acetilglucosamina, pH neutro, concentragdo de CO: em 5%, caréncia de nutrientes
essenciais e microaerofilia (CASSONE, 2015).
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A formacédo de hifas estd associada a expressdo de genes que codificam fatores
de viruléncia, porém ndo sdo mandatorias para a formagdo e manutencdo das mesmas.
Estes incluem a proteina da parede da hifa Hwp1l, a proteina de sequéncia semelhante a
aglutinina Als3, as proteases asparticas secretadas Sap4, Sap5 e Sap6 e proteinas
associadas as hifas Ecel e Hyrl. Estas proteinas contribuem para as propriedades
especiais de hifas que sdo importantes para a viruléncia, contribuindo na adesdo e
invasdo de células hospedeiras (OBATA, 2004; HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016).

Assim, uma estimativa do perfil de viruléncia do fungo pode ser verificada através
de ensaios in vitro avaliando a capacidade de aderéncia em células epiteliais ou contra
superficies de materiais sintéticos, tais como plasticos e metais (MISTRO et al., 2012).
Por exemplo, em um estudo realizado com pacientes acometidos por infeccdo na
corrente sanguinea por C. tropicalis, foi demonstrado que o0 aumento da capacidade de
aderéncia, avaliada in vitro, estava associado com maior potencial para formacdo de
biofilme e, consequentemente, maior viruléncia em pacientes submetidos a radioterapia
(DA SILVA et al., 2017).

Forte capacidade de aderéncia in vitro foi evidenciada em 60% dos isolados de C.
albicans e em 25% do complexo C. parapsilosis obtidos a partir da coleta de amostras
em varios tecidos (LIMA-NETO et al.,, 2011). Considerando isolados apenas da
corrente sanguinea, o perfil de aderéncia in vitro de C. albicans foi avaliado em um
estudo onde se demonstrou que 30% apresentou forte capacidade quando comparados a
uma cepa controle (ATCC 18804) (MANDELBLAT et al., 2017).

2.5 Resposta imunologica as infeccdes por Candida spp. na corrente sanguinea

Fungos do género Candida sdo colonizadores da pele humana e das mucosas nos
tratos gastrointestinal e genitourinario em 30 a 50% dos individuos saudaveis. Em
condicBes normais a defesa do hospedeiro humano impede este fungo comensal de se
tornar um patdgeno. Perda funcional da pele ou de barreiras mucosas, desequilibrios do
microbioma ou defeitos nos mecanismos de defesa imunoldgica podem levar a uma
maior suscetibilidade a candidiase mucocutanea ou invasiva (DAVIDSON; NETEA;
KULLBERG, 2018).

A resposta imunoldgica contra um patogeno, a exemplo dos fungos, inicia-se pelo

reconhecimento de moléculas do agente infectante através de suas assinaturas quimicas
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conservadas, chamadas padrdoes moleculares associados a patdégenos (“pathogen-
associated molecular patterns” - PAMPS). Estes PAMPs séo identificados por receptores
de reconhecimento de patogenos (“pathogen recognition receptors” - PRRS). As
populagcbes celulares envolvidas no reconhecimento de C. albicans sdo mondcitos,
macrdfagos, células dendriticas e neutréfilos (NETEA et al., 2015).

Os PAMPs encontrados em fungos do género Candida estdo presentes na parede
celular, que consiste de uma camada interna de polissacarideos (quitina, 1,3-B-glucanas
e 1,6-B-glucanas) e uma camada externa de proteinas glicosiladas com manana. Os
principais PRRs envolvidos no reconhecimento sdo membros de uma familia de
receptores semelhantes a Toll (“Toll-Like Receptors” - TLRS) e 0s receptores de lectina
do tipo C (“C type Lectin Receptors” - CLRs). O TLR2 forma um heterodimero
funcional com TLR-1 que reconhece fosfolipomananas, o TLR4 reconhece mananas O-
ligadas, 0 CLR dectina-1 reconhece B-glucanas. Os receptores CLRs de manose em
macrofagos e 0s receptores ndo integrina captadores da molécula de adesdo intercelular
3 e especificos de células dendriticas (“Dendritic Cell Specific-ICAM3-Grabbing Non-
integrin” - DC-sign) reconhecem mananas N-ligadas (QIN et al., 2016).

A associacdo entre receptores TLR2-TLR1 ou TLR4 com os PAMPs de Candida
spp. € bem caracterizada e induz a ativacdo da resposta imune inata, levando a sintese e
liberacdo de citocinas, quimiocinas proinflamatorias e ativacdo do inflamossomo
NLRP3, que converte as inteleucinas IL-1beta e IL-18 para as formas ativas. Ocorre a
subsequente ativacdo da inflamacdo e da resposta imune adaptativa.
Concomitantemente, ocorrem fagocitose e morte do fungo, predominantemente por
neutrofilos (DAVIDSON; NETEA; KULLBERG, 2018).

Apesar dos linfécitos CDsterem um papel na inibi¢do do crescimento de C. albicans
em estudos in vitro, o principal mecanismo da resposta imunoldgica adaptativa ocorre
apos fagocitose e processamento do fungo por células dendriticas que apresentam 0s
antigenos gerados via moléculas de HLA classe Il as células CD4naive, resultando em
uma resposta com padrdo T-helper (Tn) (RICHARDSON; MOYES, 2015). A
proliferacdo destas células na presenca de citocinas inflamatorias leva a diferenciacdo
em subpopulacdes Tnl e Tnl7. As células Tnl sdo induzidas por IL-18 e produzem IFN-
Y, um importante potencializador da atividade fungicida de neutréfilos e macréfagos.
Células Tnl7 sdo induzidas por IL-1beta e produzem IL-17 e IL-22, que promovem 0
recrutamento e ativagdo de neutrofilos, bem como a liberagdo de B-defensinas

antifungicas por células epiteliais (NETEA et al., 2015).
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Apos a fagocitose, os neutrofilos utilizam mecanismos oxidativos e ndo oxidativos
para eliminar o fungo. A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é mediada
por um complexo proteico chamado nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase. A enzima mieloperoxidase catalisa a conversdo do perdxido de hidrogénio em
acido hipoaldico, o que amplifica a toxicidade das EROs. Neste contexto, a atividade
fungicida depende da toxicidade das EROs e da liberacdo de proteases antiflngicas.
Este mecanismo é essencial para depuracdo (clearence) da levedura opsonizada e
depende da ligag¢do aos receptores FcyRs e ativacao da proteina quinase C. A morte nao
oxidativa leva a producéo de fatores antimicrobianos tais como lisozima, lactoferrina,
clastase, B-defensinas, gelatinases e catepsina G. Além de eliminar por fagocitose, 0s
neutrofilos podem liberar fibras de cromatina formando armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETS). Estas NETS séo capazes de eliminar leveduras, bem como hifas,
ligando estas estruturas e liberando um peptideo antifingico chamado calprotectina
(QIN et al., 2016).

2.6 Predisposicéo genética a candidemia e papel do receptor TLR1

Mesmo entre pacientes com uma combinagdo de varios fatores de risco para
candidiase invasiva, a doenca ocorre apenas em uma minoria de pacientes. Isto sugere
um papel para variagdes genéticas subjacentes, que, em combinacdo com varios fatores
de risco, possivelmente regulam a susceptibilidade do paciente em desenvolver
candidemia. Varios polimorfismos em genes de regulagdo imunologica foram
recentemente investigados quanto ao potencial de aumento ou diminuicdo da
capacidade em adquirir ou eliminar a infeccdo. O diagndstico desta predisposicédo
subjacente ajudaria a determinar quais pacientes poderiam se beneficiar de tratamento
antifangico profilatico ou imunoterapia adjuvante (MCCARTY; PAPPAS, 2016).

Estudos populacionais tém demonstrado um aumento na susceptibilidade a
candidiase invasiva em individuos que apresentam variantes genéticas especificas
envolvendo 1L10, IL12B, TNF, CXCR1, CX3CR1, STAT1, PSMB8, SP110, CCLS,
TLR1, CD58, TAGAP e LCE4A-Clorf68. Entre estes destacam-se 0s polimorfismo no
gene TLR1 (PAPPAS et al., 2018).

Os TLRs pertencem a uma superfamilia de receptores de interleucinas,

constituindo uma das categorias de PRRs. Em seres humanos existem 10 TLRs
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funcionais identificadas (TLR1 — TLR10). Todos s&o receptores transmembranares do
tipo 1, alguns expressos na superficie celular e outros nas membranas de vesiculas ou
organelas. O receptor TLR1 atua na membrana plasmatica de neutrofilos, macrofagos e
células dendriticas formando um heterodimero com TLR2 durante a sua ligacdo aos
PAMPs. Essa interagdo promove a ativagdo da fagocitose e produgdo de citocinas
inflamatorias, tais como IL-8, IL-6 e IL-1p (NOREEN; ARSHAD, 2015).

Em um estudo prospectivo envolvendo pacientes de UTIs com candidemia e um
grupo controle com a mesma doenca subjacente, mas sem candidemia, trés de
polimorfismos de nucleotideo unico (“Single Nucleotide Polymorphism” - SNP) no
gene TLR1 (localizagcdo cromossémica 4pl14 - banda quatro da regido um no braco curto
do cromossomo quatro) foram associados com suscetibilidade a candidemia entre os
individuos caucasianos (R80T, S248N e 1602S). Destes, o polimorfismo R80T
(rs5743611) resulta na troca de arginina por treonina no codon 80 do gene, foi 0 que
apresentou maior Odds ratio (OR = 1,82 com intervalo de confianca de 95% variando
entre 1,12 e 2,98) com p = 0,02 (PLANTINGA et al., 2012).

O alelo variante do polimorfismo rs5743611 promove uma modificacdo na
porcdo central extracelular do TLR1, levando a sensibilidade diminuida deste receptor
pelos componentes da parece celular microbiana, em modelos in vitro. Aléem da
candidemia, foi associado, em estudos anteriores, com retocolite ulcerativa (OR = 2,84;
p = 0,045) e susceptibilidade aumentada para aspergilose invasiva em pacientes
submetidos a transplante de células tronco hematopoéticas (OR =1,3; p <0,01) (KESH
et al., 2005; PIERIK et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Verificar se ha associacdo entre o polimorfismo rs5743611 (R80T) do gene Toll-Like
Receptor-1 com a infeccdo na corrente sanguinea por espécies de Candida
caracterizadas quanto a capacidade de aderéncia celular a partir de amostras sanguineas
de pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva de hospitais publicos de
Pernambuco e Paraiba nos anos 2015 a 2017.

3.2 Objetivos Especificos:

Diagnosticar as espécies de Candida presentes nas amostras sanguineas dos
pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva nos referidos hospitais;

e Determinar a frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo rs5743611 (R80T)

do gene Toll-Like Receptor 1;

e Verificar a capacidade de ades&o celular in vitro das espécies isoladas;

e Avaliar a influéncia dos fatores de risco para infeccdo na corrente sanguinea por

Candida (fatores demogréaficos, de internamento na UT]I, do histérico de doencas,

do historico de terapia medicamentosa e do status imunoldgico).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo observacional, transversal, do tipo caso-controle com abordagem genética
sobre a susceptibilidade dos pacientes a candidemia.

4.2 Populagéo Alvo

Os participantes desta pesquisa foram pacientes internados nas Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) do Hospital Agamenon Magalhdes da Secretaria Estadual de
Saude de Pernambuco, localizado em Recife, e Hospital de Emergéncia e Trauma
Senador Humberto Lucena, localizado em Jo&o Pessoa, Paraiba. Foram organizados em

dois grupos:

1. Grupo de casos: Pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva, maiores
de 18 anos e que possuiam solicitacdo medica para diagndstico microbiologico,
através de cultura a partir de amostra sanguinea, com resultado positivo para

candidemia;

2. Grupo controle: Pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva, maiores
de 18 anos e que possuiam solicitacdo médica para diagndstico microbioldgico,
através de cultura a partir de amostra sanguinea, com resultado negativo para
qualquer levedura. Os participantes do grupo controle ndo infectados foram
hospitalizados sem histdrico ou evidéncia de candidemia ou qualquer infecgédo

fangica invasiva.

4.3 Amostragem e critérios de inclusdo e exclusao

As amostras foram obtidas pela demanda espontanea de pacientes que aceitaram
participar do estudo mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (APENDICE A). Apenas as informag@es acerca dos aspectos clinicos dos
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pacientes foram consultadas através dos prontudrios e registradas em formulario
especifico.

Participantes do grupo controle que, ao longo da pesquisa, apresentaram
episodios devidamente diagnosticados de candidemia, foram excluidos deste grupo
(passando a fazer parte do grupo de casos). Foram excluidos também aqueles cujos
dados eram insuficientes para analise estatistica ou que apresentaram resultados

inconclusivos no diagnostico micolégico.

4.4 Definicdo das Variaveis

A definicdo e categorizacdo das variaveis independentes estdo apresentadas no
Quadro 1, enquanto das variaveis dependentes estdo no Quadro 2.

Quadro 1: Operacionalizacao e categorizacdo das variaveis independentes.

VR Definicdo Categorizagdo
Independentes ¢ g ¢
Adulto
. . >18 anos e <
Anos completos de vida no dia da coleta de (
Idade ) 60 anos)
sangue, de acordo com a data de nascimento. 1doso
(> 60 anos)
N s Masculino
Género Referente ao sexo biologico -
Feminino
Administracdo de medicacdo corticosteroide ou
Uso de imunossupressora ao paciente durante o sim
corticosteroides/ periodo de internacdo, verificada através de NEo
Imunossupressores | registro no prontuario até o dia da coleta de
sangue.
Diminuicdo no numero de Neutréfilos, com
. contagem de leucécitos inferior a 500 Sim
Neutropenia . 3 . . o x
células/mm3, verificada através da realizacdo Néo
do hemograma a partir da coleta de sangue.
Diagnostico da infeccdo pelo Virus da
x Imunodeficiéncia Humana, verificado através Sim
Infeccdo pelo HIV o - . «
da realizacdo do exame soroldgico a partir da Néo
coleta de sangue ou registro no prontuario.
Paciente fez uso de antibidticos durante o
Tratamento prévio | periodo de internacdo, verificado através de Sim
com antibioticos registro no prontuario até o dia da coleta de Néo
sangue.

. . Paciente fez uso de  medicamento .
Quimioterapia nos s s o . Sim
< A quimioterapico nos Ultimos trés meses até a «
altimos trés meses e . Né&o

data de coleta do sangue, verificado através de
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relato do préprio paciente ou do responsavel.
Tempo de Perl’odo_de tempo registrado_ a partir da er]trada _
o do paciente na UTI, verificado atravées de <14 dias
permanéncia na . . . : .
UTI registro no prontuario ate o dia da coleta >14 dias
sanguinea.
Paciente sofreu alguma intervencdo cirurgica
Intervencgéo durante o periodo de internacdo na UTI, Sim
cirtrgica verificado através de registro no prontuario até Né&o
0 dia da coleta de sangue.
Paciente fez uso de nutricdo parenteral durante
Nutrico parenteral 0 pefiodo de_internagéo na,L_JTI, /verifi_cado SiNm
através de registro no prontuério até o dia da Né&o
coleta de sangue.
Paciente fez uso de cateter venoso central
Uso de cateter durante o periodo de internagdo na UTI, Sim
venoso central verificado através de registro no prontuario até Né&o
0 dia da coleta de sangue.
Paciente fez uso de cateter urindrio durante o
Uso de cateter periodo de internacdo na UTI, verificado Sim
urinario através de registro no prontuério até o dia da Néo
coleta de sangue.
Paciente fez uso de wventilagdo mecanica
Uso de ventilagdo | durante o periodo de internacdo na UTI, Sim
mecanica verificado atravées de registro no prontuério até Né&o
0 dia da coleta de sangue.
Enfermidade diagnosticada no paciente quando Clinica
Doenca de base . « ) -
da sua internacdo hospitalar. Cirargica
Identificacdo, pela técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), a partir da
. . amostra sanguinea do paciente, do genotipo GG
Polimorfismo . C -~
(s5743611 referente a substlt_uu;ao do amlnoac_|d~o arginina CcC
(R) pela Treonina (T) na posicdo 80 do GC
polipeptideo codificado pelo gene Toll-Like
Receptor 1

Quadro 2: Operacionalizacao e categorizacdo das variaveis dependentes.

VEIEEIE Definigcdo Categorizacao
Dependentes ¢ g ¢
Candida albicans
Presenca de levedura do género Candida na | C. tropicalis
candidemia corrente sanguinea, a partir da amostra | C. parapsilosis
coletada, identificada atraves de automacéo e | C. glabrata
técnicas de biologia molecular. C. krusei
Outras
. Adesdo das células de Candida a superficie Forte
Capacidade de , N )
A de células epiteliais da mucosa oral em ensaio Fraca
Aderéncia S . P
in vitro, observado no microscopio éptico. Ausente
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4.5 Métodos de Coleta e Analise das Amostras

4.5.1 Coleta das Amostras e Identificacdo Micoldgica

Até trés amostras de sangue venoso foram coletadas assepticamente em dias
consecutivos de cada participante da pesquisa por pungéo venosa em tubos Vacutainer®
com EDTA e, posteriormente, acondicionadas em tubos contendo meio Brain Heart
Infusion (BHI) para diagndstico laboratorial micoldgico.

As hemoculturas foram testadas utilizando o sistema de cultura automatizado
Bactec 9120/Phoenix™ BD-Becton Dickinson's (Sistemas de diagnostico BD, Franklin
Lakes, NJ, EUA).

4.5.2 Avaliagdo in vitro da Capacidade de Aderéncia

Os testes de aderéncia foram baseados em estudo previamente publicado
(KEARNS; DAVIES; SMITH, 1983). Em todas as etapas relacionadas aos testes de
aderéncia foi utilizado o tampédo Phosphate Buffered Saline - PBS (NaCl 8g/L; KCI
0,2g/L; Na2HPO3 1,44g/L, KH2PO4 0,24 g/L, pH 7,2) esterilizado.

As células das leveduras isoladas foram cultivadas em agar Malte (DIFCO,
USA) por 36 horas a 37 °C e ressuspendidas em 2mL de PBS a 0,1M, pH 6,8 e 4°C.
Foram lavadas duas vezes em 2mL de PBS sob centrifugagdo (2.500 rpm, cinco minutos
cada) e, por fim, ressuspendidas novamente em PBS a uma concentracdo de 2x107°
célula.mL, determinada em camara de Neubauer.

As células epiteliais foram coletadas de um voluntario adulto saudavel, através
de suave escarificacdo da mucosa oral com Swabs esterilizados. As células foram
suspendidas e lavadas duas vezes em 5mL de PBS por centrifugacdo (2.500 rpm por
cinco minutos cada). As células foram ressuspendidas em PBS para uma concentracdo
de 4x10% células.mL"1, determinada em camara de Neubauer.

Os ensaios de aderéncia foram realziados incubando a 25°C uma mistura de 1mL
de cada suspensdo em um tubo de ensaio, sob suave agitacdo por duas horas. Em
seguida, realizou-se a coloragdo com azul de metileno, com posterior observagdo em
microscopio Optico. Em cada lamina foram observadas 100 células epiteliais com

relacdo ao percentual de sua area superficial na qual as leveduras aderiram.
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Os resultados foram expressos como: forte aderéncia, para adesdo em 50% a
100% da area superficial, fraca aderéncia, para adesdo em até 50%, ou sem aderéncia
visivel (LIMA-NETO et al., 2011).

4.5.3 Analise Molecular pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das leveduras isoladas foi extraido de acordo com uma metodologia
previamente padronizada (FREDRICKS; SMITH; MEIER, 2005). Cada massa celular
obtida foi transferida para tubos de extracdo rosqueados contendo pérolas de vidro.
Foram pipetados 700 pL de tampdo hexadecil trimetril am6nio brometo-CTAB, pré-
aquecido a 60°C por 30 segundos, nos tubos de extragdo contendo pérolas de vidro e a
massa celular, sendo, entdo, agitados no FastPrep por 1 minuto a 5,5 m/s, seguido por
incubagéo em banho-maria por 1 hora a 65°C.

Realizou-se centrifugagdo a 13000 rpm por 10 minutos e cada sobrenadante foi
transferido para tubos de 2,0 mL aos quais foi adicionada solucéo de cloroformio-alcool
isoamilico (24:1). Foi, entdo, realizada outra centrifugacdo, nas mesmas condicOes
anteriores. Cada sobrenadante foi recuperado e transferido para outro tubo, no qual se
adicionou 0 mesmo volume de isopropanol. As amostras foram mantidas a -20°C por 30
minutos e, em seguida, realizou-se centrifugacdo nas mesmas condicdes. Apds esta
etapa, observou-se a formacéo do precipitado.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido a trés lavagens
sucessivas com etanol 70%. Os tubos foram mantidos em posicdo horizontal a 37°C
para completa evaporacdo espontdnea do etanol. Posteriormente, foram adicionados
55uL de &gua ultra-pura ao DNA, mantido em geladeira para ressuspensdo. O DNA
extraido foi quantificado por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260-280 nm
(Nanodrop 1000 Spectrophotometer) e as concentracdes foram ajustadas para
200ng/puL.

A identificacdo espécie-especifica pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi
realizada a partir de protocolo previamente descrito (LI et al., 2003). O volume final por
reagdo foi de 25uL, constituido por 20 ng de DNA, Taq Buffer 10x, dNTPs 10 mM,
0,8uL de cada primer (20pmol/pL) e Taq DNA polimerase 1,25 U. As condigdes para as
amplificacOes realizadas em termociclador (THERM-1000, MAXYGENE, New York,

USA) foram, desnaturacao inicial a 92°C por dois minutos, seguida de 35 ciclos de
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desnatura¢do a 95°C por um minuto, anelamento a 50°C por um minuto e extensdo a
72°C por um minuto. Apdés os 35 ciclos seguiu-se a extensdo final a 72°C por 10
minutos. Os primers utilizados neste trabalho est&o na Tabela 3.

Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1% com tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) durante 40 min a 3V/cm. O gel foi
corado com GelRed ™ e analisados sob luz ultravioleta, utilizando com referéncia os

pesos moleculares previamente descritos (LI et al., 2003).

Tabela 3: Primers utilizados e tamanho dos produtos amplificados (amplicons).

Tamanho dos

Identificacdo Sequéncia dos primers
amplicons
Candida albicans 5 -TCAACTTGTCACAGATTATT-3’ 402pb
C. glabrata 5-CACGACTCGACACTTTCTAATT-3’ 632pb
C. tropicalis 5-AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3’ 149pb
C. parapsilosis  5-GGCGGAGTATAAACTAATGGATAG-3’ 126pb
ITSA* 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ]

* O ITS4 foi o primer reverse, enquanto os demais foram os primers forwards para cada
amplicon gerado

Para investigacdo do polimorfismo rs5743611 foram extraidas amostras de DNA a
partir do sangue dos participantes utilizando metodologia previamente padronizada
(WAKAMIYA; SUZUKI, 2001). O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria de luz ultravioleta a 260-280 nm (Nanodrop 1000
Spectrophotometer) e as concentracdes foram ajustadas para 200ng/uL.

A amplificacdo por PCR seguiu um protocolo previamente descrito (KIM et al.,
2012). O volume final por reacdo foi de 25uL, constituido por 20 ng de DNA, Taq
Buffer  10x, dNTPs 10 mM, primers  10pmol/uL  (Forward 5'-
AGGGTGGCAAGAAATCTTCA-3; Reverse
5-TCTGAGCTTTGGACTTCTGACA-3") e Taq DNA polimerase 1,5 U. As condicdes
para as amplificacGes realizadas em termociclador (THERM-1000, MAXYGENE, New
York, USA) foram, desnaturagdo inicial a 92°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos. Apos os 35 ciclos seguiu-se a extensdo final a 72°C

por 10 minutos.
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Os produtos da amplificacdo (165pb) foram evidenciados por eletroforese em gel de
agarose a 1% com tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) durante 20 min a 3V/cm.
Apos a confirmagdo, os produtos de PCR foram submetidos a digestdo enzimética por
16 horas (overnight) a 37°C com a enzima de restricdo Hinfl. Os fragmentos obtidos
(Alelo G = 165pb, Alelo C = 94pb + 71pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 3% por 40 minutos. Em ambos os casos os géis foram corados com GelRed ™

e analisados sob luz ultravioleta.

4.5.4 Metodologia de Andlise de Dados

Para avaliar a associacdo da candidemia com as condi¢des clinicas e com a
capacidade de aderéncia dos isolados foram realizados o teste do qui-quadrado, teste
Exato de Fisher e Analise Multivariada com Regressdo Logistica. Os teste foram
realizados no programa GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, USA).

O equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo rs5743611 foi verificado
pelo teste do qui-quadrado (y?) separadamente no grupo controle e pacientes com
candidemia, utilizando o programa estatistico PLINK 1.9. Utilizou-se um modelo
dominante de regressdo logistica (considerando o homozigoto para o alelo de menor
frequéncia e o heterozigoto como genotipos em risco).

Em todos os casos foi estabelecido intervalo de confianca de 95% e o valor de

“p” igual ou menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

A realizacdo deste trabalho foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o registro
CAAE 40428414.0.0000.5208. As coletas foram realizadas mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo participante ou pelo seu responsavel
(APENDICE A). Foram respeitados e cumpridos os preceitos constantes na resolugo
466/2012 da Comissdo Nacional de FEtica em Pesquisa (CONEP) CNS/MS,

salvaguardando os direitos e a dignidade dos participantes de pesquisa.
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6 RESULTADOS
Os resultados deste estudo estéo apresentados na forma de dois artigos cientificos:

ARTIGO 1: CANDIDEMIA EM UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVA EM DOIS
HOSPITAIS TERCIARIOS DO NORDESTE DO BRASIL ENTRE 2015 E 2017

ARTIGO 2: POLIMORFISMO rs5476311 EM PACIENTES COM CANDIDEMIA
EM UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVA DE HOSPITAIS PUBLICOS DE
PERNAMBUCO E PARAIBA NOS ANOS 2015 A 2017.

SUBMETIDOS AO PERIODICO:
MEMORIAS DO INSTITUTO OSWALDO CRUZ
ISSN: 1678-8060
AREA DE AVALIACAO: MEDICINA I
AVALIACAO QUALIS: B2
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6.1 Candidemia em unidades de terapia intensiva em dois hospitais terciarios do
nordeste do Brasil entre 2015 e 2017

INTRODUCAO

Segundo o estudo de Prevaléncia Estendida em Terapia Intensiva (“Extended
Prevalence of Infection in Intensive Care”, EPIC II), espécies do género Candida
representam a terceira causa mais frequente de infeccdo em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) em todo o mundo, respondendo por 17% de todas as infeccdes em
pacientes com hemocultura positiva. A candidemia nesse grupo de pacientes tera como
consequéncias a piora do quadro clinico, aumento no tempo de internacdo, dificuldade
no tratamento e obito (LAMOTH et al., 2018).

No Brasil, um estudo denominado Vigilancia e Controle Brasileiro de Patogenos
de Importancia Epidemiologica (“Brazilian Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiologic Importance” - BrSCOPE), envolveu 16 hospitais publicos e privados
participantes nas cinco regides do Brasil. Espécies do género Candida compreenderam
0 7° agente mais prevalente, representando 137 casos, dos quais 88 (64,2%) ocorreram
em UTIs. A distribuicdo das espécies foi: C. albicans (34,3%), complexo C.
parapsilosis (24,1%), C. tropicalis (15,3%), complexo C. glabrata (10,2%), C. krusei
(1,5%), C. pelliculosa (1,5%), C. lusitaniae (0,7%), C. famata (0,7%), e C.
guilliermondii (0,7%). Estes dados divergem dos estudos europeus e norte-americanos,
que apontam o complexo C. glabrata como a espécie Candida ndo-Candida albicans
mais incidente (DOI et al., 2016).

Apesar dos dados populacionais estabelecerem importantes parametros clinicos
sobre este tipo de infeccdo, os protocolos desenvolvidos a partir dos resultados de
estudos amplos ndo podem ser diretamente extrapolados para aplicacdo de protocolos
empiricos em grupos especificos pertencentes a esta populacdo, pois podem haver
divergéncias significativas nas distribui¢fes e caracteristicas dos isolados entre regies
(GOVENDER et al., 2016). Estas diferencas ainda ndo estdo bem esclarecidas, o que
justifica a necessidade de ampliar as investigac6es em populac@es especificas do Brasil,
principalmente no Norte e Nordeste onde 0s estudos sao0 mais escassos.

Devido a grande diversidade de condicBes clinicas as quais 0s pacientes séo
submetidos, a internacdo em UTIs é considerada um fator de risco isolado para o

desenvolvimento de candidemia. Isso se deve a condicéo clinica do paciente (idade,
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status imunoldgico e doenca de base) e aos procedimentos aos quais € submetido neste
setor (uso de cateter venoso central, equipamentos para hemodiélise, tubos
endotraqueais, e cateteres urinérios) (YAPAR, 2014; MCCARTY; PAPPAS, 2016;
LAMOTH et al., 2018).

A variagdo na viruléncia das espécies de Candida é um dos fatores que pode
influenciar no desenvolvimento e gravidade da infeccdo. Uma estimativa do perfil de
viruléncia do fungo pode ser verificada atraves de ensaios in vitro avaliando a
capacidade de aderéncia em células epiteliais ou contra superficies de materiais
sintéticos, tais como plasticos e metais. A maioria dos estudos, entretanto, concentram-
se em caracterizar os fatores associados a infeccdo por C. albicans, havendo um
escassez de publicacdes sobre as outras espécies (MISTRO et al., 2012).

Identificar o paciente sob risco de desenvolver tais infec¢cdes na UTI é um dos
maiores desafios dos profissionais, uma vez que a resisténcia aos antifungicos nos
isolados tipicos de Candida e o surgimento de novas espécies virulentas e
multirresistentes, como Candida auris, dificultam a deciséo terapéutica. Neste contexto,
os estudos epidemiologicos representam uma importante fonte de informacdo para
elaboracdes de protocolos que podem ser aplicados para inicio de tratamentos empiricos
(LOCKHART et al., 2017)

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os fatores de risco para os pacientes e
viruléncia dos isolados em casos de candidemia a partir das UTIs de dois hospitais

publicos do Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Desenho do Estudo e Populacdo Alvo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, do tipo caso-controle. Os
participantes desta pesquisa foram pacientes internados nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) do Hospital Agamenon Magalhdes (Recife, PE) que possui 447 leitos
sendo 59 de UTI e do Hospital de Emergéncia e Trauma Senador Humberto Lucena
(Jodo Pessoa, PB) que possui 330 leitos sendo 48 de UTI. O grupo de casos foi
composto por pacientes internados em UTIs, maiores de 18 anos e que possuiam

solicitacdo médica para diagnostico microbioldgico, através de hemocultura, com
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resultado positivo para levedura. O grupo controle foi composto por pacientes adultos
hospitalizados em UTIs sem histdrico ou evidéncia de candidemia ou qualquer infeccao
fungica invasiva ou que apresentaram resultado negativo para levedura apos

hemocultura.

Métodos de Coleta e Analise das Amostras

Até trés amostras de sangue venoso foram coletadas assepticamente em dias
consecutivos de cada participante da pesquisa por pungdo venosa em tubos Vacutainer®
com EDTA por profissionais capacitados e, posteriormente, acondicionadas em tubos
contendo meio Brain Heart Infusion (BHI, KASVI, Brasil) para diagnostico
laboratorial.

As hemoculturas foram testadas utilizando o sistema de cultura automatizado
Bactec 9120/Phoenix™ BD-Becton Dickinson's (Sistemas de diagnostico BD , Franklin
Lakes, NJ, EUA).

As informacBGes sobre as variaveis relacionadas aos participantes foram
coletadas através de consultas aos respectivos prontuarios. A realizacdo deste trabalho
foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco sob o registro CAAE 40428414.0.0000.5208.

Analise molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das leveduras isoladas foi extraido de acordo com uma metodologia
previamente proposta (FREDRICKS; SMITH; MEIER, 2005). Cada massa celular
obtida foi transferida para tubos de extracdo rosqueados contendo pérolas de vidro.
Foram pipetados 700 pL de tampdo hexadecil trimetril aménio brometo-CTAB, pré-
aquecido a 60°C por 30 segundos, nos tubos de extracdo contendo pérolas de vidro e a
massa celular, sendo, entdo, agitados no FastPrep por 1 minuto a 5,5 m/s, seguido por
incubacdo em banho-maria por 1 hora a 65°C.

Foi realizada centrifugacdo a 13000 rpm por 10 minutos e cada sobrenadante foi
transferido para tubos de 2,0 mL aos quais foi adicionada solucéo de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). Foi, entdo, realizada outra centrifugacdo, nas mesmas condicdes

anteriores. Cada sobrenadante foi recuperado e transferido para outro tubo, no qual se
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adicionou 0 mesmo volume de isopropanol. As amostras foram mantidas a -20°C por 30
minutos e, em seguida, realizou-se centrifugacdo nas mesmas condigdes. Apos esta
etapa, observou-se a formagao do precipitado.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido a trés lavagens
sucessivas com etanol 70%. Os tubos foram mantidos em posicdo horizontal a 37°C
para completa evaporacdo espontanea do etanol. Posteriormente, foram adicionados
55uL de &gua ultra-pura a0 DNA, mantido em geladeira para ressuspensdo. O DNA
extraido foi quantificado por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260-280 nm
(Nanodrop 1000 Spectrophotometer) e as concentracbes foram ajustadas para
200ng/pL.

A identificacdo espécie-especifica pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
foi realizada a partir de protocolo previamente descrito (LI et al., 2003). O volume final
por reagao foi de 25uL, constituido por 20 ng de DNA, Taq Buffer 10x, dNTPs 10 mM,
0,8uL de cada primer (20pmol/uL) e Tag DNA polimerase 1,25 U. As condicOes para
as amplificacbes realizadas em termociclador (THERM-1000, MAXYGENE, New
York, USA) foram, desnaturacao inicial a 92°C por dois minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturagdo a 95°C por um minuto, anelamento a 50°C por um minuto e extensao a
72°C por um minuto. Apds oS 35 ciclos seguiu-se a extensdao final a 72°C por 10

minutos. Os primers utilizados neste trabalho estdo na Tabela 1.

Tabela 1: Primers utilizados e tamanho dos produtos amplificados (amplicons).

Tamanho dos

Identificacdo Sequéncia dos primers
amplicons
Candida al bicans 5-TCAACTTGTCACAGATTATT-3’ 402pb
C. glabrata 5’-CACGACTCGACACTTTCTAATT-3’ 632pb
C. tropicalis 5’-AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3’ 149pb
C. parapsilosis  5’-GGCGGAGTATAAACTAATGGATAG-3’ 126pb
ITS4* 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ -

* O ITS4 foi o primer reverse, enquanto os demais foram os primers forwards para cada
amplicon gerado

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1% com tampéo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) durante 40 min a 3V/cm. O gel foi
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corado com GelRed ™ e analisados sob luz ultravioleta, utilizando com referéncia os

pesos moleculares previamente descritos (LI et al., 2003).

Capacidade de Aderéncia in vitro

Os testes de aderéncia foram baseados em um estudo previamente publicado
(KEARNS; DAVIES; SMITH, 1983). Em todas as etapas relacionadas aos testes de
aderéncia foi utilizado o tampdo Phosphate Buffered Saline - PBS (NaCl 8g/L; KCI
0,2g/L; Na2HPO3 1,44g/L, KH2PO4 0,24 g/L, pH 7,2) esterilizado.

As células das leveduras isoladas foram cultivadas em éagar Malte (DIFCO,
USA) por 36 horas a 37 °C e ressuspendidas em 2mL de PBS a 0,1M, pH 6,8 e 4°C.
Foram lavadas duas vezes em 2mL de PBS sob centrifugagdo (2.500 rpm, cinco minutos
cada) e, por fim, ressuspendidas novamente em PBS a uma concentracdo de 2x10’
célula.mL, determinada em cdmara de Neubauer.

As células epiteliais foram coletadas de um voluntario adulto saudavel, através
de suave escarificacdo da mucosa oral com Swabs esterilizados. As células foram
suspendidas e lavadas duas vezes em 5mL de PBS por centrifugacdo (2.500 rpm por
cinco minutos cada). As células foram ressuspendidas em PBS para uma concentracdo
de 4x10% células.mL-1, determinada em cdmara de Neubauer.

Os ensaios de aderéncia foram realziados incubando a 25°C uma mistura de 1mL
de cada suspensdo em um tubo de ensaio, sob suave agitacdo por duas horas. Em
seguida, realizou-se a coloracdo com azul de metileno, com posterior observacdo em
microscopio optico. Em cada lamina foram observadas 100 células epiteliais com
relacdo ao percentual de sua area superficial na qual as leveduras aderiram.

Os resultados foram expressos como: forte aderéncia, para adesdo em 50% a
100% da éarea superficial, fraca aderéncia, para adesdao em até 50%, ou sem aderéncia

visivel.

Analise de Dados

Para avaliar a associacdo da candidemia com as condi¢des clinicas e com a
capacidade de aderéncia dos isolados foram realizados o teste do qui-quadrado, teste

Exato de Fisher e Analise Multivariada com Regressdo Logistica. Valor de “p” igual ou
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menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significante. Os teste foram realizados
no programa GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Entre Maio de 2015 e Abril de 2017 Foram obtidas amostras positivas de 74
pacientes para espécies do género Candida (33 em Pernambuco e 41 em Jodo Pessoa).
Informagdes clinicas de 80 pacientes com cultura negativa foram coletadas para
caracterizar o grupo controle. Considerando o total de internacbes nas UTIs neste
periodo, 2.623 no Hospital Agamenom Magalhdes (PE) e 2.826 no HETSHL (PB),
verificou-se uma incidéncia de 12,6 e 14,5 casos de candidemia a cada 1000 internacdes
nas respectivas UTIs. A caracterizacdo das variaveis estdo apresentadas na Tabela 2.

A distribuicdo das espécies isoladas, confirmadas por PCR, estd na Tabela 3. A
espécie C. albicans foi a mais frequentemente isolada (41,89%). A média de dias de
internacdo na UTI foi de 29,62 (desvio padrdo: 20,47) para 0s pacientes com
hemocultura positiva para C. albicans, 31,15 (desvio padrdo: 26,26) para C. tropicalis,
25,1 (desvio padrdo: 21,55) para o complexo C. parapisilosis e 28 (desvio padréo:
19,63) para o complexo C. glabrata. N&do houve diferenca estatistica significativa (p =
0,9096). Foi verificado Obito em 33 pacientes (44,6%) e em 42 participantes do grupo
controle (52,5%).

Quanto aos fatores de risco para o desenvolvimento de candidemia, foi possivel
observar diferenca estatisticamente significante em relacdo ao uso de imunossupressores
(p = 0,0008), neutropenia (p < 0,0001), uso prévio de antibacteriano (p < 0,0001),
tempo de permanéncia na UTI superior a 14 dias (p = 0,001), uso de cateter venoso
central (p < 0,0001), nutricdo parenteral (p < 0,0001) e ventilagio mecanica (p <
0,0001).

A caracterizacdo fenotipica da viruléncia dos isolados foi determinada pelo teste
da capacidade de aderéncia in vitro das espécies isoladas. O maior percentual de
isolados com forte capacidade de aderéncia foi verificado para C. albicans, enquanto
todos os isolados do complexo C. glabrata foram caracterizados com fraca capacidade

de aderéncia (Tabela 4).
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Tabela 2: Caracterizacdo das variaveis independentes entre os pacientes com hemocultura positiva para espécies de Candida e para o grupo

controle
Variaveis Pacientes Controles VgLor %%jsgg%};;’
Demograficas

Média de idade (desvio padrao) 49,5 (17,57) 46,52 (17,34) 0,2952
Sexo (%)

Masculino 40 (54,05) 50 (62,5) 0,7829

Feminino 34 (45,95) 30 (37,5)

Status imunoldgico
Uso de corticosteroides/imunossupressor (%) 34 (45,95) 16 (20) 0,0008 3,4 (1,6657-6,9402
Neutropenia [Leucocitos <500 cél/mm?3] (%) 41 (55,41) 10 (12,5) <0,0001 | 8,7 (3,8856-19,4661)
Infeccdo pelo HIV (%) 4 (5,41) 1(1,25) 0,1956 4,5 (0,4928- 41,3505)
Historico de terapia medicamentosa
Tratamento prévio com antibacteriano (%) | 49 (66,22) | 28 (35) | <0,0001 | 3,6 (1,8707-7,0828)
Internamento na UTI

Causa da internagéo (%)

Doenca cronica 47 (63,51) 46 (57,5) 0,5485 1,3 (0,6727-2,4608)

Cirdrgica 27 (36,49) 34 (42,5)
Tempo de permanéncia na UTI > 14 dias (%) 53 (71,62) 36 (45) 0,001 3,1 (1,5778-6,0306)
Uso de cateter venoso central 65 (87,9) 45 (56,3) <0,0001 | 5,6 (2,4610-12,8215)
Uso de ventilagdo mecanica 65 (87,9) 46 (57,5) <0,0001 | 5,3(2,3368-12,1945)
Nutricéo parenteral 61 (82,43) 36 (45) <0,0001 | 5,7 (2,7272-12,0601)
Dependéncia de dialise 40 (54,05) 38 (47,5) 0,5169 1,3 (0,69-2,4506)
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Tabela 3: Distribuicdo das espécies de 74 isolados de Candida em pacientes internados
nas UTIs, média de dias de internamento e percentual de ébitos.

TouUTauyvusS

Especies isoladas (n=74) Média de dias na UTI Ahitre (0L
(%0) (desvio padrao)

Candida albicans 31 (41,89) 29,6151 (20,47) 12 (38,71)

Candida tropicalis 26 (35,14) 31,1538 (26,26) 14 (53,85)

Candida parapsilosis 11 (14,86) 25,1 (21,55) 4 (36,36)

Candida glabrata 6 (8,11) 28 (19,63) 3 (50%)

Tabela 4: Capacidade de aderéncia verificada através de ensaio in vitro das espécies
isoladas.

Capacidade de Aderéncia in vitro

Especies isoladas (n=74)

Forte (%) Fraca (%)
Candida albicans 21 (67,7) 10 (32,3)
Candida tropicalis 9 (34,6) 17 (65,4)
Candida parapsilosis 3(27,3) 8 (72,7)
Candida glabrata 0(0) 6 (100)

DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho que caracteriza a incidéncia de candidemia em
pacientes de UTIs de um hospital pablico do estado da Paraiba. Em Pernambuco, trés
trabalhos foram publicados, dois foram relatos de casos em pacientes recém-nascidos,
um com isolados de C. pelliculosa (DA SILVA et al., 2013) e outro de C. haemulonii
(SILVA et al., 2015). A incidéncia de 3,9 casos para 1000 admissdes foi evidenciada
em um hospital privado de Pernambuco no periodo de Setembro de 2003 a Marco de
2004 (HINRICHSEN et al., 2008). Dos 21 isolados descritos, 15 eram de UTIs.

Evidenciou-se neste trabalho que C. albicans foi a espécie mais incidente
(41,89%), apesar das espécies de Candida ndo-Candida albicans, em conjunto, serem
responsaveis por 58,11% dos casos. No estudo realizado em Pernambuco
(HINRICHSEN et al., 2008), considerando apenas os isolados das UTIs, 80% eram de
espécies de Candida ndo-Candida albicans. A distribuicdo geral das espécies depende
da distribuicdo geografica e caracteristicas clinicas associadas aos pacientes. A

mudanca na epidemiologia das infecgdes por Candida em relacdo a espécies de
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Candida ndo-Candida albicans é clinicamente relevante por causa das altas taxas de
resisténcia ao fluconazol entre os isolados do complexo C. glabrata e a resisténcia
intrinseca de C. krusei ao fluconazol (BREDA et al., 2017; LAMOTH et al., 2018).

Nos Estados Unidos da América (EUA), um estudo realizado em 56 hospitais,
entre 1998 e 2006, verificou 1218 episddios de infecgBes na corrente sanguinea por
Candida spp. A espécie C. albicans foi a mais prevalente, identificada em 611 casos
(50,7%), seguido pelo complexo C. parapsilosis (17,4%), complexo C. glabrata
(16,7%) e C. tropicalis (10,2%). A proporcdo de espécies de Candida ndo-Candida
albicans aumentou significativamente (p < 0,001) (WISPLINGHOFF et al., 2014).

Em UTlIs europeias e australianas o complexo C. glabrata €, geralmente, o
isolado de Candida ndo-Candida albicans mais comum, sendo responsavel por cerca de
20% das infecgBes. Apresenta-se menos virulenta que C. albicans e est4 associada ao
aumento da idade e transplantes de orgdos solidos. Isolados de C. tropicalis equiparam-
se com os de C. albicans em termos de viruléncia e € comparativamente bem menos
frequente (aproximadamente 9%) (EPELBAUM; CHASAN, 2017).

Na América do Sul C. tropicalis é o isolado de Candida ndo-Candida albicans
mais comum (aproximadamente 20%), enquanto o complexo C. glabrata é isolada em
cerca de 9% dos casos. Essas diferencas na distribuicdo das especies podem ajudar a
explicar as diferentes taxas de mortalidade associadas a candidemia relatadas na Europa
(50%) e América do Sul (70%), por exemplo (EPELBAUM; CHASAN, 2017).

A relacdo entre C. albicans e espécies de Candida ndo-Candida albicans
encontrada no presente trabalho esta de acordo com a maioria das publicacdes, cujas
evidéncias sugerem uma mudanca nas ultimas décadas em relacdo as proporcgdes
estimadas. Percebe-se uma diminuicdo na proporcdo de C. albicans e um aumento nos
complexos C. glabrata e C. parapsilosis, principalmente em trabalhos nos EUA e
Europa. Os resultados apresentados aqui e de trabalhos realizados em outros estados do
Brasil (Tabela 5), na Russia (VASILYEVA et al., 2018), China (LI et al., 2015) e india
(CHAKRABARTI et al., 2014) refletem, entretanto, uma propor¢do maior de C.

tropicalis em relacdo aos complexos C. parapisilosis, C. glabrata e outras espécies.
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Tabela 5: Distribuicdo das espécies de Candida isoladas de pacientes internados em UTIs no Brasil.

. N° Candida L _— : A
Local Periodo . C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis C. krusei Outras Referéncias
Casos albicans
Recife(PE)
Jodo Pessoa  2015-2017 74 41,89% 35,14% 8,11% 14,86% - - Este trabalho
(PB)
Campinas (MORETTI et
2006-2010 53 43,4% 28,4% 7,5% 9,4% 3,8% 7,5%
(SP) al., 2013)
Sé&o Paulo (COLOMBO et
2003-2012 647 44% 21,8% 9,9% 17,2% 2,5% 1,9%
(SP) al., 2014)
Londrina (DA COSTA et
2004-2011 108 28,7% 30,5% 8,3% 24,1% 1,8% -
(PR) al., 2014)
Ribeirdo (GASPAR et al.,
2011-2012 18 36,8% 26,3% 15,7% 5,2% 5,2% 5,2%
Preto (SP) 2015)
(PINHATI et al.,
Brasilia (DF) 2011-2012 40 22,5% 2,5% 5% 70% - -
2016)
Campo (MATTOS et al.,
2013-2014 221 35,3% 33,5% 15,8% 9,9% 3,2% 2,4%
Grande (MS) 2017)
Curitiba (BREDA et al.,
2011-2016 149 45% 15,4% 14,1% 12,1% 6,7% 6,7%

(PR) 2017)
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Em relacéo as variaveis independentes, os resultados encontrados em estudos no
Brasil apresentam dados similares aos que foram relatados no presente trabalho. Um
estudo realizado em 16 hospitais das cinco regides do pais entre 2007 e 2010 identificou
137 pacientes com candidemia, dos quais 88 estavam em UTIs. A maioria dos pacientes
era do sexo masculino (51,8%) e a média de idade foi 56 anos. A condicdo de base mais
frequente foi cancer (32,1%), seguida de doenca gastrointestinal (18,9%). Entre os
principais fatores de risco foi observado o uso de CVC (88,3%) e ventilagdo mecénica
(49,6%). Entretanto, a mortalidade observada foi de 85% dos pacientes internados na
UTI que desenvolveram candidemia (p < 0,01), enquanto no presente estudo foi de
44,6% (p = 0,3384) (DOI et al., 2016).

Um estudo retrospectivo realizado a partir de amostras de 14.414 pacientes
internados em UT]Is de 76 paises verificou uma prevaléncia de candidemia de 6,9/1000
pacientes. Em relacdo ao sexo, 59% eram masculinos, com uma média de idade de 59
anos e estiveram internados por, em média, 14 dias na UTI. A condigdo de base mais
comum foi cancer (24,6%), seguida de doenca pulmonar obstrutiva cronica (13,1%).
Em relacdo as intervencdes clinicas, destacaram-se o uso de CVC (88,5%), ventilacédo
mecanica (72,1%) e uso de cateter arterial (63,9%). A mortalidade foi observada em
42,6% destes pacientes (KETT et al., 2011).

A internagdo em UTIs €& considerada um fator de risco isolado para o
desenvolvimento de candidemia, devido a grande diversidade de procedimentos
invasivos, existéncia de reservatorios ambientais e contaminacao cruzada da assisténcia
a que os pacientes sdo submetidos (YAPAR, 2014; MCCARTY; PAPPAS, 2016;
LAMOTH et al., 2018)..

Os dados apontam o intestino como a fonte inicial de Candida spp enddgena
isolada em hemoculturas. Em estudos com modelos animais, evidenciou-se que a
neutropenia com integridade intestinal preservada ou lesdo intestinal sem neutropenia
sdo condicdes insuficientes para o desenvolvimento de candidiase disseminada em um
modelo murino. Em humanos, essa combinacdo de fatores se encontra na enterocolite
neutropénica. (EPELBAUM; CHASAN, 2017). Menos frequentemente, a candidiase
profunda pode ocorrer como resultado de pielonefrite ascendente e pode permanecer
localizada ou levar a candidemia secundaria (MCCARTY; PAPPAS, 2016; PAPPAS et
al., 2018).

Outras situacBes que causam debilidade imunoldgica, como as advindas das

condigdes clinicas dos pacientes com diabetes, insuficiéncia renal e outras doencas
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cronicas, sdo apontados como importantes fatores de risco para candidemia em
pacientes da UTI. A diferenca pode estar na contribuicdo aditiva das intervencdes,
particularmente a introducdo de dispositivos mecénicos, incluindo CVC, equipamentos
para hemodialise, tubos endotraqueais, e cateteres urinarios. (MONTAGNA et al., 2014;
LI et al., 2015; MERMUTLUOGLU et al., 2017; LAMOTH et al., 2018). Além destes
fatores, os casos de candidemia na UTI, quando comparados com 0S casos de outros
setores, sdo caracterizadas por uma pré-exposicdo mais frequente ao fluconazol com
subsequente tratamento com equinocandina, baixa incidéncia do complexo C.
parapsilosis e maiores taxas de mortalidade bruta (COLOMBO et al., 2014).

Em relacdo ao risco de 6bito, alguns fatores independentes e associados a
candidemia na UTI podem incluir pacientes diabéticos, uso de ventilagdo mecanica,
imunossupressao, febre, idade, uso de cateter arterial, infeccdo por C. kefyr, pré-
exposicdo a caspofungina e falta de terapia antifingica no momento dos resultados da
hemocultura (LAMOTH et al., 2018).

No presente estudo foi estimado um perfil de viruléncia dos isolados de Candida
através de ensaio in vitro avaliando a capacidade de aderéncia em células epiteliais.
Verificou-se que 44,6% dos isolados apresentaram perfil de forte capacidade de
aderéncia in vitro. As proporcoes estratificadas por espécie (Tabela 3) foram similares
ao de um outro estudo onde 60% dos isolados de C. albicans e em 25% do complexo C.
parapsilosis, obtidos a partir da coleta de amostras em varios tecidos, apresentaram forte
capacidade de aderéncia in vitro (LIMA-NETO et al.,, 2011). Um outro estudo,
entretanto, considerando isolados apenas da corrente sanguinea, mostrou que o perfil
forte de aderéncia in vitro de C. albicans esteve presente em 30% dos isolados
(MANDELBLAT et al., 2017).

Entre as espécies de Candida ndo-Candida albicans, o perfil de forte capacidade
de aderéncia foi mais frequente em C. tropicalis. Em um estudo realizado com pacientes
acometidos por infeccdo na corrente sanguinea por C. tropicalis, foi demonstrado que o
aumento da capacidade de aderéncia, avaliada in vitro, estava associado com maior
potencial para formacao de biofilme e, consequentemente, maior viruléncia (DA SILVA
et al., 2017).

Como conclusdo, este estudo evidenciou a distribuicdo das espécies de Candida
isoladas a partir da corrente sanguinea de pacientes internados nas UTIs de hospitais
publicos de Pernambuco e Paraiba. Os dados encontrados estdo de acordo com outros

trabalhos que mostram um aumento na incidéncia de espécies de Candida ndo-Candida
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albicans. A avaliagdo dos fatores de risco confirmou que o status imunoldgico dos
pacientes, uso prévio de antimicrobianos e submissdo a processos invasivos estdo
associados significativamente com a infeccdo. Apesar de ser um fator de risco
importante para o desenvolvimento da candidemia, a diferenca na viruléncia das
espécies isoladas, estimada pela capacidade de aderéncia in vitro, ndo foi

estatisticamente significativa.
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6.2 Polimorfismo TLR1 R80T em pacientes com candidemia em unidades de terapia
intensiva de hospitais publicos de Pernambuco e Paraiba nos anos 2015 a 2017.

INTRODUCAO

A infeccdo na corrente sanguinea por fungos do género Candida representa uma
importante causa de complicacdes clinicas durante a permanéncia dos pacientes nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (LAMOTH et al.,, 2018). Entretanto, alguns
pacientes ndo desenvolvem candidemia, mesmo com uma combinacdo de varios fatores
de risco, tais como neutropenia, injuria em mucosas, transplante de tecidos sélidos ou
de células tronco hematopoéticas, terapia imunossupressora, uso de antimicrobianos de
largo espectro, permanéncia prolongada na UTI e uso de cateter venoso central
(PLANTINGA et al., 2012).

E atribuido, entre as principais linhas de investigacdo, um papel importante as
variacOes genéticas subjacentes, que, em combinacdo com os demais fatores de risco,
possivelmente regulam a susceptibilidade do paciente. Assim, destacam-se 0s
polimorfismos nos genes da superfamilia Toll Like Receptors (TLR1 a TLR10), que
codificam receptores para reconhecimento dos patdgenos presentes em mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e neutréfilos (KULLBERG; ARENDRUP, 2015).

A associacdo entre receptores TLR1, TLR2 ou TLR4 com os padrdes moleculares
de Candida spp. € bem caracterizada e induz a ativacdo da resposta imune inata,
levando a sintese e liberacdo de citocinas, quimiocinas proinflamatérias e ativacdo do
inflamossomo NLRP3, que converte as inteleucinas IL-1beta e IL-18 para as formas
ativas. Entdo, ocorre a subsequente ativacdo da inflamacdo e da resposta imune
adaptativa e concomitantemente, ocorrem fagocitose e morte do fungo,
predominantemente por neutréfilos (DAVIDSON; NETEA; KULLBERG, 2018).

Em um estudo prospectivo conduzido nos Estados Unidos com pacientes norte-
americanos e holandeses, trés polimorfismos SNP no gene TLR1 foram associados com
suscetibilidade a candidemia entre os individuos caucasianos. O SNP rs5743611, que
resulta na troca do aminodacido arginina por treonina no cédon 80 do gene (R80T), foi 0
que apresentou maior Odds ratio = 1,82 (intervalo de confianca de 95% variando entre
1,12 ¢ 2,98) com p = 0,02 (PLANTINGA et al., 2012).
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A modificacdo na proteina resultante do alelo variante deste polimorfismo
promove uma alteracdo na porgéo central extracelular do TLR1, levando a sensibilidade
diminuida deste receptor pelos componentes da parece celular microbiana, em modelos
in vitro. Além da candidemia, ele foi associado com retocolite ulcerativa (Odds ratio =
2,84; p = 0,045) e susceptibilidade aumentada para aspergilose invasiva em pacientes
submetidos a transplante de células tronco hematopoéticas (Odds ratio = 1,3; p < 0,01)
(KESH et al., 2005; PIERIK et al., 2006).

No Brasil ha poucos estudos sobre a susceptibilidade genética a candidemia e
diagndstico desta predisposicao, a qual certamente ajudaria a determinar quais pacientes
poderiam se beneficiar de tratamento antiflngico profilatico ou imunoterapia adjuvante.
Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a possivel associa¢do entre o polimorfismo
rs5743611 e o aumento na susceptibilidade a candidemia em pacientes nas UTIs de

hospitais publicos.
MATERIAL E METODOS

Desenho e Populacdo Alvo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, do tipo caso-controle. Os
participantes desta pesquisa foram pacientes internados nas UTIs de hospitais publicos
de Pernambuco e Paraiba, estados do Nordeste do Brasil, entre os anos 2015 e 2017. O
grupo de casos foi composto por pacientes internados em UTIs, maiores de 18 anos e
que possuiam solicitacdo meédica para diagnostico microbiologico, através de
hemocultura, com resultado positivo para levedura. O grupo controle foi composto por
pacientes adultos hospitalizados em UTIs sem historico ou evidéncia de candidemia ou
qualquer infeccdo fungica invasiva ou que apresentaram resultado negativo para

levedura apds hemocultura.

Métodos de Coleta e Analise das Amostras

Até trés amostras de sangue venoso foram coletadas assepticamente em dias
consecutivos de cada participante da pesquisa por pun¢do venosa em tubos Vacutainer®
com EDTA por profissionais capacitados e, posteriormente, acondicionadas em tubos
contendo meio Brain Heart Infusion (BHI, KASVI, Brasil) para diagnostico

laboratorial.
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As hemoculturas foram testadas utilizando o sistema de cultura automatizado
Bactec 9120/Phoenix™ BD-Becton Dickinson's (Sistemas de diagnostico BD , Franklin
Lakes, NJ, EUA).

As informagbes sobre as varidveis relacionadas aos participantes foram
coletadas através de consultas aos prontuérios. A realizacdo deste trabalho foi aprovada
pelo comité de ética em pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal de Pernambuco sob o registro CAAE 40428414.0.0000.5208.

Anélise molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA das leveduras isoladas foi extraido de acordo com metodologia
proposta previamente (FREDRICKS; SMITH; MEIER, 2005). Cada massa celular
obtida foi transferida para tubos de extracdo rosqueados contendo pérolas de vidro.
Foram pipetados 700 pL de tampé&o hexadecil trimetril amonio brometo-CTAB, pré-
aquecido a 60°C por 30 segundos, nos tubos de extragdo contendo pérolas de vidro e a
massa celular, sendo, entdo, agitados no FastPrep por 1 minuto a 5,5 m/s, seguido por
incubagdo em banho-maria por 1 hora a 65°C.

Foi realizada centrifugacdo a 13000 rpm por 10 minutos e cada sobrenadante foi
transferido para tubos de 2,0 mL aos quais foi adicionada solucdo de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). Foi, entdo, realizada outra centrifugacdo, nas mesmas condicbes
anteriores. Cada sobrenadante foi recuperado e transferido para outro tubo, no qual se
adicionou 0 mesmo volume de isopropanol. As amostras foram mantidas a -20°C por 30
minutos e, em seguida, realizou-se centrifugacdo nas mesmas condicdes. Apos esta
etapa, observou-se a formacéo do precipitado.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido a trés lavagens
sucessivas com etanol 70%. Os tubos foram mantidos em posi¢do horizontal a 37°C
para completa evaporacdo espontanea do etanol. Posteriormente, foram adicionados
55uL de &gua ultra-pura ao DNA, mantido em geladeira para ressuspensdao. O DNA
extraido foi quantificado por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260-280 nm
(Nanodrop 1000 Spectrophotometer) e as concentracbes foram ajustadas para
200ng/uL.

A identificacdo espécie-especifica pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
foi realizada a partir de protocolo previamente descrito (LI et al., 2003). O volume final
por reacdo foi de 25uL, constituido por 20 ng de DNA, Taq Buffer 10x, dNTPs 10 mM,
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0,8uL de cada primer (20pmol/uL) e Taq DNA polimerase 1,25 U. As condi¢des para as
amplificacOes realizadas em termociclador (THERM-1000, MAXYGENE, New York,
USA) foram, desnaturacdo inicial a 92°C por dois minutos, seguida de 35 ciclos de
desnatura¢do a 95°C por um minuto, anelamento a 50°C por um minuto ¢ extensido a
72°C por um minuto. Apds os 35 ciclos seguiu-se a extensdo final a 72°C por 10
minutos. Os primers utilizados neste trabalho estéo na Tabela 1.

Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1% com tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) durante 40 min a 3V/cm. O gel foi
corado com GelRed ™ e analisados sob luz ultravioleta, utilizando com referéncia os

pesos moleculares previamente descritos (LI et al., 2003).

Tabela 1: Primers utilizados e tamanho dos produtos amplificados (amplicons).

Tamanho dos

Identificacdo Sequéncia dos primers
amplicons
Candida a|bicans 5’-TCAACTTGTCACAGATTATT-3’ 402pb
C. glabrata 5’-CACGACTCGACACTTTCTAATT-3’ 632pb
C. tropicalis 5’-AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3’ 149pb
C. parapsilosis  5’-GGCGGAGTATAAACTAATGGATAG-3’ 126pb
ITS4* 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ -

* O ITS4 foi o primer reverse, enquanto os demais foram os primers forwards para cada
amplicon gerado

Para investigacdo do polimorfismo rs5743611 foram extraidas amostras de DNA
a partir do sangue dos participantes utilizando metodologia previamente padronizada
(GREEN; SAMBROOK, 2012). O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria de luz ultravioleta a 260-280 nm (Nanodrop 1000
Spectrophotometer) e as concentracdes foram ajustadas para 200ng/uL.

A amplificacdo por PCR seguiu um protocolo previamente descrito (KIM et al.,
2012). O volume final por reagdo foi de 25uL, constituido por 20 ng de DNA, Taq
Buffer ~ 10x, dNTPs 10 mM, primers 10pmol/ul.  (Forward 5'-
AGGGTGGCAAGAAATCTTCA-3; Reverse
5-TCTGAGCTTTGGACTTCTGACA-3") e Tag DNA polimerase 1,5 U. As condicdes
para as amplificacOes realizadas em termociclador (THERM-1000, MAXYGENE, New

York, USA) foram, desnaturagéo inicial a 92°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos
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de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos. Apos os 35 ciclos seguiu-se a extensdo final a 72°C
por 10 minutos.

Os produtos da amplificagdo (165pb) foram evidenciados por eletroforese em
gel de agarose a 1% com tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) durante 20 min a
3Vicm. Apb6s a confirmagdo, os produtos de PCR foram submetidos a digestdo
enzimatica por 16 horas (overnight) a 37°C com a enzima de restricdo Hinfl. Os
fragmentos obtidos (Alelo G = 165pb, Alelo C = 94pb + 71pb) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 3% por 40 minutos. Em ambos 0s casos 0s géis foram
corados com GelRed ™ e analisados sob luz ultravioleta.

Analise de Dados

O equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo rs5743611 foi verificado
pelo teste do qui-quadrado (x?) separadamente no grupo controle e dos pacientes com
candidemia, utilizando o programa estatistico PLINK 1.9. Os testes de associacao e de
analise das variaveis demograficas e clinicas foram realizados no programa SAS 9.2
(SAS Corporation). Utilizou-se um modelo dominante de regressdo logistica
(considerando o homozigoto para o alelo de menor frequéncia e o heterozigoto como
genotipos em risco).

Em todos os casos foi estabelecido intervalo de confianca de 95% e o valor de

“p” igual ou menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOS

Foram obtidas 74 amostras para espécies do género Candida, como agentes de
candidemia. Informacdes clinicas de 80 pacientes com cultura ndo obtida foram
coletadas para caracterizar o grupo controle. A média de idade foi 49,5 anos no grupo
de pacientes com candidemia (desvio padrdo = +/- 17,57) e de 46,5 no grupo controle
(desvio padréo = +/- 17,34). Houve um percentual maior de homens tanto no grupo de

pacientes com candidemia (54,05%) quanto no grupo controle (62,5%).
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Em relagdo as espécies isoladas, C. albicans foi evidenciada em 31 amostras
(41,89%), C. tropicalis em 26 (35,14%), C. parapsilosis em 11 (14,86%) e C. glabrata
em seis (8,11%).

A distribuicdo dos gen6tipos em relacdo ao polimorfismo rs5743611 no grupo de
pacientes com candidemia e no grupo controle estd apresentada na Tabela 2. As
frequéncias alélicas encontradas no grupo de pacientes com candidemia foi p(G) =
0,8378 e q(C) = 0,1622. No grupo controle a frequéncia foi de p = 0,7375 e g = 0,2625.
Ambos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (Grupo de pacientes com
candidemia: y2= 6,83, p < 0,01; Grupo controle: y2= 30,02, p < 0,001). Assumindo um
modelo dominante para o calculo de regressdo logistica verificou-se que a distribuicdo
do polimorfismo investigado ndo apresentou diferenca estatisticamente significante no
grupo de pacientes com candidemia em relacdo ao grupo controle (p = 0,3594, Odds
ratio = 0,6781 com 1C95% = 0,3375 - 1,3624).

Tabela 2: Distribuicdo dos genotipos para o polimorfismo rs5743611 no grupo de
pacientes com candidemia e no grupo controle.

GRUPOS GENOTIPOS D Odds ratio
GG GC cc value (1C95%)

Pacientes com candidemia 55 14 5 0.6781

(%) (74,32) (18,92) (6,76) 0,3594 © ’3375 ]
53 12 15 ’

Grupo controle (%) (66,25) (15) (18.75) 1,3624)

Frequéncias alélicas no G = 08378 C=0.1622

grupo de pacientes e R

Frequéncias alélicas no G = 07375 C = 0.2625

grupo controle

DISCUSSAO

Evidenciou-se neste trabalho que C. albicans foi a espécie mais incidente
(41,89%), apesar das espécies de Candida ndo-Candida albicans, em conjunto, serem
responsaveis por 58,11% dos casos. E considerado que a distribuicdo geral das espécies
depende da distribuicdo geogréafica e caracteristicas clinicas associadas aos pacientes. A
mudanca na epidemiologia das infecgdes por Candida em relacdo a espécies de

Candida ndo-Candida albicans é clinicamente relevante por causa das altas taxas de
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resisténcia ao fluconazol entre os isolados de C. glabrata e a resisténcia intrinseca de C.
krusei ao fluconazol (BREDA et al., 2017; LAMOTH et al., 2018).

A relagdo entre C. albicans e espécies de Candida ndo-Candida albicans
encontrada no presente trabalho também foram verificadas em outros estudos, cujos
dados mostram uma mudanga nas ultimas décadas em relagdo as proporc¢des estimadas.
Por exemplo, percebe-se uma diminuicdo na proporgdo de C. albicans e um aumento
em C. glabrata e C. parapsilosis, principalmente nos EUA e Europa. Os resultados
apresentados aqui e de trabalhos realizados em outros estados do Brasil, na Russia
(VASILYEVA et al., 2018), China (LI et al., 2015) e india (CHAKRABARTI et al.,
2014) refletem, entretanto, uma proporcdo maior de C. tropicalis em relacdo a C.
parapisilosis, C. glabrata e outras espécies.

N&o foi possivel evidenciar neste estudo o aumento na susceptibilidade a
candidemia em relagdo ao polimorfismo rs5743611. E possivel que na populagdo
estudada o efeito desta alteragcdo tenha um impacto menor em relacédo ao papel de outros
receptores TLRs, uma vez que TLR1 forma um heterodimero funcional com TLR2
(TAKEUCHI et al., 2002; GIL et al., 2016). Essa associagdo promove a ativacdo da
fagocitose e producdo de citocinas inflamatorias, tais como IL-8, IL-6 e IL-1B
(NOREEN; ARSHAD, 2015). Um estudo com camundongos mostrou que a deficiéncia
de TLR1 e TLR2 interfere na homeostase epitelial, aumenta a reacdo inflamatéria
intestinal e o crescimento das colénias de C. albicans em um modelo de colite aguda
induzida (CHOTEAU et al., 2017)

A contribuicdo de TLR2 na funcdo do TLR1 pode estar associada a distribuicao
das variantes polimérficas em populagdes distintas, 0 que pode resultar em diferencas
significativas (BARREIRO et al., 2009). Por exemplo, ndo foi verificada associacdo da
candidemia com SNPs dos genes TLR2, TLR4, TLR6 e TLR9 em um estudo com
individuos caucasianos e afro-americanos nos EUA. Entretanto, foi demonstrada
associacdo com os polimorfismos rs4833095 (S248N), rs5743618 (1602S) e rs5743611
(R80T) do TLR1 apenas nos pacientes caucasianos (PLANTINGA et al., 2012).

No Brasil, um trabalho verificou a influéncia da miscigenacao na distribuicdo de
24 polimorfismos em genes TLRs em 195 individuos do sudeste do pais (GUIMARAES
et al., 2018). Os autores demonstraram uma ancestralidade principalmente europeia
(63%) seguida da africana (22%). Além disso, o alelo variante de rs5743611 ocorre em

haplotipos com outras variantes de SNPs em elevada frequéncia na Europa, com
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moderada frequéncia no Oriente Médio, e com baixa frequéncia nas demais populacgdes
(HEFFELFINGER et al., 2014)

Evidenciou-se que a composicdo genética herdada de africanos durante a
miscigenacdo das popula¢Ges analisadas neste estudo pode ter contribuido de forma
significativa para distribuigdo relativamente baixa do alelo variante do SNP rs5476311,
associado a susceptibilidade a candidemia em estudos com caucasianos. Além disso,
polimorfismos em outros genes, como TLR2, podem influenciar no papel do TLR1 nesta
infecgdo. Estudos futuros com maior nimero de amostras e outros polimorfismos no
Brasil podem contribuir para elucidar o papel destes receptores na susceptibilidade a

candidemia.
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7 CONCLUSOES DA TESE

e Verificou-se uma incidéncia de 12,6 e 14,5 casos de candidemia a cada 1000
internagdes nas UTIs de Pernambuco e Paraiba, respectivamente;

e Os dados encontrados mostram uma incidéncia de espécies de Candida nao-
Candida albicans de 58,11%;

e A avaliacdo dos fatores de risco confirmou que o status imunoldgico dos
pacientes, uso prévio de antimicrobianos e submissdo a processos invasivos
estdo associados significativamente com a infecgéo;

e A maior proporcao de isolados com forte capacidade de aderéncia in vitro foi de
Candida albicans (67,7%), seguida de C. tropicalis (34,6%) e C. parapsilosis
(27,3%). O perfil com fraca capacidade foi verificado em todos os isolados de C.
glabrata;

e Apesar de ser um fator de risco importante para o desenvolvimento da
candidemia, a diferenca na viruléncia das espécies isoladas, estimada pela
capacidade de aderéncia in vitro, ndo foi estatisticamente significativa;

e Foram determinadas as frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo
rs5746311 em populaces do Nordeste do Brasil;

e A diferenca na distribuicdo do polimorfismo rs5743611 entre pacientes com

candidemia e grupo controle ndo foi estatisticamente significativa.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Pacientes internados em UTIs devem ser monitorados quanto aos fatores de
risco para o0 desenvolvimento de candidemia, principalmente o status
imunoldgico, uso prévio de antimicrobianos e submisséo a processos invasivos;
A distribuicdo epidemioldgica e caracterizagdo fenotipica da viruléncia das
espécies de Candida podem contribuir para uma melhor compreensdo da
evolucéo clinica dos pacientes internados nas UTIs;

Estudos posteriores com um nimero maior de individuos pode contribuir no
papel de polimorfismos genéticos associados a susceptibilidade do hospedeiro a
candidemia.
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estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o/a senhor/a nao sera
penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de desistir da
participacdo na pesquisa em qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa tem como objetivo verificar a ocorréncia de infeccdo no
sangue por um fungo chamado genericamente de Candida, em pacientes internados
nas UTIs de hospitais publicos de Jodo Pessoa (PB) e Recife (PE) e determinar se estes
fungos apresentam caracteristicas que aumentam o risco de infec¢do. Vamos pesquisar
também se o0s participantes estdo sob risco genético e hospitalar para o
desenvolvimento desta infeccdo.

Trabalharemos com dois grupos de participantes maiores de 18 anos. Um
dos grupos (controle) serd formado por no minimo 100 pacientes hospitalizados nas
UTIs de hospitais publicos terciarios de Recife (PE) e Jodo Pessoa (PB) sem historico
ou evidéncia de infeccdo fungica invasiva, que ndo estejam em terapia ou profilaxia
com antibioticos e com resultado negativo para o exame de cultura microbioldgica a
partir do sangue (solicitado pelo medico). O grupo “casos” serd formado por
pacientes internados em UTIs de hospitais pablicos terciarios de Recife (PE) e Jodo
Pessoa (PB) com sinais e sintomas sugestivos de infeccdo fungica e com resultado
positivo para 0 exame de cultura, apo6s indicacdo médica. A pesquisa iniciard em
Novembro de 2014 e terminara em Fevereiro de 2018, e cada participante s precisara
fornecer amostra em um Gnico momento da pesquisa, ou a pedido do médico que o
acompanha.

Caso vocé aceite a participacdo nesta pesquisa, vamos precisar que vocé (ou o
paciente sob sua responsabilidade) forneca trés amostras de sangue, cada uma com
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5mL (aproximadamente o equivalente a uma colher de sopa) que serdo coletadas na
veia do braco por um profissional experiente e cuidadoso. Cada coleta seré realizada
em dias diferentes e consecutivos. Esta coleta serd feita apenas por requisicdo médica,
ou seja, independente da execucdo deste projeto.

As amostras de sangue serdo armazenadas no laboratorio do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob a minha
responsabilidade. N6s vamos, entdo, realizar o diagnéstico laboratorial para pesquisar
a presenca do fungo no sangue. Além disso, vamos analisar também o DNA da
amostra de sangue de todos os participantes para verificar se existe um risco genético
especifico para adquirir este tipo de infec¢do.

Apbs a realizacdo do trabalho, vocé podera ter acesso aos resultados
entrando em contato comigo. Caso haja interesse de realizarmos futuras pesquisas
entraremos em contato com Vocé e, somente com sua autorizagdo e a aprovacdo dos
novos projetos no Comité de Etica em Pesquisa, realizaremos os estudos.

RISCOS DIRETOS: O risco de formacdo de hematomas durante a coleta
sanguinea sera minimo uma vez que serdo utilizadas apenas amostras coletadas sob
requerimento medico para investigacdo microbioldgica propria dos pacientes
internados, independente da execucdo do projeto, e esta serd realizada
cuidadosamente por profissional capacitado vinculado ao servigo do hospital.

BENEFICIOS DIRETOS E INDIRETOS AO PARTICIPANTE: Os
beneficios diretos aos participantes da pesquisa incluem o diagndstico mais rapido e
preciso da candidemia, 0 que norteara uma melhor deciséo clinica para o tratamento e,
possivelmente, convergindo para uma recuperacdo mais rapida e eficaz.

As informacGes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntéarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a participacdo dos voluntarios. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo
armazenados em arquivos no computador do departamento de micologia da UFPE,
sob a minha responsabilidade, na Rua Prof. Nelson Chaves, S/N — Cidade
Universitaria, UFPE, Recife-PE, pelo periodo minimo de 5 anos.

O/A voluntario/a ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a participacdo serdo assumidas ou ressarcidas
pelos pesquisadores. Fica também garantida a indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial
ou extrajudicial.

Em caso de dividas 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
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)

2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
(A)

Eu, , CPF :
abaixo assinado, ou pelo meu representante legal, apds a escuta da leitura deste
documento e ter tido a oportunidade de conversar e esclarecer as minhas ddvidas com
0 pesquisador responsavel concordo em participar do estudo CANDIDEMIA EM
UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA (UTI): ESTUDO EPIDEMIOLOGICO
MULTICENTRICO ASSOCIADO AO PERFIL FENOTIPICO E GENOTIPICO
DOS FATORES DE VIRULENCIA, como voluntario (a). Fui devidamente informado
(a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento).

A rogo de ,que esté internado na

UTI do hospital ,eu assino o presente documento
que autoriza a sua participacéo neste estudo.

Assinatura: Local e data:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de
pesquisadores)

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;
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APENDICE B — VERSAO EM INGLES DO ARTIGO 1

CANDIDEMIA IN INTENSIVE CARE UNITS FROM TWO TERTIARY
HOSPITALS IN NORTHEAST OF BRAZIL BETWEEN 2015 AND 2017

Rodrigo Niskier Ferreira Barbosa!, Reginaldo Gongalves Lima-Neto?, Madi Veiga
Diniz3, Cicero Pinheiro Inacio*, Ana Paula Santiago Rocha*, Michellangelo Nunes
Silva?, Rejane Pereira Neves*

!Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Tropical da Universidade Federal de

Pernambuco, ?Departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de

Pernambuco, 3Hospital Agamenom Magalhaes, “Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco

Hospitalization in Intensive Care Units (ICUs) is considered an isolated risk factor for
the development of candidemia. Susceptibility to this infection may increase in
conditions such as neutropenia, mucosal injury, solid tissue or hematopoietic stem cell
transplantation, immunosuppressive therapy, use of broad spectrum antimicrobials,
prolonged stay, and use of a central venous catheter. In addition, the variation in
virulence of Candida species may influence the development and severity of the
infection. The objective of this work was to verify the distribution and in vitro cell
adhesion capacity of Candida species as etiological agents of fungal infections in the
bloodstream of patients in ICUs of public hospitals of Pernambuco and Paraiba between
the years of 2015 and 2017. Hemoculture isolates were identified by automation and the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. The phenotype of yeast virulence was
verified from the in vitro assay of epithelial cell adhesion. A total of 74 samples were
obtained for species of the genus Candida, as candidemia agents. Clinical information
of 80 patients with no culture was collected to characterize the control group. Candida
albicans was found in 31 samples (41.89%), C. tropicalis in 26 (35.14%), C.
parapsilosis in 11 (14.86%) and C. glabrata in 6 ( 8.11%). A statistically significant
difference was observed in the use of immunosuppressants (p = 0.0008), neutropenia (p
<0.0001), previous use of antibacterial drugs (p <0.0001), ICU stay longer than 14 days
(p <0.001), central venous catheter use (p <0.0001), parenteral nutrition (p <0.0001) and
mechanical ventilation (p <0.0001). The highest percentage of isolates with strong
adhesion capacity was found for C. albicans, while all C. glabrata isolates were
characterized with poor adherence capacity. As a conclusion, the data found show that
Candida non-albicans species present as important etiological agents of candidemia,
associated with patients' immunological status, previous use of antimicrobial agents and
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submission to invasive procedures as risk factors. Despite being an important risk factor
for the development of candidemia, the difference in virulence of the isolated species,
estimated by in vitro adherence capacity, was not statistically significant in the samples
analyzed.

KEY WORDS: CANDIDEMIA. INTENSIVE CARE UNIT. VIRULENCE.

INTRODUCTION

According to the Extended Prevalence of Infection in Intensive Care (EPIC
I1), Candida species represent the third most frequent cause of infection in Intensive
Care Units (ICUs) worldwide, responding for 17% of all infections in patients with
positive blood culture. Candidemia in this group of patients will result in worsening of
the clinical picture, increase in length of stay, difficulty in treatment and death (1) .

In Brazil, a study called Brazilian Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiologic Importance (BRSCOPE), involved 16 public and private hospitals
participating in the five regions of Brazil.Species of the genus Candida comprised the
7th most prevalent agent, representing 137 cases, of which 88 (64.2%) occurred in
ICUs. The species distribution was: albicans (34.3%) C. C. parapsilosis(24.1%), C.
tropicalis (15.3%), C. glabrata (10.2%), C. krusei ( 1.5%), C. pelliculosa (1.5%), C.
lusitaniae (0.7%), C. famata (0.7%), and C. guilliermondii (0.7%). These data diverge
from the European and North American studies, which point out C. glabrata as the most
incident non-albicans Candida species (2) .

Although population data establish important clinical parameters for this type of
infection, the protocols developed from the results of large studies can not be directly
extrapolated for the application of empirical protocols in specific groups belonging to
this population, as there may be significant divergences in the distributions and
characteristics of the isolates between regions (3) . These differences are still not well
understood, which justifies the need to expand research in specific populations in
Brazil, especially in the North and Northeast, where studies are scarcer.

Due to the great diversity of clinical conditions to which patients are submitted,

ICU admission is considered an isolated risk factor for the development of
candidemia. This is due to the clinical condition of the patient (age, immune status and
underlying disease) and procedures, which is submitted in this sector (central venous
catheter use, hemodialysis equipment, endotracheal tubes and urinary catheters) (1.4, 5).

The variation in virulence of Candida species is one of the factors that can influence
the development and severity of the infection. An estimate of the virulence profile of
the fungus can be verified by in vitro assays assessing the ability of adhesion
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in epithelial cells or against surfaces of synthetic materials such as plastics and
metals. Most studies, however, focus on characterizing the factors associated with C.
albicans infection, with a shortage of publications on other species (6).

Identifying the patient at risk of developing such infections in the ICU is one of
the greatest challenges for professionals, since resistance to antifungals in the
typical Candida isolates and the emergence of virulent and multiresistant species such
as Candida auris hinder the therapeutic decision. In this context, epidemiological
studies represent an important source of information for the elaboration of protocols that
can be applied to initiate empirical treatments (7)

The objective of this study was to characterize the risk factors for the patients
and the virulence of the isolates in cases of candidemia from the 1CUs of two public
hospitals in the Northeast of Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Study Design and Target Population = It was an observational, transversal, case-control

study. The participants of this study were patients admitted to the Intensive Care Units
(ICUs) of the Agamenon Magalhdes Hospital (Recife, PE), which has 447 beds, 59 of
which are ICUs, and the Senator Humberto Lucena Emergency and Trauma Hospital
(Jodo Pessoa, PB). 330 beds, 48 of which are ICUs. The case group consisted of patients
admitted to ICUs who were over 18 years of age and who had a medical request for
microbiological diagnosis, through blood culture, with a positive result for yeast. The
control group consisted of adult patients hospitalized in ICUs with no history or
evidence of candidemia or any invasive fungal infection or who had a negative result

for yeast after blood culture.

Methods of Sample Collection and Analysis = Up to three venous blood samples were

collected aseptically on consecutive days of each participant from the venous puncture
test in Vacutainer® EDTA tubes by trained professionals and subsequently packed in
tubes containing Brain Heart Infusion medium (BHI, KASVI, Brazil) for diagnosis

laboratory.

Blood cultures were tested using the Bactec 9120 / Phoenix ™ automated
culture system BD-Becton Dickinson's (BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes, NJ,
USA).
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Information on variables related to the participants was collected through
consultations with the respective medical records. The accomplishment of this work
was approved by the research ethics committee of the Health Sciences Center of the
Federal University of Pernambuco under registration CAAE 40428414.0.0000.5208.

Molecular Analysis by Polymerase Chain Reaction (PCR) - The yeast DNA isolated
was extracted according to a previously proposed methodology (8) . Each cell mass
obtained was transferred to threaded extraction tubes containing glass beads. 700 uL of
hexadecyl trimetril ammonium bromide-CTAB buffer, preheated at 60 ° C for 30
seconds, was pipetted into the extraction tubes containing glass beads and the cell mass,
and then stirred in the FastPrep for 1 minute at 5.5 m / s, followed by incubation in a
water bath for 1 hour at 65 ° C.

Centrifugation was performed at 13000 rpm for 10 minutes and each supernatant
was transferred to 2.0 ml tubes to which chloroform-isoamyl alcohol solution (24: 1)
was added. Another centrifugation was then performed under the same conditions as
before. Each supernatant was recovered and transferred to another tube, in which the
same volume of isopropanol was added. Samples were maintained at -20 ° C for 30
minutes, and then centrifugation was performed under the same conditions. After this
step, the formation of the precipitate was observed.

The supernatant was discarded and the precipitate was subjected to three
successive washes with 70% ethanol. The tubes were held horizontally at 37 ° C for
complete spontaneous ethanol evaporation. Subsequently, S5uL of ultra pure water was
added to the DNA, kept in a refrigerator for resuspension. The extracted DNA was
quantified by ultraviolet light spectrophotometry at 260-280 nm (Nanodrop 1000
Spectrophotometer) and the concentrations were adjusted to 200ng/pL.

Species-specific identification by Polymerase Chain Reaction (PCR) was
performed from a previously described protocol (9). The final volume per reaction was
25uL, consisting of 20 ng of DNA, 10nM Taq Buffer, 10 mM dNTPs, 0.8uL of each
primer (20 pmol / uL) and Taq DNA polymerase 1.25 U. Thermocycler conditions
were, initial denaturation at 92 ° C for two minutes, followed by 35 cycles of
denaturation at 95 °C for one minute, annealing at 50 °C per one minute and extension
at 72°C for one minute. After the 35 cycles the final extension was followed at 72 ° C
for 10 minutes (THERM-1000, MAXYGENE, New York, USA). The primers used in
this work are in Table 1.

The amplification products were separated by 1% agarose gel electrophoresis
with 1X TAE buffer (Tris-Acetate-EDTA) for 40 min at 3V / cm. The gel was stained
with GelRed ™ and analyzed under UV light using with reference to the molecular
weights previously described (9).



79

TABLE 1
Primers used and size of amplified products (amplicons).
Identification Sequence of primers arﬁfozl? C%L s
Candida albicans 5-TCAACTTGTCACAGATTATT-3" 402bp
C. glabrata 5-CACGACTCGACACTTTCTAATT-3" 632bp
C. tropicalis 5-AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3' 149bp
C. parapsilosis  5-GGCGGAGTATAAACTAATGGATAG-3" 126bp
ITS4* 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' -

*The 1TS4 was the reverse primer, while the others were the forward primers for each
generated amplicon.

In vitro Adhesion Assay to Epithelial Cells - Adherence tests were based on a
previously published study (10). Phosphate Buffered Saline - PBS (NaCl 8g/L, KCI
0.2g/L, Na2HPO3 1.44¢g/L, KH2PO4 0.24g/L, pH 7.2 was used in all steps related to the
adhesion tests.) sterilized.

Yeast cells isolated were grown on Malte agar (DIFCO, USA) for 36 hours at
37°C and resuspended in 2mL of 0.1M PBS, pH 6.8 and 4 ° C. They were washed twice
in 2mL of PBS under centrifugation (2500 rpm, five minutes each) and finally
resuspended again in PBS at a concentration of 2x107 cell.mL*? , determined in
Neubauer's chamber.

Epithelial cells were collected from a healthy adult volunteer by gentle
scarification of the oral mucosa with sterile Swabs. Cells were suspended and washed
twice in 5mL PBS by centrifugation (2500 rpm for five minutes each). Cells were
resuspended in PBS at a concentration of 4x104 cells.mL1, determined in Neubauer's
chamber.

Adherence assays were enhanced by incubating at 25°C a 1mL mixture of each
suspension in a test tube under gentle agitation for two hours. Subsequently, the staining
was performed with methylene blue, with subsequent observation under an optical
microscope. In each slide 100 epithelial cells were observed in relation to the
percentage of their surface area in which the yeasts adhered.

The results were expressed as: strong adhesion, for adhesion in 50% to 100% of
the surface area, poor adhesion, for adhesion up to 50%, or without visible adherence.



80

Data analysis = The chi-square test, Fisher's exact test and Multivariate Analysis with
Logistic Regression were performed to evaluate the association of candidemia with
clinical conditions and with the adherence capacity of the isolates. A" p " value equal

to or less than 0.05 was considered statistically significant. The tests were performed in
the GraphPad Prism 7 program (San Diego, CA, USA).

RESULTS

Between May 2015 and April 2017, 74 positive samples were obtained
for Candida species (33 in Pernambuco and 41 in Joao Pessoa). Clinical information of
80 patients with negative culture was collected to characterize the control
group. Considering the total number of ICU admissions in this period, 2,623 at the
Agamenom Magalhdes Hospital (PE) and 2,826 at the HETSHL (PB), there was an
incidence of 12.6 and 14.5 cases of candidemia per 1000 admissions in the respective
ICUs. The characterization of the variables is presented in Table 2.

The distribution of the isolated species, confirmed by PCR, is in Table 3. The C.
albicans species was the most frequently isolated (41.89%). The mean number of days
of ICU stay was 29.62 (standard deviation: 20.47) for patients with C. albicans positive
blood culture, 31,15 (standard deviation: 26.26) for C. tropicalis , 25, 1 (standard
deviation: 21.55) for C. parapisilosis and 28 (standard deviation: 19.63) for C.
glabrata . There was no statistically significant difference ( p = 0.9096). It was verified
death in 33 patients (44.6%) and in 42 participants of the control group (52.5%).

Regarding the risk factors for the development of candidemia, it was possible to
observe a statistically significant difference in relation to the use of immunosuppressant
( p = 0.0008), neutropenia ( p<0.0001), previous antibacterial use ( p <0.0001 ),
residence time in the ICU greater than 14 days (p = 0.001), central venous
catheter (p <0.0001), parenteral nutrition (p <0.0001) and mechanical
ventilation (p <0.0001).

The phenotypic characterization of the virulence of the isolates was determined
by the in vitro adherence test of the isolated species. The highest percentage of isolates
with strong adhesion capacity were found for C. albicans, while all C.
glabrata isolates were characterized with poor adhesion capacity (Table 4).
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Table 2: Characterization of the independent variables among patients with positive blood culture for Candida species and for the control group

Variables Patients Controls Vg I,lf ¢ (()9d5dc;5/0 rétllg)
Demographic
Mean age (SD) 49.5 (17.57) 46.52 (17.34) 0.2952
Sex (%)
Male 40 (54.05) 50 (62.5) 0.7829
Female 34 (45.95) 30 (37.5)
Immune status
Use of corticosteroids / immunosuppressants (%) 34 (45.95) 16 (20) 0.0008 3.4 (1.6657-6.9402
Neutropenia [Leukocytes <500 cells / mm ] (%) 41 (55.41) 10 (12.5) <0.0001 | 8.7 (3.8856-19.4661)
HIV infection (%) 4 (5.41) 1(1.25) 0.196 4.5 (0.4928- 41,3505)
History of drug therapy
Antibacterial pretreatment (%) | 49 (66.22) | 28 (35) | <0.0001 | 3.6 (1.8707-7.0828)

ICU admission

Cause of hospitalization (%)
Chronic disease 47 (63.51) 46 (57.5) 0.5485 1.3 (0.6727-2.4608)
Surgical 27 (36.49) 34 (42.5)
Length of stay in the ICU> 14 days (%) 53 (71.62) 36 (45) 0.001 3.1 (1.5778-6.0306)
Use of central venous catheter 65 (87.9) 45 (56.3) <0.0001 | 5.6 (2.4610-12.8215)
Use of mechanical ventilation 65 (87.9) 46 (57.5) <0.0001 | 5.3(2.3368-12.1945)
Parenteral nutrition 61 (82.43) 36 (45) <0.0001 | 5.7 (2.7272-12.0601)
Dialysis dependence 40 (54.05) 38 (47.5) 0.5169 1.3 (0.69-2.4506)
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TABLE 3
Distribution of species of 74 Candida isolates in ICU patients, average days of
hospitalization and percentage of deaths.

Isolated species (n = 74) Is%l)zt)ed (Qgﬁgaa%g IdCéL\ji gt?ga) Deaths (%)

Candida albicans 31 (41.89) 29.6151 (20.47) 12 (38.71)

Candida tropicalis 26 (35.14) 31.1538 (26.26) 14 (53.85)

Candida parapsilosis 11 (14.86) 25.1 (21.55) 4 (36.36)

Candida glabrata 6 (8.11) 28 (19.63) 3 (50%)
TABLE 4

Adherence capacity verified by in vitro assay of isolated species.

In vitro Adhesion Capacity

Isolated species (n = 74)

Strong (%) Weak (%)
Candida albicans 21 (67.7) 10 (32.3)
Candida tropicalis 9 (34.6) 17 (65.4)
Candida parapsilosis 3(27.3) 8 (72.7)
Candida glabrata 0(0) 6 (100)
DISCUSSION

This is the first study that characterizes the incidence of candidemia in ICU
patients at a public hospital in the state of Paraiba. In Pernambuco, three papers were
published, two were case reports in newborn patients, one with C.
pelliculosa isolates (11) and another of C. haemulonii (12). The incidence of 3.9 cases
for 1000 admissions was evidenced in a private hospital in Pernambuco from
September 2003 to March 2004 (13) . Of the 21 isolates described, 15 were from
ICUs.

It was evidenced in this work that C. albicans was the most incident species
(41.89%), although the species of Candida non- albicans, together, were responsible
for 58.11% of the cases. In the study carried out in Pernambuco (13) , considering
only the ICU isolates, 80% were Candida non- albicans species . The general
distribution of species depends on the geographical distribution and clinical
characteristics associated with the patients. The changing epidemiology
of Candida infections in connection with Candida species not -albicans is clinically
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relevant because of high rates of fluconazole resistance among isolates of C.
glabrata and C. krusei intrinsic resistance to fluconazole (1.14 ) .

In the United States of America, a study conducted in 56 hospitals between
1998 and 2006 found 1218 episodes of infections in the bloodstream
by Candida spp. The C. albicans species was the most prevalent, identified in 611
cases (50.7%), followed by C. parapsilosis (17.4%), C. glabrata (16.7%) and C.
tropicalis (10.2 %). The proportion of Candida non- albicans species increased
significantly (p<0.001) (15).

In European and Australian ICUs C. glabrata is generally the most
common non-albicans Candida isolate, accounting for about 20% of infections. It is
less virulent than C. albicans and is associated with increased age and solid organ
transplants. Isolates of C. tropicalis are similar to those of C. albicans in terms of
virulence and are comparatively less frequent (approximately 9%) (16).

In South America C. tropicalis is the most common non-
albicans Candida isolate (approximately 20%), whereas C. glabrata is isolated in
about 9% of cases. These differences in species distribution may help to explain the
different mortality rates associated with candidemia reported in Europe (50%) and
South America (70%), for example (16).

The relationship between C. albicans and Candida non-
albicans species found in the present study is in agreement with most publications,
whose evidence suggests a change in the last decades in relation to the estimated
proportions. A decrease in the proportion of C. albicans and an increase in C.
glabrata and C. parapsilosis is observed , mainly in works in USA and Europe. The
results presented here and in other Brazilian states (Table 5), Russia (17) ,
China (18) and India (19) reflect, however, a higher proportion of C.
tropicalis than C. parapisilosis , C. glabrata and other species.
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Local Period Cases C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis C. krusei  Others References
albicans

Recife PE)
Jodo Pessoa  2015-2017 74 41.89% 35.14% 8.11% 14.86% - - This study
(PB)
Campinas,
) 2006-2010 53 43.4% 28.4% 7.5% 9.4% 3.8% 7.5% (20)
S
Sao Paulo-
sP) 2003-2012 647 44% 21.8% 9.9% 17.2% 2.5% 1.9% (21)
Londrina
(PR) 2004-2011 108 28.7% 30.5% 8.3% 24,1% 1.8% - (22)
Ribeirdo

2011-2012 18 36.8% 26.3% 15.7% 5.2% 5.2% 5.2% (23)
Preto (SP)
Brasilia DF) 2011-2012 40 22.5% 2.5% 5% 70% - - (24)
Campo

2013-2014 221 35.3% 33.5% 15.8% 9.9% 3.2% 2.4% (25)
Grande, MS)
Curitiba

2011-2016 149 45% 15.4% 14.1% 12.1% 6.7% 6.7% (14)

(PR)
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Regarding the independent variables, the results found in studies in Brazil
present data similar to those reported in the present study. A study conducted in 16
hospitals in the five regions of the country between 2007 and 2010 identified 137
patients with candidemia, of which 88 were in ICUs. The majority of the patients
were male (51.8%) and the mean age was 56 years. The most common underlying
condition was cancer (32.1%), followed by gastrointestinal disease (18.9%). Among
the main risk factors were the use of CVC (88.3%) and mechanical ventilation
(49.6%). However, the observed mortality was 85% of patients admitted to the ICU
who developed candidemia (p <0.01), whereas in the present study it was 44.6% (p
=0.3838) (2) .

A retrospective study of 14,414 patients admitted to ICUs from 76 countries
found a prevalence of candidemia of 6.9/1000 patients. Regarding gender, 59% were
male, with a mean age of 59 years and were hospitalized for an average of 14 days in
the ICU. The most common underlying condition was cancer (24.6%), followed by
chronic obstructive pulmonary disease (13.1%). Regarding clinical interventions, the
use of CVC (88.5%), mechanical ventilation (72.1%) and use of arterial catheter
(63.9%) were the most noteworthy. Mortality was observed in 42.6% of these
patients (26) .

ICU admission is considered an isolated risk factor for the development of
candidemia, due to the great diversity of invasive procedures, existence of
environmental reservoirs and cross-contamination of the care to which the patients are
submitted (1,4,5).

The data point to the intestine as the initial source of endogenous Candida spp
isolated in blood cultures. In studies with animal models, it has been shown that
neutropenia with preserved intestinal integrity or intestinal lesion without neutropenia
are insufficient conditions for the development of disseminated candidiasis in a
murine model. In humans, this combination of factors is found in neutropenic
enterocolitis (16). Less frequently, deep candidiasis may occur as a result of
ascending pyelonephritis and may remain localized or lead to secondary
candidemia (4,27).

Other situations that cause immunological weakness, such as those arising
from the clinical conditions of patients with diabetes, renal insufficiency and other
chronic diseases, are indicated as important risk factors for candidemia in ICU
patients. The difference may be in the additive contribution of interventions,
particularly the introduction of mechanical devices, including CVC, hemodialysis
equipment, endotracheal tubes, and urinary catheters. (1,18,28,29). In addition to
these factors, cases of candidemia in the ICU, when compared to cases in other
sectors, are characterized by a more frequent pre-exposure to fluconazole with



86

subsequent echinocandin treatment, a lower incidence of C. parapsilosis and higher
gross mortality rates (21) .

Regarding the risk of death, some independent factors associated with
candidemia in the ICU may include diabetic patients, use of mechanical ventilation,
immunosuppression, fever, age, arterial catheter use, C. kefyr infection, pre-exposure
to caspofungin and lack of antifungal therapy at the time of blood culture results (1) .

In the present study, a virulence profile of the Candida isolates was
estimated by in vitro assay evaluating the adhesion capacity in epithelial cells. It was
verified that 44.6% of the isolates presented a profile of strong adhesion
capacity in vitro. The stratified proportions by species (Table 3) were similar to that
of another study where 60% of the C. albicans and 25% C.
parapsilosis isolates, obtained from the collection of samples in several tissues,
presented strong adhesion capacity in vitro (30) . Another study, however,
considering only blood stream isolates, showed that the strong in vitro adherence
profileof C. albicans was present in 30% of the isolates (31).

Among the species of Candida non- albicans, the profile of strong adherence
was more frequent in C. tropicalis. In a study carried out with patients affected by C.
tropicalis infection in the bloodstream, it was demonstrated that the increase in
adhesion capacity, evaluated in vitro , was associated with a higher potential for
biofilm formation and, consequently, greater virulence (32) .

As conclusion, this study evidenced the distribution
of Candida species isolated from the bloodstream of patients admitted to the ICUs of
public hospitals in Pernambuco and Paraiba. The data found are in agreement with
other  studies showing an increase in the incidence of non-
albicans Candida species. The evaluation of the risk factors confirmed that the
patients’ immunological status, previous use of antimicrobials and submission to
invasive procedures are significantly associated with the infection. Despite being an
important risk factor for the development of candidemia, the difference in virulence
of the isolated species, estimated by in vitro adherence capacity, was not statistically
significant.
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TLR1 R80T POLYMORPHISM IN PATIENTS WITH CANDIDEMIA IN
INTENSIVE THERAPY UNITS OF PERNAMBUCO AND PARAIBAPUBLIC
HOSPITALS IN THE YEARS 2015 TO 2017.
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Susceptibility to candidemia in patients admitted to Intensive Care Units (ICUs) may
increase in conditions such as neutropenia, mucosal injury, solid tissue or
hematopoietic stem cell transplantation, immunosuppressive therapy, use of broad
spectrum antimicrobials, prolonged stay and use of central venous catheter. However,
some patients do not develop such an infection, even with a combination of several
risk factors, with an important role for polymorphisms in genes with immunological
function, such as the Toll Like-1 receptor (TLR1). The objective of this work was to
verify the distribution of Candida species as etiological agents of fungal infections in
the bloodstream of patients in ICUs of public hospitals of Pernambuco and Paraiba
between the years 2015 and 2017 and the possible contribution of polymorphism
rs5743611 (R80T ) of the TLR1 gene in susceptibility to this infection. Hemoculture
isolates were identified by automation and the Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique. The distribution of the rs5743611 polymorphism was determined from
PCR followed by restriction enzyme assays. A total of 74 samples were obtained for
species of the genus Candida, as candidemia agents. Clinical information of 80
patients with no culture was collected to characterize the control group. Candida
albicans was found in 31 samples (41.89%), C. tropicalis in 26 (35.14%), C.
parapsilosis in 11 (14.86%) and C. glabrata in 6 ( 8.11%). A statistically significant
difference was observed in the use of immunosuppressants (p = 0.0008), neutropenia
(p <0.0001), previous use of antibacterial drugs (p <0.0001), ICU stay longer than 14
days (p <0.001), central venous catheter use (p <0.0001), parenteral nutrition (p
<0.0001) and mechanical ventilation (p <0.0001). The distribution of rs5743611
polymorphism genotypes was found in Hardy-Weinberg equilibrium in both groups
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(p <0.01), but did not present a statistically significant difference between the groups
(p = 0.3594). As a conclusion, the data found show that Candida non-albicans species
present as important etiological agents of candidemia, associated with patients'
immunological status, previous use of antimicrobial agents and submission to
invasive procedures as risk factors. The results of this work sum up evidence pointing
to a secondary role of polymorphism rs5743611 in the susceptibility to candidemia.
Considering the miscegenation in the distinct genetic composition of Northeastern
Brazil and the lack of association observed similarly in other studies, it is possible to
suggest that future studies with a larger number of samples in Brazil may contribute
to elucidate the role of TLR genes in susceptibility to this type of infection.

KEY WORDS: CANDIDEMIA. INTENSIVE CARE UNIT. TOLL LIKE
RECEIVER

INTRODUCTION

Infection in the bloodstream by fungi of the genus Candida represents an
important cause of clinical complications during patients’ stay in the Intensive Care
Units (ICUs) (1). However, some patients do not develop candidemia, even with a
combination of several risk factors such as neutropenia, mucosal injury, solid tissue or
hematopoietic stem cell transplantation, immunosuppressive therapy, use of broad
spectrum antimicrobials, prolonged ICU stay and use of central venous catheter (2).

Among the main lines of research, an important role is attributed to underlying
genetic variations, which, in combination with other risk factors, possibly regulate the
patient's susceptibility. Thus, the polymorphisms in the genes of the superfamily Toll
Like Receptors (TLR1 to TLR10), which encode receptors for the recognition of
pathogens present in monocytes,  macrophages, dendritic  cells and
neutrophilic cells (3).

The association between TLR1, TLR2 or TLR4 receptors with the molecular
patterns of Candida spp. is well characterized and induces innate immune response,
leading to the synthesis and release of cytokines, proinflammatory chemokines and
activation of the NLRP3 inflamosome, which converts the IL-lbeta and I1L-18
interleukins to the active forms. Then, the subsequent activation of inflammation and
the adaptive immune response occurs, and phagocytosis and death of the fungus
occur, predominantly by neutrophils (4) .

In a prospective study conducted in the United States with North American and
Dutch patients, three SNP polymorphisms in the TLR1 gene were associated with
susceptibility to candidemia among Caucasian individuals. The SNP rs5743611,
which results in the exchange of the amino acid arginine by threonine in codon 80 of
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the gene (R80T), was the one with the highest odds ratio = 1.82 (95% confidence
interval ranging from 1.12 to 2.98) with p = 0.02 (2).

The modification in the protein resulting from the variant allele of this
polymorphism promotes a change in the central extracellular portion of TLR1,
leading to decreased sensitivity of this receptor by the components of the cellular
microbial apparent, in in vitro models. In addition to candidemia, it was associated
with ulcerative colitis (odds ratio = 2.84, p = 0.045) and increased susceptibility to
invasive aspergillosis in patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation
(odds ratio = 1.3, p<0.01) (5,6) .

In Brazil there are few studies on the genetic susceptibility to
candidemia and diagnosis of this predisposition, which would certainly help to
determine which patients could benefit from prophylactic antifungal treatment or
adjuvant immunotherapy. Thus, the objective of this study was to analyze the possible
association between the rs5743611 polymorphism and the increase in susceptibility to
candidemia in patients in the ICUs of public hospitals.

MATERIAL AND METHODS

Study Design and Target Population = It is an observational, transversal, case-control
study. The participants of this research were patients admitted to the ICUs of public
hospitals in Pernambuco and Paraiba, Northeastern Brazil, between the years 2015

and 2017. The case group consisted of patients admitted to ICUs who were over 18
years of age and who had a medical request for microbiological diagnosis, through
blood culture, with a positive result for yeast. The control group consisted of adult
patients hospitalized in ICUs with no history or evidence of candidemia or any
invasive fungal infection or who had a negative result for yeast after blood culture.

Methods of Sample Collection and Analysis = Up to three venous blood samples were
collected aseptically on consecutive days of each participant from the venous
puncture test in Vacutainer® EDTA tubes by trained professionals and subsequently
packed in tubes containing Brain Heart Infusion medium (BHI, KASVI, Brazil) for
diagnosis laboratory.

Blood cultures were tested using the Bactec 9120 / Phoenix ™ automated
culture system BD-Becton Dickinson's (BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes, NJ,
USA).
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Information on variables related to the participants was collected through
patient records. The accomplishment of this work was approved by the research ethics
committee of the Health Sciences Center of the Federal University of Pernambuco
under registration CAAE 40428414.0.0000.5208.

Molecular Analysis by Polymerase Chain Reaction (PCR) - The isolated yeast DNA
was extracted according to previously proposed methodology (7) . Each cell mass
obtained was transferred to threaded extraction tubes containing glass beads. 700 uL
of hexadecyl trimetril ammonium bromide-CTAB buffer, preheated at 60 ° C for 30
seconds, was pipetted into the extraction tubes containing glass beads and the cell
mass, and then stirred in the FastPrep for 1 minute at 5.5 m / s, followed by
incubation in a water bath for 1 hour at 65°C.

Centrifugation was performed at 13000 rpm for 10 minutes and each
supernatant was transferred to 2.0 ml tubes to which chloroform-isoamyl alcohol
solution (24:1) was added. Another centrifugation was then performed under the same
conditions as before. Each supernatant was recovered and transferred to another tube,
in which the same volume of isopropanol was added. Samples were maintained at
-20°C for 30 minutes, and then centrifugation was performed under the same
conditions. After this step, the formation of the precipitate was observed.

The supernatant was discarded and the precipitate was subjected to three
successive washes with 70% ethanol. The tubes were held horizontally at 37°C for
complete spontaneous ethanol evaporation. Subsequently, 55ul of ultra pure water
was added to the DNA, kept in a refrigerator for suspension. The extracted DNA was
quantified by ultraviolet light spectrophotometry at 260-280 nm (Nanodrop 1000
Spectrophotometer) and the concentrations were adjusted to 200ng/uL.

Species-specific identification by Polymerase Chain Reaction (PCR) was
performed using a previously described protocol (8). The final volume per reaction
was 25 pL, consisting of 20 ng of DNA, 10 x Taq Buffer, 10 mM dNTPs, 0.8 pL of
each primer (20 pmol/ul) and Taqg DNA polymerase 1.25 U. amplifications
performed in thermocycler (THERM-1000, MAXYGENE, New York, USA) were,
initial denaturation at 92 ° C for two minutes, followed by 35 cycles of denaturation
at 95 ° C for one minute, annealing at 50 ° C for one minute and extension at 72°C for
one minute. After the 35 cycles the final extension was followed at 72 ° C for 10
minutes. The primers used in this work are in Table 1.

The amplification products were separated by 1% agarose gel electrophoresis
with 1X TAE buffer (Tris-Acetate-EDTA) for 40 min at 3V / cm. The gel was stained
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with GelRed ™and analyzed under UV light using with reference to the molecular
weights previously described (8).

TABLE 1
Primers used and size of amplified products (amplicons).
Identification Sequence of primers arﬁi:;zl?gns
Candida albicans 5-TCAACTTGTCACAGATTATT-3" 402bp
C. glabrata 5-CACGACTCGACACTTTCTAATT-3" 632bp
C. tropicalis 5-AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3' 149bp
C. parapsilosis  5-GGCGGAGTATAAACTAATGGATAG-3' 126bp
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' -

*The ITS4 was the reverse primer, while the others were the forward primers for each
generated amplicon.

To investigate the rs5743611 polymorphism, DNA samples were extracted
from participants’ blood using previously standardized methodology (9) . The
extracted DNA was quantified by ultraviolet light spectrophotometry at 260-280 nm
(Nanodrop 1000 Spectrophotometer) and the concentrations were adjusted to
200ng/uL.

PCR amplification followed a previously described protocol (KIM et al.,
2012). The final reaction volume was 25ul, composed of 20 ng of DNA, T aq 10x
Buffer, 10 mM dNTPs, 10 pmol/uL primers (forward
5-3-AGGGTGGCAAGAAATCTTCA; Reverse
5-3-TCTGAGCTTTGGACTTCTGACA) and Tag DNA polymerase 1.5 U the
conditions for amplifications performed in a thermocycler (THERM-1000,
MAXYGENE, New York, USA) were initial denaturation at 92C for five minutes,
followed by 35 cycles of denaturation at 94C for 30 seconds, annealing at 53°C for 30
seconds and extension at 72°C for 30 seconds. After the 35 cycles the final extension
was followed at 72°C for 10 minutes.

Amplification products (165pb) were evidenced by 1% agarose gel
electrophoresis with 1X TAE buffer (Tris-Acetate-EDTA) for 20 min at 3V /
cm. After the confirmation, the PCR products were subjected to enzymatic digestion
for 16 hours (overnight ) at 37°C with restriction enzyme Hinf I. The fragments
obtained (Allele G = 165pb, Allele C = 94pb + 71pb) were submitted to 3% agarose
gel electrophoresis for 40 minutes. In both cases the gels were stained
with GelRed™ and analyzed under ultraviolet light.
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Data analysis = The Hardy-Weinberg equilibrium for polymorphism rs5743611 was
verified by the chi-square test ( x?) separately in the control group and of patients
with candidemia, using the statistical program PLINK 1.9. The association and
analysis of the demographic and clinical variables were performed in the SAS 9.2
program (SAS Corporation). A dominant logistic regression model was used
(considering the homozygote for the lower frequency allele and the heterozygote as
at-risk genotypes).

In all cases a 95% confidence interval was established and the " p " value
equal to or less than 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

A total of 74 samples were obtained for species of the genus Candida, as
candidemia agents. Clinical information of 80 patients with no culture was collected
to characterize the control group. The mean age was 49.5 years in the group of
patients with candidemia (standard deviation = +/- 17.57) and 46.5 in the control
group (standard deviation = +/- 17.34). There were a higher percentage of men both
in the group of patients with candidemia (54.05%) and in the control group (62.5%).

In relation to single species, C. albicans was observed in 31 specimens
(41.89%), C. tropicalis 26 (35.14%) C. parapsilosis 11 (14.86%) and C. glabrata six
(8.11%).

The distribution of the genotypes in relation to polymorphism rs5743611 in
the group of patients with candidemia and in the control group is presented in Table 2.
The allele frequencies found in the group of patients with candidemia were p(G) =
0.8378, and q(C) = 0.1622. In the control group the frequency was p = 0.7375, and g
= 0.2625. Both were in Hardy-Weinberg equilibrium (Group of patients with
candidemia: y? = 6.83, p <0.01; Control group: y? = 30.02, p <0.001). Assuming a
dominant model for the logistic regression calculation it was verified that the The
distribution of the polymorphism investigated did not present a statistically significant
difference in the group of patients with candidemia in relation to the control group
(p =0.3594, Odds ratio = 0.6778 with 95% CI = 0.3375 - 1.3624).
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TABLE 2
Distribution of genotypes for polymorphism rs5743611 in the group of patients with
candidemia and in the control group.

GENOTYPES Odds

GROUPS ratio(95%

GG GC cc value C(,) °
Patients with candidemia 55 14 5 0.6781
0 )
(%) (432 (89D 619 a0, (03375-
Group control (%) 12 15 1.3624)

(66.25) (15) (18.75)
DISCUSSION

It was evidenced in this work that C. albicans was the most incident species
(41.89%), although the species of Candida non- albicans, together, were responsible
for 58.11% of the cases. It is considered that the general distribution of the species
depends on the geographical distribution and clinical characteristics associated with
the patients. The changing epidemiology of Candida infections in connection
with Candida species not -albicans is clinically relevant because of high rates of
fluconazole resistance among isolates of C. glabrata and C. krusei intrinsic
resistance to fluconazole (1.10) .

The relationship  between C.  albicans and  non- albicans Candida
species found in the present study was also verified in other studies, whose data show
a change in the last decades in relation to the estimated proportions. For example,
there is a decrease in the proportion of C. albicans and an increase in C.
glabrata and C. parapsilosis, mainly in the USA and Europe. The results presented
here and in other Brazilian states, Russia (11), China (12) and India (13) , however,
reflect a higher proportion of C. tropicalis than C. parapisilosis , C. glabrata and
other species.

It was not possible to show in this study the increase in susceptibility to
candidemia in relation to polymorphism rs5743611. It is possible that in the study
population the effect of this change has a smaller impact on the role of other TLR
receptors, since TLR1 forms a functional heterodimer with TLR2 (14,15). This
association promotes the activation of phagocytosis and production of inflammatory
cytokines such as IL-8, IL-6 and IL-1 B (16). A study with mice showed that TLR1
and TLR2 deficiency interfere with epithelial homeostasis, increase the intestinal
inflammatory reaction and the growth of C. albicans colonies in a model of induced
acute colitis (17)
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The contribution of TLR2 to TLR1 function may be associated with the
distribution of polymorphic variants in distinct populations, which may result in
significant differences (18) . For example, no association of candidemia with SNPs of
the TLR2 , TLR4 , TLR6 and TLR9 genes was observed in a study of Caucasian and
African-American individuals in the USA. However, an association with rs4833095
(S248N), rs5743618 (1602S) and rs5743611 (R80T) polymorphisms of TLR1
has been demonstrated only in Caucasian patients (2) .

In Brazil, a study verified the influence of miscegenation on the distribution of
24 polymorphisms in TLR genes in 195 individuals from the southeast of the
country (19) . The authors demonstrated a predominantly European ancestry (63%)
followed by African (22%). In addition, the variant allele of rs5743611 occurs in
haplotypes with other variants of SNPs at high frequency in Europe, with moderate
frequency in the Middle East, and with low frequency in the other populations (20)

In conclusion, the genetic composition inherited from Africans during the
miscegenation of the populations analyzed in this study may have
contributed significantly to the relatively low distribution of
the rs5476311SNP variant allele, associated with susceptibility to candidemia in
studies with Caucasians. In addition, polymorphisms in other genes, such as TLR2,
may influence the role of TLR1 in this infection. Future studies with a greater number
of samples and other polymorphisms in Brazil may contribute to elucidate the role of
these receptors in the susceptibility to candidemia.
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